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OZET

Noéral Doku Miihendisligi icin Doku Iskelesi
Tasarimi Ve Gelistirilmesi

Tuba BEDIR

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Doc. Dr. Cem Biilent USTUNDAG

Noral dokularda meydana gelen hasarlar, merkezi sinir sisteminin diisiik rejeneratif
kapasitesinden dolay: sinir fonksiyonunun kaybina neden olur. Kok hiicre temelli
tedavi, hasarl sinirin rejenerasyonunda etkili bir yaklasim olmasina ragmen bu
hiicrelerin dogrudan transplantasyonu, kisa siireli hiicre sagkalimi ve mevcut noral
doku ile sinirli entegrasyon gibi problemlere yol acar. Bu durum néral dokularin
hizli ve tam rejenerasyonunu zorlastirir. Ayrica, noral hasarlarin tedavisinde
hiicrelerin lezyon boélgesine yonlendirilmesi de kritik bir siirectir. Bu problemlerin
listesinden gelebilmek i¢in noral doku miihendisligi etkili stratejiler sunmaktadir.
3B biyomimetik iskelelerin gelistirilmesi, hasarli bolgede hiicreler icin gerekli
fiziksel destegi saglayarak, noral doku ile daha iyi entegrasyon ve ardindan yeni
doku gelisimiyle sonuglanabilir. 3B baski, mikrometre araliginda ve istenilen yapida
noral iskelelerin gelistirilmesinde 6ne ¢ikan bir teknolojidir. Elektriksel stimiilasyon

da fiziksel bir faktor olarak sinir rejenerasyon siirecinde biiyiik potansiyel gosterir.

Noral doku miihendisligi alanina katki saglamasi amaclanan bu ¢alismada, 3B baski

teknigi kullanilarak poli-laktik asit (PLA) polimeri ve bizmut ferrit (BFO)

xiil



nanopartikiillerini iceren doku iskeleleri gelistirilmistir. BFO nanopartikiilleri basit
ve diisiik maliyetli bir yéntem olan birlikte ¢cokelme ile sentezlenmistir. Uretilen BFO
tozlar1 ve 3B basilmis noral iskelelerinin morfolojik, kimyasal, termal, mekanik ve
sitotoksik 6zellikleri incelenmis ve noral doku miithendisliginde kullanim i¢in uygun
oldugu gorulmustir. Ayrica, elektrik stimiilasyonunun 3B basilmis noral iskelede
kiiltiirlenmis hiticreler lizerindeki etkisi arastirilmis ve elektrik stimiilasyonunun
rasgele dizilmis hiicreleri hizaladig;; BFO nanopartikiillerinin de bu hizalanmis

hiicrelerin yonlendirilmesinde etkili oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bizmut ferrit, 3B baski, noral doku miihendisligi, elektrik

stimiilasyonu, hiicre yonlendirmesi.

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
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ABSTRACT

Design and Development of Scaffold for

Neural Tissue Engineering

Tuba BEDIR

Department of Bioengineering

Master of Science Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Cem Biilent USTUNDAG

Damage to neural tissues results in loss of nerve function due to the low
regenerative capacity of the central nervous system. Although stem cell-based
therapy is an effective approach in regeneration of damaged nerve, direct
transplantation of these cells causes problems such as short-term cell survival and
limited integration with existing neural tissue. This complicates the rapid and
complete regeneration of neural tissues. In addition, directing the cells to the lesion
area is a critical issue for the treatment of neural damage. Neural tissue engineering
offers effective strategies to overcome these problems. The development of 3D
biomimetic scaffolds can provide the necessary physical support for cells in the
damaged area, resulting in better integration with neural tissue and subsequently
new tissue development. 3D printing is a prominent technology for the fabrication
of neural scaffolds in the micrometer range and desired structure. Electrical
stimulation also shows great potential for the process of nerve regeneration as a

physical factor.
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In this study, which is aimed to contribute to the field of neural tissue engineering,
scaffolds containing poly-lactic acid (PLA) polymer and bismuth ferrite (BFO)
nanoparticles were developed using 3D printing technique. BFO nanoparticles were
synthesized by co-precipitation, which is a simple and cost-effective method. The
morphological, chemical, thermal, mechanical and cytotoxic properties of the
produced BFO powders and 3D printed neural scaffolds were characterized and
found to be suitable for use in neural tissue engineering. In addition, the effect of
electrical stimulation on 3D printed neural scaffold cultured cells were investigated
and it was concluded that electrical stimulation aligns randomly sequenced cells and

that BFO nanoparticles are effective in directing these aligned cells.

Keywords: Bismuth ferrite, 3D printing, neural tissue engineering, electrical

stimulation, cell directing.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Omurgalilarda sinir sistemi iki ana béliimden olusur: periferik sinir sistemi (PSS) ve
merkezi sinir sistemi (MSS). Beyin, omurilik, optik, koku alma ve isitme sistemlerini
iceren MSS, sinyalleri iletir ve yorumlar, ayrica PSS'ye uyaranlar saglar [1], [2]. PSS,
MSS'ye baglanan kraniyal, omurga ve otonom sinirleri icerir [3]. Sinir sisteminde iki
hiicre tipi vardir: néronlar ve noroglia. Néronlar sinir sisteminin temel yapisal ve
fonksiyonel elementleridir ve bir hiicre govdesi (soma) ve uzantilarindan (aksonlar
ve dendritler) olusur. Ganglia olarak bilinen duyusal sinir soma kiimeleri,
omurganin hemen disinda bulunur [1]. Dendritler elektriksel uyarilari néron hiicre
govdesine iletir ve akson, sinyalleri hiicre gévdesinden ¢evre bolgelere, kaslara ve
organlara iletir [3]. Noronlar sinapslar yoluyla diger néronlara bilgi aktarirlar. Bir
sinaptik oncesi akson, sinaptik sonrasi dendrit veya hedef néronun hiicre gévdesi
tarafindan toplanan norotransmitterleri serbest birakir. Norotransmitterler
sinaptik yarik icine salinir ve sinaptik vezikiiller tarafindan tasinir. Néronlarin hepsi
aralarinda ve noroglia ile birbirine baghdir, viicudun homeostazin1 koruyan ve
glinliik gorevlerin yerine getirilmesine izin verebilecek milyonlarca sinaptik

baglanti kurarlar (Sekil 1.1) [4], [5].
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Sekil 1.1 Bir ndronun anatomik gériiniimii ve sinaptik stiregleri [4]

Glial hiicreler veya noroglia, néronlarin islevine yardimci olan, PSS'deki Schwann
hiicrelerini ve MSS'deki astrositleri ve oligodendrositleri iceren destek hiicreleridir.
Glial hiicreler noronlardan daha fazla miktarda bulunurlar ve mitoza ugrayamayan
noronlardan farkli olarak, hiicre boéliinme Kkapasitesiteleri bir miktar vardir.
Noronlar mitozla béliinemese de kesilmis bir kismi yeniden onarabilir veya belirli

kosullar altinda yeni ¢ikintilar olusturabilir [1], [6].

PSS'de bulunan Schwann hiicrelerinin kiliflar1 tiim aksonlar1 sarar. Bu Schwann
hiicre tabakasinin dis yiizeyinde, epitel tabakalarinda bulunana benzer bir bazal
membran olan norilemma bulunur. PSS'deki aksonlarin aksine, MSS aksonlar1 bu
bazal membran ve Schwann hiicrelerinin kilifina sahip degildir. Bunun yerine bircok
akson, Schwann hiicrelerinin (PSS) veya oligodendrositlerin (MSS) hiicre zarinin
ardisik sargilarinin yogun katmanlarindan olusan yalitici bir miyelin kilif ile

cevrilidir. Miyelin kilif akson boyunca sinir impulsunun yayilma hizini arttirir [1],
[2].
1.1.1 Omuriligin Yapisi

Omurilik; servikal, torasik, lomber, sakral ve koksigeal omurga bolgelerinden
olusur. Omuriligin kesitine bakildiginda tli¢ koruyucu zar ile gevrilidir; bunlar
iceriden disariya dogru pia mater, araknoid mater ve dura materdir. Omurlar ve
koruyucu zarlar tarafindan iyi korunan sinirler, kordun her bir tarafindan ¢ikar ve
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viicudun sol ve sag taraflarindaki innervasyon bélgelerine baglanir. Her bir taraftaki
sinirler de koklere boltniir. Ventral kok MSS'den kaslara ve bezlere motor sinyalleri
tasirken, dorsal kok MSS'ye gelen duyusal sinyalleri tasir. Dorsal kok gangliyonlarsi,
dorsal kok boyunca bulunur ve duyu noronlarinin hiicre gévdelerini icerir (Sekil

1.2) [1].
Omurilik dendritler, aksonlar ve hiicre govdelerinden olusur. Omuriligin merkezi,
boz madde olarak adlandirilan kelebek sekilli bir bolgedir. Bu bolge uyaric
noronlarin hiicre govdelerini ayrica glial hticreleri ve kan damarlarini icerir. Boz
madde, omuriligin korunmasina ve izole edilmesine yardimci olan ak madde ile
cevrilidir. Ak madde, oligodendrositler, astrositler ve mikroglia (bagisiklik
hiicreleri) dahil olmak tizere glial hiicreler ve aksonlardan olusur [2].
Oligodendrositler MSS'deki aksonlar1 miyelinlemeye hizmet ederken, astrositler
kan-beyin bariyerine katkida bulunur ve MSS'yi kan proteinlerinden ve hiicrelerden
ayirir. Aksonlar, omurga kemiginden ¢ikan, PSS-MSS gecis bolgesinden gecen ve
PSS'ye giren, fasikiiller olarak bilinen, demetler halinde beyaz maddeden c¢ikinti
yapar. Gecis bolgesi, MSS'deki gliyal hiicrelerin PSS'dekilerden ayrildigi
tanimlanmis bir bélgedir [1], [7].

l %\‘»

. Merkezi Ak madde
?; ..f\‘ 54 ? Dorsal kék kanal
Servikal 5~ C5 gangliyonu .
. | \ - :
\ . C7 A - =
é - C7-C8 € > = e L )
E2AS Spinal sinir j < & ' | — B :
. 0z madde
RO N Dorsal kék
% S~ - orsal ké J
Torasik 72| R T2.T12 )
PR T7-L1 \ i
=y - g ¢
9 \:;3 = i Ventral kdk — Pia mater
B
d’ S 0 : )
8 \%}‘\ % © : Araknoid mater
ey L3
Lomber g \Q/\\ L4-L5 Dura mater
g N LSt
f S
Sakral (‘ s2
il $2-53
N
 AhaNaN
\1\ 3
Koksigeal N .

Sekil 1.2 Omuriligin anatomisine genel bakis [8]



1.1.1.1 Omuriligin Yaralanmaya Yaniti

Omurilik yaralanmasi1 (SCI), beyin ve viicudun geri kalani arasindaki sinir
baglantilarinin kesintiye ugradig1 ve yaralanma seviyesinin altinda fel¢ ve duyu
kaybi ile sonuclanan heniiz etkili bir tedavisi olmayan bir hastaliktir [9]. Periferik
sinirlerin yaralanma yanitinin aksine, omurilikte travmatik yaralanmalardan
kaynaklanan fizyolojik olaylarin dizisi, aksonal rejenerasyonu tesvik etmek yerine
engellemeye yoneliktir. Omurilik yaralanmasina iki asamada yanit gelisir. Olaylarin
birincil veya akut fazi, omurilik dokusunda mekanik kuvvetlerin neden oldugu
dogrudan hasardan kaynaklanir [8], [10]. Ornegin kirik bir omur, omuriligin bir
boliimiint ezebilir, sinir hiicrelerini yok edebilir, aksonal baglantilar kesebilir ve
lokal vaskiilatiirii bozabilir [10]. Ilk yaralanmadan birka¢ dakika sonra, omurilik
siser, kan akisini bozar ve kontrolsiiz noral aktivite dalgalar1 bélgeye yayilir. Bu
olaylar, normalde siki bir sekilde diizenlenen iyonik konsantrasyonlar1 bozar, bu da
lokal noral fonksiyon kaybina ve kalan vaskiilatiiriin diizenlenmesine yol agar. Bu
birincil olay dizisine yanit olarak, ikincil yaralanma olaylarinin art arda gelismesi,
hiicre 6liimiinii ve doku hasarini ilk yaralanma yerinin 6tesine genisletir. Odem ve
iskemik hiicre 6liimii, vaskilatiiriin bozulmasi nedeniyle devam eder. Normalde
sinapslar boyunca sinyal iletmek icin kullanilan uyarici norotransmitterler, ilk
yaralanma sirasinda néronlardan toplu olarak salinir. Ortaya ¢ikan eksitotoksisite,
zararl serbest radikallerin tUretimini tetikler ve ayrica cesitli mekanizmalarla hiicre
Olimiine aracilik eder. Bu olay zincirinde, uyaric1 transmitterler, programlanmis
hiicre 6lim yollarini (apoptoz) tetikleyen kalsiyum akisina izin vererek, gecitli
membran kanallarini agar. Ikincil olaylar dizisi rejenerasyonu o6nleyici engeller
olusturulmasina da katkida bulunur. Hiicre 6liimt, kan omurilik bariyeri yoluyla
hiicrelerin infiltrasyonu ve diger faktorlerle birlestiginde yikici bir inflamatuar
yanit1 tetikler. Yerlesik astrositler ve mikroglia reaktif bir fenotip alir ve nekrotik
hiicre 6liimii bolgesi cevresinde glial skar olusumuna katkida bulunur. Bu skar
dokusu, yaralanma bélgesi boyunca aksonal rejenerasyonu engelleyen kondroitin
siilfat proteoglikanlar (CSPG'ler) gibi biiylime engelleyici faktorler icerir. Diger
biiylik biiylime engelleyici bilesenler, hasarli miyelin kiliflarinin iginden maruz
kalan cesitli molekiilleri icerir [8], [10], [11]. Yaranin kronik fazinda apoptoz
demiyelinizasyon, doku atrofisi ve kist olusumu ile birlikte devam eder. Sonug
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olarak, bu faktorler, lezyon boyunca aksonal yeniden biiyliime icin engelleyici bir
ortam olusturur. Buna ragmen yarali MSS aksonlarinin uygun bir mikro ortamda

yenilenebilecekleri goriilmiistiir.
1.1.1.2 Omurilik Yaralanmasi Tedavisinde Giincel Klinik Yaklagimlar

Omurilik onarimi ve rejenerasyonu icin mevcut tedaviler sinirhidir. Akut yaralanma
olaylarn ilk hasardan sonra ¢ok hizli bir sekilde meydana geldiginden, SCI icin
uygulanan ana klinik miidahalelerden biri, ikincil yaralanma siire¢lerini hafifleten
yuksek dozlarda metilprednizolon uygulanmasidir. Bununla birlikte, bu tedavi mide
kanamasi, sepsis, pnodmoni, akut kortikosteroid miyopati ve yara enfeksiyonu gibi
bir¢ok ciddi yan etkiye neden oldugu i¢in tartismalidir ve norolojik iyilesmede ¢ok
az ilerleme kaydetmistir. SCI icin kullanilan diger tedaviler, omuriligi, hipotermiyi,
yogun cok sistemli tibbi yonetimi ve rehabilitasyon bakimini stabilize etmek icin
cerrahi operasyon icgerir [12], [13]. Bir¢ok klinik tedavinin gelismesine ragmen,
terapotikler yarali sinir bosluklarinin basarili bir sekilde kopriilenmesi ve sinir

fonksiyonlarinin tam olarak iyilesmesinde fazla ilerleme kaydedememistir.
1.1.2 Noral Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi; hiicre biyolojisi, malzeme bilimi ve miihendisliginin ilke ve
tekniklerini birarada kullanarak, hastalik veya yaralanmalardan etkilenen doku
veya organin islevini siirdirmek, onarmak veya iyilestirmek amaciyla dogal
dokunun yapisal ve fizyolojik dogasim1 taklit eden biyolojik ikamelerin

gelistirilmesine odaklanmaktadir [4].

MSS’nin hastalik veya yaralanma sonrasi kendini yenilemesi ve onarimi sinirh
oldugundan doku miihendisliginde kritik zorluk olusturmaya devam etmektedir.
Noral doku miihendisligi, biyolojik bir iskele, norotrofik biiytime faktorleri ve uygun
hiicreleri kullanarak omurilik hasarlarini onarmak i¢in yeni stratejiler gelistirmistir
(Sekil 1.3) [14]. Basarili sinir rejenerasyonu igin fiziksel destek, ti¢ boyutlu (3B)
iskele ve iskele benzeri malzemeler tarafindan saglanir. Bu, daha iyi konakg¢i1 doku
engraftasyonu ve ardindan hiicre fonksiyonunu kolaylastirmak icin yeni doku

gelisimi ile sonuglanir [15].
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Sekil 1.3 Noral doku miihendisligi bilesenleri

1.1.3 Noral Doku Iskeleleri ve Ozellikleri

Ideal olarak bir néral doku iskelesi asagidaki kriterleri karsilamahldir: (i)
biyouyumluluk; iskele, hiicre yapismasini, ¢ogalmasini ve bagisiklik ve sitotoksik
yanitin yoklugunda farklilasmay1 desteklemelidir, (ii) biyolojik bozunabilirlik;
iskele yeni doku olusumuna ¢ok yakin bir oranda bozunmali ve sonunda viicuttan
atilmalhdir, (iii) iletkenlik; sinirsel iletim sinapsta iiretilen aksiyon potansiyeline
baghdir. Iskelelerin elektriksel iletkenligi boylece nérit biiyiimesini ve sinir
rejenerasyonunu tesvik edebilir, (iv) uygun mekanik 6zellikler; iskeleler lezyon
bolgesindeki gerilimi artirmamali veya diizenli hareket sirasinda ¢gokmemelidir, (v)
gozenekli ara baglant;; dogal dokunun hiicre disi matrisini (ECM) taklit eden
gozenekli bir yapi, hiicrelerin iyi uzamsal dagilimina ve besin ve atik aligverisine izin
verir [16]. Ek olarak, yaralanmalarin kopriilenmesi ve sinir rejenerasyonunun
kolaylastirilmas1 amaciyla dokunun gelistirilmis aksonal yo6nlendirilmesi icin
morfolojik ve kimyasal 6zelliklerin dahil edilmesi tesvik edilir [15]. Sekil 1.4, ideal

bir noral iskelenin sahip olmasi gereken temel 6zellikleri gostermektedir.
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Sekil 1.4 Noral doku iskele i¢in tasarim kriterlerinin sematik gésterimi [16]

Hem sentetik hem de dogal kaynakli polimerler, nérit biiytimesi, insan sinir kok
hiicrelerinin farklilasmasi ve sinir boslugu kopriilemesi dahil olmak iizere noral
doku mihendisliginde basarili sonuglar gostermistir. MSS yaralanmalarinin
tedavisine yonelik yeni stratejiler arasinda polimerik iskeleler, hidrojeller,

nanopartikiiller ve sinir kanallar1 bulunmaktadir [14].

Periferik sinir greftleri, MSS onarimi icin aksonal rejenerasyonun tesvik
edilmesinde su ana kadar ki en etkili stratejidir. Coklu sinir greftleri, yaral
omurilikte rejenerasyon yollarina izin vermeyen beyaz maddeden izin veren gri
maddeye yonlendirmek i¢in kullanmilmistir [17]. Hicresiz kas greftleri, omurilik
onarimini kolaylastirabilen bir baska biyolojik greft kategorisidir. Bir calismada kas
dokusu omuriligin lezyon bosluguna transplante edildiginde aksonlarin biiytidigi
ve tiiplerin uzunlamasina ekseni boyunca yonlendirildigi goriildii. Lamina
tiplerinin varligl, yenilenen aksonlarin miyelinasyonuna da yardimci olmustur [18].
Bir dizi fetal doku mini grefti de, omurilikteki lezyon boslugunu kopriilemek i¢in
ayr1 ayr1 veya demet halinde kullanilmistir. Bu fetal omurilik segmentleri, lezyonlu

omurilikteki kayip dogal dokunun onariminda sadece yapisal bir ¢erceve olarak



hizmet etmekle kalmaz, ayni zamanda norotrofik faktérler lreterek rejenere

aksonlara trofik destek saglar [18].

Hidrojeller de omurilik onariminda kullanilmistir. Uretim siireci sirasinda jelasyon
sicakliginin ve mekanik 6zelliklerin ayarlanmasi kolayligi, dogal omurilige mekanik
olarak benzeyen ve lezyon bolgesinde diizensiz sekillere uyan hidrojeller tiretmeyi
miimkiin kilmistir [19]. Ornegin omurilikte lezyon bosluguna implante edilen
aljinat, cevredeki omurilik dokusu ile iyi entegre olmustur. Makrofajlarin jele infiltre
oldugu ve jel enjeksiyonundan belirli zaman sonra jel ile doldurulmus lezyon

bolgesinin enine kesitinde miyelinli aksonlar gorilmustiir [18].
1.1.4 Néral Doku iskelesi Uretim Yontemleri

Viicutta, hiicreler ve dokular ii¢ boyutlu bir mimaride diizenlenir. Bu fonksiyonel
doku ve organlarin olusturmasinda iskelelerin, hiicre dagilimini kolaylastirmak ve
biiylimelerini ti¢ boyutlu olarak yonlendirmek icin farkli metodoloji ile liretilmesi
gerekir. 3B iskelelerin iiretim teknikleri, geleneksel tiretim ve eklemeli imalat (AM)

olarak ayrilmistir [20].
1.14.1 Geleneksel Uretim Teknikleri

Geleneksel iiretim teknikleri, hiicrelerin tutunabilmesi i¢in substratlar gibi
gozenekli polimer yapilarinin tretimini icerir. Ancak geleneksel yontemler
kullanilarak ayarlanabilir mikro ve makro 6lcekli karmasik yapilar elde etmek
zordur [21]. Geleneksel tiretim teknikleri elektroegirme, faz ayrimi, gaz kopiirme,

dondurarak kurutma ve ¢6ziicii dokiimiinii icermektedir.
Elektroegirme

Elektroegirme, nano o6lgcekli (<1000 nm) veya mikro 6l¢cekli (>1 pm) caplarda
fiberleri tiretmek i¢cin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte, bir siringa
pompasi, yiiksek voltaj kaynag ve bir toplayia gereklidir (Sekil 1.5). Ilk olarak,
ylzey gerilimi ile kilcal kismin ucunda tutulan polimer ¢ozeltisi ile doldurulmus bir
kilcal boruya ¢ok ytliksek bir voltaj uygulanir. Elektrik alaninin uygulanmasindan
kaynaklanan karsilikli yiik itme, polimer ¢o6zeltisi icinde indiklenir. Elektrik
alaninin yogunlugu arttifinda, yiik itme bir piiskiirtme olusturmak icin yiizey

geriliminin listesinden gelecektir. Son olarak, ¢cikan polimer ¢6zeltisi piiskiirtiiliir ve
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puskiirtiic  fiber olusturmak icin toplayiciya giderken ¢o6ziici buharlasir.
Nanometreden mikrometre aralifina kadar fiberler; viskozite, iletkenlik ve yiizey
gerilimi gibi i¢ ¢ozelti ozellikleri ve kilcal borudaki hidrostatik basing, uygulanan
elektrik alaninin kuvveti ve uc ve toplayici arasindaki mesafe de dahil olmak tlizere

parametreler diizenlenerek olusturulur [22].

Silindir

Gii¢ kaynagi

¥ L

Polimer ¢ozeltisi

Sekil 1.5 Elektroegirme diizeneginin sematik gésterimi

Faz Ayrimi

Faz ayirma teknigi, biri diisiik ve digeri yiiksek polimer konsantrasyonuna sahip
olan iki fazda polimerik ¢ozeltiyi ayiran sicaklik degisimini gerektirir. Polimer, fenol
veya naftalin icerisinde ¢ozdiiriillir, ardindan biyolojik olarak aktif molekiil bu
cozeltiler icinde dagilir. Sicakligin diisiirtilmesi ile sivi-sivi faz ayrilir ve iki fazh bir
kat1 olusturulur ve ¢o6ziicli, bu yapiya entegre edilen biyoaktif molekiiller ile
gozenekli yapi iskeleleri olusturmak tzere ekstraksiyon, buharlastirma ve

stiblimlesme yoluyla uzaklastirilir [23].
Gaz Kopurme

Gaz koplrme teknigi organik c¢oziiciilerin ve yiliksek sicakliklarin kullanilmasini
gerektirmez. Bu teknik, yiliksek gozenekli yapi1 iskelelerinin tiretimi icin ylksek
basingh karbondioksit gaz1 kullanir. iskelelerin gozenekliligi ve gdzenekli yapis,
polimerde ¢6ziinen gaz miktarina baghdir [23]. Bu teknikte genellikle 30 ila 700 pm
gozenek biyukligine ve %85'e kadar gozeneklilige sahip stinger gibi yapilar

tretilir [24].



Dondurarak Kurutma

Dondurarak kurutma teknigi, gézenekli yapi iskelelerinin tiretimi icin kullanilir [23].
Bu teknik li¢c ana asama igerir: ¢ozelti diisiik bir sicaklikta (=70 °C ila -80 °C)
dondurulur; dondurulmus numune, birincil kurutma islemi olarak bilinen kismi bir
vakum yoluyla basincin diisurildiugi (birkag milibara kadar) bir odaya yerlestirilir.
Burada malzeme icindeki buz dogrudan stiblimlesme ile wuzaklastiriir ve
malzemedeki donmamis suyun ¢ogu, ikincil bir kurutma isleminde desorpsiyon ile

uzaklastirilir [22].
Cozuci Dokiim ve Parcacik Siizme

Bu teknikte, polimer ¢ozeltisini ¢6zmek i¢in belirli bir boyutta diizgiin dagilmis tuz
pargaciklar1 ile birlestirilen bir ¢oziici kullanilir. Coziicii buharlasarak tuz
pargaciklar1 iceren bir matris birakilir. Matris daha sonra suya batirilir ve tuz,
yliksek gozeneklilige sahip bir yap1 olusturmak icin siiziiliir. Partikiil stizme ile
¢ozilicii dokiimii sadece ince duvarl li¢ boyutlu 6rneklerin ince zarlarina uyar. Aksi
takdirde, ¢oziiniir parcaciklar polimer matrisinin iginden ayrilamaz. Bu yontemle

gelistirilen iskeleler %50 ila %90 arasinda bir gozeneklilige sahiptir [24].
1.1.4.2 Eklemeli Imalat (AM)

Eklemeli imalat iskele turetim tekniklerinin doku miihendisliginde potansiyeli
yuksektir. Makro ve mikro 6lgekli 6zelliklerin bagimsiz kontroliine ve karmasik
doku fonksiyonlar i¢cin gerekli olan ¢ok hiicreli yapilarin iiretilmesine izin verir.
Klinik goriintiileme verilerini ve 3B tiretim tekniklerini birlestirmek, 6zel iskele
Uretiminin yani sira iskele tasarimlarinin seri iiretimini de saglayabilir [25], [26].
Temel AM teknolojileri, genel olarak 3B biyoyazici tekniklerini (ekstriizyon, inkjet,

eriyik yigma modellemesi, stereolitografi) icermektedir.
3B Biyoyazici

3B biyoyazic1 teknolojisi, hiicrelerin, biliyiime faktorlerinin ve farkh
biyomalzemelerin katmanlar halinde basilmasi i¢in eklemeli imalat teknolojilerinin
kullanilmasidir. Bu teknoloji ile dogal doku/organ 6zelliklerini yliksek oranda taklit
eden biyolojik yapilar iiretilebilir. Geleneksek yontemlere kiyasla, bu teknikle 3B

iskelenin boyutu ve sekli kolayca kontrol edilebilir ve hiicrelerle birlikte iskeleler
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uiretilebilir. Bir 3B biyoyazici ekipmani, X-, Y-, Z- ekseni striicii makinesi, bilgisayar,
3B modelleme yazilimi (CAD ya da CT) ve biyomiirekkep icerir. CAD veya CT
goruntiileri kullanarak bir tasarim olusturduktan sonra, bilgisayara bagh biyoyazici
ekipmani bir 3B iskele yapisi olusturur [16]. Biyomiirekkepler, biyoyazicinin 6nemli
bir bilesenidir ve hiicreleri kapsiillemek ve biyomolekiilleri dahil etmek icin
kullanilabilen biyomalzemelerden olusur. Hiicre ytukli biyomiirekkepler hidrojel
bazhidir. Clinki hidrojeller, hiicre canliligl ve hiicrelerin tiretime bagh kuvvetlerden
korunmasinda etkili olabilecek yiiksek bir su icerigine sahiptir. Yazdirmadan 6nce,
bir biyomiirekkebin ¢apraz baglama, viskozite ve jellesme gibi temel o6zellikleri
dikkate alinmalidir. Clinkii bu 6zellikler baski kalitesi, morfoloji, hiicre canlilig1 ve

proliferasyonu tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir [27].

Calisma prensiplerine gore, ii¢ temel 3B biyoyazic1 teknolojisi tanimlanmistir:
ekstriizyon, miirekkep pitskiirtmeli (inkjet) ve lazer destekli (Sekil 1.6). Bu
teknolojiler arasinda, genellikle ticari iki boyutlu (2B) yazicilardan uyarlanan inkjet
biyoyazicilar, hizli ve kiiciik Olgekli iriinler icin hiicre yiikli sivi damlalar
basabilirken; ekstriizyon temelli biyoyazici, hiicre yiiklii hidrojeller kullanarak
katmanlar halinde biiytik 61¢ekli 3B yapilar olusturabilir. Lazer temelli biyoyazicilar

ise, gii¢c olarak lazer kullanarak yiiksek ¢oziintrliklii yapilari olusturabilir [16].
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Sekil 1.6 Calisma prensiplerine gore tli¢ ana 3B biyoyazici teknolojisinin sematik

gosterimi: (A) Ekstriizyon biyoyazic1 (pndmatik, piston, vida); (B) Inkjet biyoyazici

(termal, piezoelektrik); (C) Lazer-destekli biyoyazici [16]

3B biyoyazic1 yontemleri arasinda inkjet, mikro-ekstriizyon, stereolitografi ve eriyik

yigma modellemesi, noral doku miihendisligi ¢alismalarinda daha fazla dikkat

cekmistir.

Eriyik Yigma Modellemesi (FDM)

FDM tekniginde, 3B bir yapi olusturmak i¢in termoplastik polimerden yapilan
filament kullanilir. Filament, sicaklik ile yazdirilabilir formu (yar1 sivi durum) elde
etmek icin noziilde 1sitilir ve platforma ekstriide edilir [28]. Yilksek sicaklik
kullanildig i¢in bu yontem dogrudan hiicre baskisi i¢in uygun degildir. Bu nedenle
hiicreler, baski isleminden sonra yapi lzerine Kkiiltiirlenir. FDM, disiik bir

hassasiyete (+ 127 um) ve yliksek ¢ozlintirlige (50-762 pm) sahiptir. Bu yontem i¢in

12



herhangi bir ¢oziicii gerekli olmadigindan, malzemenin {iretilmesi ve islenmesi
yolunda kolaylik saglar. Ayrica, besleme stogunu degistirmek zorunda kalmadan

stirekli iiretime izin verir [16].
Stereolitografi (SLA)

SLA yoOntemi, bir ultraviyole (UV) lazerden olusur ve lazeri, bir fotobaslatici
eklenerek foto-duyarhlastirilmis bir hidrojel veya recineye odaklama islevine
sahiptir. UV lazer sivinin katilasmasini saglar. Komsu polimer zincirleri arasindaki
kovalent baglar lazer tarafindan saglanan enerji tarafindan olusturulur. 3B yapidaki
katmanlar, platformu sivi tankina daldirarak ve katmanin ytksekligine olan
mesafeye esit olacak sekilde hareketini yukaridan asagiya dogru degistirerek elde

edilir. SLA, biyoyazici i¢in en yiiksek ¢oziiniirliige sahip yontemdir [16], [29].
1.1.5 Néral Doku Miihendisligi icin Dogal Polimerler

Noral doku mihendisliginde dogal polimerlerin kullanimi, ytlksek
biyouyumluluklar1 ve kimyasal olarak ayarlanabilen 6zelliklerle beraber dogal
biyolojik bozunma kinetikleri nedeniyle oldukc¢a avantajlidir. Cogu zaman dogal
polimerler, insan viicudunda bulunan maddelere benzerdir ve viicutta
implantasyonda sitotoksisite ve immiinojenik reaksiyon risklerini en aza indirir
[30]. Noral doku miihendisliginde dogal polimerler, matris olusturucular, jellestirici
ajanlar veya ila¢ salim diuzenleyicileri dahil olmak tizere farkli rolleri yerine
getirebilir ve omurilik gibi zor bir fizyolojik geometride bir kusura uyacak sekilde
kolayca ayarlanabilir [14], [31]. Ancak, karmasik kimyasal yapilari nedeniyle zayif
mekanik 6zellikleri, termal duyarhliklar1 ve isleme zorluklari, dogal polimerlerin
etkinligini engeller ve sentetik veya elektroiletken polimerler ile beraber
kullanimlarini gerektirir. Noral doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilan
dogal polimerler kolajen, jelatin, hiyaliironik asit, kitosan, kitin, elastin ve aljinattir
[14]. Tablo 1.1, néral doku miihendisliginde kullanilan ana dogal polimerleri ve

birlikte kullanildig1 hiicreleri 6zetlemektedir.

13



Tablo 1.1 Noral doku miithendisliginde dogal polimerler ve hiicreler

Polimer Avantaj Dezavantaj Kullanilan Ref.
Hiicreler
Cok yonliilik, diistik Su alimi lizerine | Kemik iligi [32],
antijenite, biyouyumluluk, | zayif mekanik ve | tiirevi [33]
enflamatuar ve sitotoksik | yapisal stabilite. | mezenkimal
Kolajen yanit olusturmamasi, iyi kok hiicreler
su alim kapasitesi, (BMSC) ve
mekanik ve capraz Schwann
baglanma 6zelliklerini hiicreleri.
ayarlama yetenegi.
Iyi biyouyumluluk, yiiksek | Hiicrelerin Fare [34],
Hyaliironik su igerigi, g.i.ivnenilir baglanmamasi ve mgzeI}kimal . [35]
Asit F)OZH.r.lml.ls grunler, siirh Slﬂldfl o kok hiicreleri
immiinojenite, ¢Ozunurligi. (MSC) ve
viskoelastik 6zellikler ve Schwann
yara iyilesmesi, metastaz hiicreleri.
vb. etkileme yetenegi.
Yiiksek biyouyumluluk, Kararsiz mekanik | Noral kok [33],
Alii yliksek biyobozunurluk, ozellikler, hiicreler (NSC) | [34]
jinat o I
antijenik olmamasi, spesifik hiicre ve Schwann
selatlama 6zelligi. tanima sinyalinin | hiicreleri.
eksikligi.
Biyouyumluluk, Kitosanin bazi Schwann [38],
biyobozunurluk, toksik formlar1 toksik hiicreleri ve [39]
olmama, mantar, maya ve | olabilir. BMSC tiirevli
Kitosan bakterilerin bliyiimesinin Schwann
inhibisyonu ve hiicreleri.
immiinojenik olmayan
ozellikler.

1.1.6 Néral Doku Miihendisligi icin Sentetik Polimerler

Noral uygulamalar igin kullanilan sentetik polimerler, biyolojik olarak
parcalanabilir veya biyolojik olarak pargalanamaz olabilir. Laktik ve glikolik asit
poliesterleri (PLA, PGA) ve bunlarin kopolimeri PLGA, polietilen glikol (PEG) bazh
hidrojeller gibi biyolojik olarak bozunabilirken, metakrilat igeren biyomalzemeler
genellikle biyolojik olarak bozunmaz [31]. Sentetik polimerlerin ylizey
modifikasyon teknikleri ile islevsellestirilmesi ve norotrofik faktorlerin dahil
edilmesi, MSS'ye ila¢ saliminda ve gen dagitim araglarinda sentetik iskelelerin

kullanimini genisletmistir [40]. Sentetik polimerler, 1slak egirme, dondurarak
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kurutma ve elektroegirme gibi bircok liretim teknigi ile de uyumludur. Ancak,
sentetik polimerlerin kullanimiyla ilgili baz1 problemler vardir. Bu polimerler esas
olarak toksik olmamasina ragmen tamamlanmamis polimerizasyonun, bozunma
trtinlerinin ve plastiklestiricilerin toksik kalinti monomerlerini bulundurabilir. Bu
nedenle, sentetik polimerler klinige ¢evrilmeden 6nce yogun ve kapsaml testler
gerektirir [14]. Noral doku miihendisliginde kullanilan ana sentetik polimerler ve

birlikte kullanildig: hiicreler Tablo 1.2'de 6zetlenmistir.

Tablo 1.2 Noral doku muhendisliginde sentetik polimerler ve hiicreler

Polimer Avantaj Dezavantaj Kullanilan Ref.
Hiicreler
Biyobozunur, ultra Zayif MSC'ler, [41],
Poli-laktik asit ince surekli lifler, biyouyumluluk, NSC'ler ve [42]
(PLA) yuksek yiizey/hacim | bozunma sirasinda | Schwann
orany, yiiksek asidik tiriinlerin hiicreleri.
gozeneklilik, gozenek | salimi, zayif isleme
boyutunun 50-350 kabiliyeti ve
nm arasinda degisen | bozunma sirasinda
dagilimi. mekanik 6zelliklerin
erken bozulmasi.
Biyobozunurluk, Plastik NSC’ler, [32],
Poli-laktit-ko- toksik olmama ve deformasyonu ve NPC'ler ve [43]
glikolik asit film olusturma uzun stireli gerilime | fare
(PLGA) yetenegi. maruz kalmada embriyonik
basarisizlik, fibroblastlari.
bozunmada asidik
Urtinlerin aciga
¢ikmasi.
Biyobozunur, Organik ¢oztciilerin | Adipoz [44],
Polikaprolakton biyouyumlu, yiiksek | kullanimi iizerine tlrevli [45]
(PCL) elastikiyete, diisiik sitotoksik etkiler. multipotent
toksisiteye, iyi Schwann
mekanik ozelliklere hiicreleri,
ve yavas hMSC'ler,
degradasyon NSC’ler ve
profiline sahiptir. Schwann
hiicreleri.
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Tablo 1.2 Noral doku miithendisliginde sentetik polimerler ve hiicreler (devami)

Polietilen glikol
(PEG)

Yiiksek derecede
biyouyumlu,
biyobozunur,
immiinojenik
olmama, noro-
koruyucu.

Yiksek oranda
hidrofilik.

NPC'ler,
NSC'ler.

[46]

Poli (2-
hidroksietil
metakrilat)

pHEMA

Asir hidrofilik,
biyouyumluluk ve
diistik sicakliklarda
polimerize olabilme
(-20°Cile +10 °C
arasinda).

Biyobozunur
olmama.

PC12

hiicreleri.

Polianalin
(PANI)

Cok yonliluk, iletken,
iyi biyouyumluluk ve
artmis norit
biiylimesi.

Bozunamama ve

kronik inflamasyon.

hMSC'ler,
NSC’ler.

Polipirol (PPY)

Iletken, sertlik, iyi
biyouyumluluk ve
hiicre yapisma
ozellikleri, toksik

Coziinmeme,
biyobozunmama ve
zayif isleme
kararlihig.

Schwann

hiicreleri.

olmayan, alerjik
olmayan, mutajenik
olmayan ve hemolitik
olmayan o6zellikleri
sergiler.

PLA, PGA ve bunlarin kopolimeri PLGA gibi poli (a-hidroksi asit) polimerleri, noral
doku miihendisliginde bir dizi farkli biyomedikal uygulama icin biyomalzeme olarak
kullanilmistir. Hem PLA hem de PGA in vivo absorbe edilebilir veya hidrolize
edilebilir ve bunlar biyobozunurdur. PLA ve PGA, daha 6nce emilebilir bir dikis
materyali [51] ve yara iyilesmesi icin asilama materyali olarak kullanildiklarindan

sinir doku rejenerasyonu ¢alismalari i¢cin denenen ilk biyopolimerlerdir [52].

PLA, aksonlarin uzamasina izin veren ve vaskiiler biiylimeyi desteklemek igin
Schwann hiicrelerine destek saglayan iskelelerin tasarlanmasinda ve iiretilmesinde
basariyla kullanilmistir [53]. PLA iskeleleri boyutsal veya yapisal olarak kararsizdir
ve ¢ogu zaman parcalanabilirler. Bu nedenle, PLA veya PGA kopolimerleri mekanik
olarak daha giivenilir olduklar i¢in tercih edilmektedir. Nanofibréz PLA bazh ¢ok

kanalli iskeleler, NSC’lerin olgun néronlara farklilasmasini in vitro tesvik etmek icin
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kullanilmistir [54]. Gelismis mekanik 6zelliklere ragmen, nanofiber mikro yapinin
cok hizli bozundugu gozlendi ve dogal bir polimer (jelatin sargi) kullanilarak
stabilize edildi [55]. Ayrica, PPY-PLA fiberlerinin akson yapismasini, hizalanmasini
ve uzamayi arttirdig1 gosterilmistir [56]. Bir ¢alismada, PLA nanofibroz iskelesi
mezenkimal kok hiicrelerle kiiltiirlenmistir. Farkli nérojenik soylara farklilasmanin
indiiklendigi gosterilmistir [57]. Hizal elektrospun PLA fiberlerinin norit uzamasini
ve akson rejenerasyonunu rastgele elektrospun fiberlerden daha iyi destekledigi
gosterilmis ancak rasgele ve hizal fiberlerde NSC farklilasmasi ayni sonuglari

vermistir [58].

PLA'nin Schwann hiicreleri ve omurilikle emilebilirlik ve biyouyumluluk
gostermesinden sonra [53] Miami Universitesi grubu tek kanalli Schwann hiicresi
yukli iskeleleri kesilen sican omuriligine yerlestirdi. PLA iskelesi yapisal olarak
kararsiz, parcalanmis ve ¢okmiistir, ancak aksonlarin genislemesini ve vaskiiler
biiyiimeyi greft icerisine destekledigi kanitlanmistir [59]. Baska bir ¢alismada,
uzunlamasina hizalanmis gozeneklerle yapilan makro goézenekli PLA koptlk
iskeleleri dondurarak kurutma teknigi kullanilarak iiretilmistir. BDNF, iskele
matrisine ¢oéziindiiriildii, ancak akson sayilarinda genel olarak ytiksek bir iyilesme
gostermedi [60]. Bu ¢alisma, Schwann hiicrelerini, BDNF ve NT-3 aktivitesi ile iki
fonksiyonlu bir noérotrofin (D15A) salgillamak icin genetik olarak tasarlanmis
koptige eklenerek genisletildi [61]. Aksonal rejenerasyon 6. haftada normaldi ve
iskele yerlestirilmesinin ilk haftasinda birka¢ Schwann hiicresi hayatta kalmistir
[62]. PANI/PLA-PCL elektroaktif elektrospun fiberleri, PC12 hiicrelerinin NGF
indiiklenmis norit biiylimesini arttirmis ve etkili bir greft materyali olarak sinir

rejenerasyonu icin biiyiik bir potansiyel gostermistir [63].

Karbon nanomalzemeler sinir stimiilasyonu ve rejenerasyonu icin umut verici
adaylar olarak onerilmektedir. Karbon nanoyapilar benzersiz mekanik, elektriksel
ve fizikokimyasal ézelliklere sahiptir [64]. Ozellikle néral doku miihendisligi esas
olarak iletkenlik, esneklik ve biyouyumluluk 6zellikleri nedeniyle grafen ve karbon
nanotiipleri (CNT) kullanir [14]. Tablo 1.3, néral doku miihendisliginde grafen ve

karbon nanotiiplerin uygulamalarini1 6zetlemektedir.
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Tablo 1.3 Noral doku miihendisliginde karbon nanomalzemelerin uygulamalari

Doku iskelesi Hiicre tipi Sonuglar Ref.
CNT NSC'ler Noral kok hiicre cogalmasini ve | [65]
erken noronal farklilasmay
tesvik etti.
Grafen oksit (GO) Noron Iskele gelismis norit biiyiimesi [66]
ve anjiyojenik restorasyon
gosterdi.
Grafen/PVA/Aljinat | Sican glioma Gelismis elektriksel ve mekanik | [67]
hiicreleri ozellikler sergiledi. Hiicre

baglanmasi, yayilmasi ve
hiicrelerin ¢ogalmasinda artis
gozlendi.

Grafen NSC'ler Noral cogalma, stimiilasyon, kok | [68]
hiicrelerin uyarilmis
farklilasmasi, bozunabilirlik ve
implante edilebilir néronal aglar

gozlendi.
3B yazdirilabilir hMSC’ler In vivo ¢alismalar, kompozitin [69]
Grafen/PLGA en az 30 glin boyunca

biyouyumlu oldugunu kanitladi.

Grafen, GO and CNT | Fare ESC’leri Sadece GO, grafen ve CNT'ye [70]
kiyasla dopaminerjik néron
farklilasmasini destekleyebildi.

1.1.7 Noral Doku Miihendisliginde Destek Hiicreleri

Periferik sinir hasarlarinin onariminda, noral iskeleler tek basina kullanilarak
periferik sinirlerin kiiclik bosluklar1 yeniden olusturulmus ve basar1 saglanmistir.
Ancak sinir bosluklarinin uzunlugu arttiginda, destek hiicreleri veya biiylime
faktorleri dahil edilmedikce noral iskeleler tek basina yeterli olmayacaktir. Yaral
sinire implante edilen destek hiicreleri, sinir rejenerasyonunu kolaylastirmak icin
biiylime faktorleri veya ECM molekiilleri iiretebilir. Schwann hiicreleri, néral kok
hiicreler, embriyonik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler, digerleri arasinda

en ¢ok calisilan destek hiicreleridir [71].
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1.1.71 Schwann Hiicreleri

Schwann hiicreleri, periferik sinir sistemindeki ana glial hiicrelerdir ve néronlarin
fonksiyonlar1 ve hayatta kalmasinda o6nemli bir rol oynamaktadir. Sinir
yaralanmasina yanit olarak, Schwann hiicreleri fenotipte hizli degisiklikler yapar ve
bunlarin bazal laminasi, aksonlarin yeniden biiytimesi i¢in bir kanal saglar [72]. Bu
hiicreler ayn1 zamanda sinir bliyiime faktorii (NGF), beyin tiirevi norotrofik faktor
(BDNF), insiilin benzeri biiylime faktori (IGF) ve duyusal sistemdeki eritropoietin
ve motor sistemdeki glial tiirevli biiytime faktori gibi farkli biiytime faktorleri de
uretmektedir [73]. Ek olarak, miyelin birikintisinin baslangi¢ temizlenmesinde rol
alarak fagositoz 6zelligine de sahiptir. Bu 6zellikler Schwann hiicrelerini periferik

sinir rejenerasyonunda ilk ve en yaygin kullanilan destek hiicreleri yapar [74].
1.1.7.2 Embriyonik Kok Hiicreler (ESC)

ESC’ler, sinirsiz ¢ogalma ve ¢esitli kosullar altinda néronlara farklilasma agisindan
biiylik potansiyele sahiptir ve bu nedenle sinirsel hasarlar icin hiicre temelli
tedavilerde iyi bir destek hiicresi adayidir. ESC’ler, embriyonik blastosistin i¢ hiicre
kitlesinden tiiretilen farklilasmamis pluripotent hiicrelerdir; sinirsiz kendini
yenileme kapasitesine ve viicuttaki herhangi bir hiicre tipine farklilasma yetenegine
sahiptir [71]. ESC'lerin farklilasmasi, biiylime faktorlerinin uyarilmasi ile modiile
edilebilir. Retinoik asit (RA) ve sinir biiylime faktoriiniin, noronal farklilasmanin
glcli arttiricilart oldugu ve nérona 6zgli molekillerin ekspresyonunu ortaya

¢ikardiklar1 bulunmustur [75].
1.1.7.3 Noral Kok Hiicreler (NSC)

NSC'ler, néronlar, astrositler ve oligodendrositler dahil olmak lizere sinir sisteminin
lic ana hiicresel 6gesine farklilasma potansiyeline sahiptir ve sinir yaralanmalarina
yanit olarak sinirsiz sekilde ¢ogalabilir ve hizli hiicresel biliyiimeye ugrayabilirler.
Cok potansiyelli farklilasma, gli¢lii plastisite, yiiksek goc¢ yetenegi, kolay izolasyon,
in vitro kiltiir ve diisiik immiinojenite gibi 6zellikleri, NSC'leri doku miihendisligi

yapilmis sinir greftleri i¢in cazip bir destek hiicresi kaynagi haline getirir [76].
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1.1.7.4 Mezenkimal Kok Hiicreler (MSC)

MSC’ler, mezenkimal dokularin yani sira epitelyal, endotelyal ve ndronal hiicre
soylarina farklilasma potansiyeline sahip multipotent hiicrelerdir. Eriskin ve
yenidogan dokusundaki cesitli kok hiicre nislerinden temin edilir [77], [78], [79].
Eriskin doku kaynaklar: arasinda birincil kaynak olarak, kemik iligi, yag dokusu,
periferik kan ve dis pulpu bulunur. Yenidogan dokusunda ise amnion, plasenta,
gobek bagi ve insan gobek kordonu kani gibi dokulardan elde edilir [80]. MSC'lerin
in vitro elde edilmesi, biiyiitiilmesi ve manipiile edilmesi nispeten daha kolay
oldugundan uygun bir hiicre adayidir [81]. MSC'ler daha az immiinojeniktir; disik
tliimorojenitesi, ESC’lerden ve fetal kokenli kok hiicrelerden daha az etik probleme
sahip olmasi nedeniyle otolog veya allojenik hiicre kaynagi olarak kullanilabilirler
[82]. Kompleks bir dizi faktoriin expresyonuna dayanarak, MSC’ler beynin
norokorunmasi ve nérorejenerasyonunu ¢oklu mekanizmalarla destekler [83]. Bu
faktorler, sitokinler ve biiytime faktorleri gibi ¢oziliniir sinyalleri ve ECM bilesenleri
gibi ¢oziinmeyen faktorleri igerir. MSC transplantasyonuyla inflamasyon,
immiinomodiilasyon da azalma, ¢evre beyin hiicrelerinin korunmasi ve ayrica
konak anjiyogenezin, norogenezin ve sinaptogenezin uyarilmasi saglanabilir.
[laveten, MSC’lerin disik bir yuzdesi, in vivo olarak noral hiicrelere

transdiferansiye olabilir ve kayip néral dokunun yerini alabilir [84].
1.1.8 Biiyiuime Faktorleri

Biiytime faktorleri, hiicre c¢ogalmasin1 ve farklilasmasini diizenleyebilen cesitli
hiicreler tarafindan ftretilen proteinler ve polipeptitleri ifade eder. Sinir
rejenerasyonu, hiicreler, ECM molekiilleri ve bliyiime faktorleri arasindaki bir¢ok
karmasik etkilesim tarafindan modiile edildiginden, sinir hasar boélgelerindeki
biiyiime faktorlerinin varligi, sinir rejenerasyonunda ilgili ¢esitli hiicre tiplerinin
hayatta kalma, cogalma, goc¢ ve farklilasmasinin kontroliinde hayati bir rol

oynamaktadir [71].

Sinir hasarindan sonra, sinir hiicreleri tarafindan salgilanan endojen biiylime
faktorlerinin akson rejenerasyonunu destekleyebilecegi ancak bu destekleyici
etkinin, biiylime faktorleri iiretiminde zamanla belirgin bir diisis gostererek

sturdiriilemeyecegi gosterilmistir [85]. Bu nedenle, siirekli ve kontrollii bir biiytime
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faktori ihtiyaci duyulmustur. Noral iskele icindeki destek hiicreleri tarafindan
dolayli olarak saglanan norotrofik hareketlerin yani sira, eksojen biiytime faktorleri
noral iskeleye dogrudan eklenebilir ve sinir greftlerinin temel bir bileseni olarak

gorev yapabilir.
1.1.8.1 Norotrofik Faktorler

istenen bir hiicresel yanit1 ortaya ¢ikarmak icin hidrojellere norotrofik faktérler
eklenebilir. Epidermal biiylime faktorii (EGF), FGF, HGF, IGF-1, PDGF, VEGF gibi
norotrofik faktorlerin yani sira NGF, BDNF, NT-3 ve NT 4/5 iceren norotrofinler
etkilerini gdstermek icin tirozin kinaz reseptorlerine baglanir. Norotrofinler ayrica,
TNF-a reseptorleri ailesinin bir liyesi olan p75'e baglanarak etkilerini gosterirler.
GDNF, neurturin, persephin ve artemin de dahil olmak iizere diger noérotrofik
faktorler, spesifik olarak glial hiicre dizisinden tiiretilir ve etkilerini GDNF aile
reseptoriic GFR-a araciligiyla uygular. Cogu sinyalleme molekilt gibi, tim bu
norotrofik faktorler genellikle in vivo peptidazlarin hizl proteolizinden dolayi kisa
Omre sahiptir. Ancak bu engel, nodrotrofik faktorlerin hidrojellere tutunmasi
sayesinde uzun siireli, lokalize olarak tasinmasi ile 6nlenebilir. Bu durum, gelismis
noronal hayatta kalma, cogalma, go¢, farklilasma, akson biliyiimesi ve sinaptik
plastisiteye izin verir. Ayrica, ¢oklu norotrofik faktorleri birlestirmenin karsilikli
etkiler olusturdugu gosterilmistir [86]. Noral doku mithendisliginde yaygin olarak

kullanilan noérotrofik faktorler ve etkileri Tablo 1.4’de 6zetlenmistir.

Tablo 1.4 Norotrofik faktorlere noral yanitlar [1]

Noérotrofik faktorler Desteklenen noral yanit

BDNF, NT-3, NT-4/5, CNTF, GDNF Motor noéron sagkalimi ve bliyiimesi

NGF, NT-4/5, GDNF Duyu néron sagkalimi

NGF, BDNF, NT-3 Duyu néron biiylimesi

NGF, NT-3, CNTF, FGF Omurilik rejenerasyonu

NGF, NT-3, NT-4/5, CNTF, GDNF, FGF Periferik sinir rejenerasyonu

NGF, NT-3, GDNF, FGF PSS-MSS gecis bolgesinde duyu siniri
biiylimesi
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1.1.9 Noral Doku Miihendisliginde Elektrik Stimiilasyonu
1.1.9.1 Sinir Hiicrelerinin Elektriksel Ozellikleri

Elektriksel sinyal, sinir fonksiyonuna 6zgiidiir. Tamamen gelismis néronlar, motor
fonksiyonlar1 ve duyusal algillamay1 saglamak icin viicut boyunca elektriksel
uyarilarin hizli ve uzun mesafeli iletimini gergeklestirir. Sinir sinyalleri, hizli n6ronal
depolarizasyon kaskadlarini igeren aksiyon potansiyelleri sayesinde hizli bir sekilde
(120 ms-tye kadar) hareket eder [87]. Noronlar gibi uyarilabilir hiicrelerde bulunan
bu 6zel elektriksel aktivite biciminin yani sira, tiim canli hiicreler iyon akislari ve zar
Otesi potansiyellerinin kontrolii yoluyla homeostazi korumak icin elektrik sistemleri
kullanir. Bu siiregler sinir sinyali iletiminden daha yavas ve daha uzun zamanda
meydana gelir. Na*, K*, H*, Ca?* ve Cl- gibi iyonlar endojen biyoelektrikligin temelini
olusturur, ayrica daha biiyiik yiik tasiyan biyomolekiiller de katkida bulunabilir
[88]. Bu yitkli tiirlerin yonlii hareketi akim iiretirken, ayrismalar1 elektriksel
potansiyel farki veya voltaj liretir. Endojen olarak iiretilen elektrik sinyallerinin
sinir sistemi dahil bir¢ok doku tipinin embriyonik gelisimini kontrol ettigi
bulunmustur [89]. Hiicre gocli, yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu da endojen
elektrik alanlar tarafindan diizenlenmektedir [87], [88]. Ornegin, omuriligin biiyiik
ve kalici elektrik sinyalleri lireterek hasara tepki verdigi ve uygulanan elektrik
stimiilasyonunun insan ve diger memelilerde omurilik onarimini tesvik edebilecegi

gosterilmistir [90].
1.1.9.2 Elektrik Stimiilasyonu ve Etkileri

Transplante edilen hiicreler konake¢r dokularda kolayca kaybedildigi ve distik
sagkalim oranlarina sahip oldugu icin, doku veya organlarin hizli ve tam
rejenerasyonu ¢ok zordur [91]. Ayrica, yara bolgesine go¢ eden hasarl hiicreler
daha ciddi sonuglar doguracaktir [92]. Bu nedenle hiicre c¢ogalmasi, goci,
farklilasmasi ve diger hiicresel siirecleri iceren in vitro ve in vivo hiicre davranisinin
manipiilasyonu gerekir [93]. Bir¢ok biiytime faktori ve norotrofik faktoriin hiicre
farklilasmasi ve onariminda 6énemli bir biyokimyasal rol oynadig1 bilinmektedir.
Ancak, iskele topografyasi ve sertligi, mekanik kuvvetler ve elektrik alanlar1 gibi
biyofiziksel faktorler de hiicrelerin davranisini ve doku gelisimini etkileyebilir [87],
[94].
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Biyofiziksel bir faktor olarak, elektrik stimiilasyonu (ES), yara iyilesmesi, doku
onarimi, embriyogenez, organizmalarin yeniden modellenmesi ve blyiimesi gibi
biyolojik siireclerde 6nemli bir rol oynar [95], [96]. Klinik ortamda, sinir, kemik, bag
ve eklem kikirdagi gibi yarali dokularin iyilesmesini hizlandirmak igin
noromiiskiiler sistemdeki hasarli dokulari canlandirmak igin elektriksel tedavi
uygulanmistir [96], [97]. Ayrica, bir¢ok ¢alisma ES'nin hiicre davranislarini in vitro
ve in vivo etkili bir sekilde manipiile edebilecegini géstermektedir. Ornegin, insan
MSC’leri, bir aya kadar darbeli elektromanyetik alanlara maruz kaldiginda artan
proliferasyon ve farklilasma potansiyeli gostermistir [98]. Ayrica, ES, NSC'lerin norit
bilyiimesini gelistirebilir ve farkhlasmasim1 da manipiile edilebilir [99]. Insan
viicudunda, stimiilasyona maruz kalan her hiicre ve lokal biyoelektrik sinyaller
cesitli dokulardaki hiicreleri etkiler [100]. ES, hiicrelerin kendiliginden sinyaller
iletmelerini tetikler, bunun sonucunda gog¢, farklilasma ve proliferasyon gibi
dogrudan hiicre aktivitelerine destekler. Ayrica ES, diger tekniklerle sinerjik olarak

kullanilabilir, béylece tiim siirecin maliyetini azaltir [101], [102].

Hiicresel diizeyde, bir elektrik alan1 (DC veya diisiik frekansli AC) in vitro veya in
vivo uygulandiginda, hiicre diizeyinde bazi durumlar meydana gelir (Sekil 1.7). ilk
olarak hiicrenin katoda bakan tarafinin zar1 depolarize edilir ve anoda bakan taraf
hiperpolarize edilir. Bu, integrin sinyallerini uyaran voltaj kapili K* kanallarinin
aktivasyonuna veya katot tarafinda Ca?* kanallarinin agilmasina ve Ca?* gradyanina
neden olan anot tarafinda kapatilmasina yol acar. Bu gradyan, Ca2* salimini
indiikleyebilir ve sitozol kalsiyum konsantrasyonunda aktin hiicre iskeletinin
parcalanmasina yol acan bir artis vardir. Birka¢ hiicre tipine bagh yol kalsiyum
salimlarin1 diizenler; iyon kanallari, fosfolipaz C (PLC), integrinler ve ATP,
hiicrelerin kalsiyum dinamiginde rol oynar [103]. Uygulanan elektrik alan, hiicre i¢i
ATP seviyelerinde azalmaya neden olur, bu da ERM baglayici protein baglanmasi
inhibe edildiginde aktin hiicre iskeletinin hiicre zarindan ayrilmasina yol acar.
Biiytime faktorleri, elektrik alan nedeniyle yeniden dagitilan reseptorlere baglanir
ve bu, aktin polimerizasyonunu tetikler. Sonu¢ olarak, hiicre i¢i sinyal yollari

etkinlestirilir [103], [104].
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Sekil 1.7 Elektrik alaninin hiicre tizerindeki etkisinin ve kalsiyum dinamiginin
sematik gortiniimii [103]

1.1.9.3 Elektriksel Stimiilasyon Yontemleri Ve Parametreleri

ES yontemleri temel olarak tice ayrilabilir: dogrudan baglanti, kapasitif baglanti ve
bir elektromanyetik alan kullanma. Dogrudan baglantida, elektrotlar dogrudan
kiltir ortamina yerlestirilir ve ES'yi vermek icin iskeleye baglanir (Sekil 1.8 (A)). Bu
yontem kolay kullanimi nedeniyle yaygin olarak kullanilir. Ancak elektrodun
yetersiz biyouyumlulugu, ortamla temasin sicaklik artisina, pH degisikliklerine ve
zararl yan uriinlerin olusmasina neden olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir
[105]. Bir c¢alismada, elektrospun PLA/PANI iskelesinde kiiltiirlenen NSC'lere
uygulanan ES'nin artmigs norit bliytimesi sergiledigini gosterilmistir. Glimiis elektrot
ve platin elektrot, ortama yerlestirilen nanofiber iskelenin karsi uclarina
yerlestirildi ve sabit tek kutuplu trapezoidal darbelere baglandi. Stimiilasyon ile
NSClerden yayilan ortalama nérit uzunlugu, ES olmayanlarin ortalama

uzunlugundan yaklasik %100 daha yiiksekti [106].

Kapasitif baglanti, dogrudan baglantiya kiyasla biyolojik olarak daha giivenlidir.
Sekil 1.8 (B)'de gosterildigi gibi iki elektrot, iskele iizerine kiiltiirlenen hiicrelere
diizglin bir elektrik alani saglamak i¢in karsit uclara yerlestirilir. Bu sistem invaziv
degildir ve homojen ES saglamak icin iletken bir iskele gerektirmez [107]. Ilgili bir
calismada, kondrositlere 4 mV/cm ES saglamak i¢in kapasitif baglant1 sistemi

kullanilmis, bu hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide arttirmistir [108].
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Sekil 1.8 Elektriksel stimiilasyon yontemleri: (A) Dogrudan baglanti, (B) Kapasitif
baglanti ve (C) Indiiktif baglant1 [109]

Ugiincii tip baglati ise Sekil 1.8 (C)’de gosterildigi gibi indiiktif baglantidir. indiiktif
baglanti genellikle hiicre kiiltiiri sisteminin etrafina yerlestirilmis, darbeli
elektromanyetik alan uyarimi (PEMF) adi verilen iletken bir bobin tarafindan
tiretilen kontrol edilebilir bir elektromanyetik alan kullanir. Uyaran, insan
viicudundaki dogal potansiyel aktarimini taklit etmek icin darbe ile iletilir [109].
PEMF, hiicrelere dogrudan ES uygulamak yerine hedef hiicrenin yakininda
potansiyel saglar. PEMF tedavisinin temel dezavantaji zaman ve kaynak tiiketimidir.
Ornegin, bazi tedaviler icin giinde 10 saat ya da oldukga yiiksek voltaj gerekir [107].
Tablo 1.5, yukarida belirtilen her bir yontemin avantajlarini ve dezavantajlarini

listelemektedir.

Tablo 1.5 Uc ES yonteminin avantajlar1 ve dezavantajlari [107]

Yontemler Avantajlar Dezavantajlar

Elektrotun yetersiz
biyouyumlulugu, ortamla
temasin sicaklik artisina, pH
degisikliklerine ve zararli yan
tirtinlerin olusumuna yol agmasi.

Dogrudan baglanti Kolay operasyon.

Kapasitif baglanti Biyolojik olarak daha Elektrotlar arasinda yiiksek
glivenli. voltaj, daha uzun islem siiresi.
Insan viicudundaki dogal Beklenmedik bir bolgede tiimor

potansiyel aktarimini taklit | olusumu, zaman ve kaynak
eder, hiicrelere dogrudan tiuketimi.
temas etmez.

Indiiktif baglanti
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ES'nin farkli parametreleri, hiicre davranisini diizenlemek i¢cin olduk¢ca 6nemlidir.
ES, dalga formunun darbe, siniizoidal, kare, liggen ve testere disi desenine sahip
oldugu monofazik ve bifazik formda olabilir. Kesik kesik veya siirekli stimiilasyon
kullanimi baska bir parametredir. Stimiilasyon parametrelerine gére monofazik
stimiilasyon, hedef dokunun polarize edilmesinde etkilidir, ancak bir metal
elektrodun ytizeyindeki Faradaik reaksiyonu nedeniyle oksidasyon-indirgeme
islemi yoluyla reaktif oksijen tiirleri olusturabilir [110]. Ozellikle uzun siireler veya
yliksek frekanslarda iletilen biiylik akim darbeleri durumunda, Joule 1sitma
etkisinden hiicre hasari olusabilir [111]. Aksine, bifazik stimiilasyon, ytlk birikimini
onlediginden, elektrotlarda daha diisiik seviyelerde elektroliz tirtinleri tirettiginden
ve daha genis periyotlarda ve daha yiiksek voltajlarda uygulanabildiginden daha
avantajli olabilir [112]. Ornegin az yiik birikimi ve toksik yan iiriinler nedeniyle
noral dokuyu uyarmak i¢in klinik uygulamada genellikle bifazik stimtilasyon tercih
edilir ve ndronal kay1p olasilig1 daha diisiiktiir. Monofazik stimiilasyon ise kisa stireli
deneyler icin kullanilabilir, ancak uzun siireli uygulamalar bifazik stimiilasyon

gerektirir [107].

1.194 Elektriksel Stimiilasyonun Hiicre Hizalanmasi ve Goégiine

Etkileri

Yonlendirilmis hticre go¢ti ve hizalamasi doku olusumu, doku rejenerasyonu ve yara
iyilesmesine katkida bulunarak rejeneratif tip icin etkili olabilir [113]. Hiicre
hizalamasi1 ve goclniin icerdigi voltaj gecisli iyon kanallari, G-protein birlestirme
reseptorleri, integrinler, hiicre polarizasyonu ve endojen elektrik alanlar1 gibi
mekanizmalarin bu etkilerden sorumlu oldugu disiniilmektedir [114].
Yonlendirilmis hiicre gocli, hedefin yarali sinir bosluklar1 boyunca ndéronlari
yonlendirmek ve hiicreleri desteklemek oldugu néral doku miihendisliginde

ozellikle onemlidir.

ES, hiicre hizalamasi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir ve rastgele hiicreleri
hizalanacak sekilde yonlendirir, ES'nin yonii degistikce hiicre hizalama yonii
kademeli olarak degisir [115], [116]. Kardiyak yag dokusundan tiiretilen progenitér
hiicreler, endotel progenitor hiicreler, vaskiiler endotel hiicreler, BMSC'ler, adipoz

tiirevi stromal hiicreler gibi bazi hiicre tipleri, elektrik alan vektoérlerinin yoniine dik
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olarak hizalanir. ES hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini sagladig1 icin
ventrikiller miyositler, kardiyomiyositler, miyoblastlar, PC-12 hiicreleri,
osteoblastlar gibi bazi hiicreler ise alan vektorlerine paralel olarak hizalanir [107].
ES yogunlugu genellikle <10 V/cm'dir ve ES yogunlugu arttik¢a hiicreler daha iyi

hizalanmis, ancak hiicre aktivitesi nispeten azalmistir [108], [109] .

Hiicre hizalamasinin yani sira ES, hiicre gociinde 6nemli bir rol oynar. ES'ye yanit
olarak hiicrelerin yonli yer degistirmesine elektrotaksis denir [118]. ES'nin hiicre
gocu uzerindeki yol gosterici etkisi de hiicre tipine bagl olarak degisir. NSC'ler,
makrofajlar, fare noéral oncii hiicreleri, osteobolastlar, endotelyal progenitor
hiicreler katoda dogru iken, BMSC'ler ve insan dermal fibroblastlar1 anoda
dogrudur. ES polaritesinin ters ¢evrilmesi hiicrelerin go¢ yoniinii tersine c¢evirdi
[117], [119]. ES yogunlugu, hiicre go¢iinii minimum 0.1 V/cm'den maksimum 12
V/cm'ye uyarabilir ve hiicrelere 6nemli bir zarar vermez, hiicre fenotipini veya
farklilasma potansiyelini etkilemez [120]. Ayn1 zamanda, daha ytiksek ES kuvveti ile
hiicreler gittikce artan go¢ hizi ve mesafe gostermistir [120], [121]. Fizyolojik
seviyenin lzerinde olan 1 V/cm ila 10 V/cm araliginda ES’nin insan BMSC'lerinin
goc oranini arttirdigl gosterilmistir. Bu davranis transplante edilen hiicrelerin

lezyon bolgesinde tutulmasi icin gerekli olabilir [121], [122].

1.1.9.5 Elektriksel Stimiilasyonun Hiicre Cogalmasi ve Farklilagsmasi

Uzerine Etkileri

ES, hiicre ¢ogalmasini etkilemede ve farklilasmasini yonlendirmede de 6nemli bir
rol oynamaktadir [123], [124]. Rejeneratif tipta karsilasilan en biiyliik zorluk,
yaralanma veya hastalik sonucu kaybedilen hiicreleri karsilamaktir [125]. Ornegin,
asir1 hiicre kaybindan sonra, ¢ogu doku kalpteki fibréz kollajen skarlar gibi izler
iretir, bu da iskemik bir ortama neden olur ve oksijen iletimini sinirlar [126]. Ayrica
implantasyon i¢in yeterli hiicrelerin toplanmasi da biiyiik bir zorluktur. Bu
durumlarda, tohum hiicrelerinin ¢ogalmasi ve ¢ok satirl farklilasma yetenekleri cok

dikkat cekmistir [127].

Uygun ES, genellikle <1 V/cm siirekli stimiilasyon altinda hiicre ¢ogalmasini tesvik
edebilir [128]. ES yogunluk araliginda, hiicre proliferasyon hizi artan yogunluk ile
artar [129]. >100 V/cm'lik yiiksek yogunluklu ES, kisa siirede (<1 ms) tek bir
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stimiilasyonda hiicre proliferasyonu icin uygundur, ancak asir1 yiiksek yogunluk
hiicre 6liimiine yol agar [107]. Zhu ve dig., kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
NSC’lerin proliferasyonunun ES ile (100 pA ve 24 s kosullarinda) %35 arttigini
ortaya koymuslardir [130].

1.2 Tezin Amaci

Norodejeneratif hastaliklar veya fiziksel yaralanmalar merkezi sinir sistemi
fonksiyonunun kaybina neden olur. Sinir yenilenmesi, MSS'nin disiik rejeneratif
kapasitesi ve karmasiklig1 nedeniyle zorlu bir klinik siirectir. Kok hiicre temelli
tedavi, hasarli sinirin rejenerasyonunda umut verici bir yaklasim olmasina ragmen,
bu hiicrelerin dogrudan transplantasyonu, kisa siireli hiicre sagkalimi ve konakg1
doku ile sinirh entegrasyon gibi problemlere neden oldugundan, néral dokularin
hizli ve tam rejenerasyonunu zorlastirmaktadir. Bunun disinda, néral hasarlarin
onariminda hiticrelerin spesifik bolgelere yonlendirilmesi ve manipiile edilmesi de
kritik bir sorundur. Bu noktada néral doku miihendisligi yaklasimiyla istenilen
yapisal 6zelliklerde, dogal hiicre dis1 matrisi taklit eden, biyouyumlu, biyobozunur,
elektroaktif 3B noral iskelelerin gelistirilmesi, hasarh bélgede hiicreler icin gerekli
fiziksel destegi ve konake¢1 doku ile daha iyi entegrasyonu saglayarak yeni doku
gelisimiyle sonuglanabilir. Ayrica, elektriksel stimiilasyon uygulanmasiyla da bu

hiicrelerin davranisi diizenlenerek hasarli bolgede daha hizl iyilesme saglanabilir.

Bu tez c¢alismasinda 3B baski teknigi kullanilarak bizmut ferrit (BFO)
nanopartikiillerini iceren noéral doku iskelelerinin gelistirilmesi ve bu iskelelerin
mezenkimal kok hiicrelerle kiiltiirlenerek biyouyumlulugunun degerlendirilmesi
hedeflenmekte; ayrica elektrik stimiilasyonu uygulanarak, BFO nanopartikiillerinin
varliginda, hiicrelerin noéral iskele iizerinde davranisinin belirlenmesi

amaglanmaktadir.
1.3 Hipotez

Sinir hiicrelerinin i¢sel elektroaktivitesi nedeniyle, néral doku miihendisliginde
elektroaktif malzemelerin kullanimi elektrik stimiilasyonu uygulamasinda
onemlidir. Clinki elektroaktif biyomalzemeler elektrik uyaraninin lokal olarak

tasinmasina izin verir, sinir hiicresi bliylimesi ve doku onarim i¢in fiziksel bir
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kilavuz saglar ve stimiilasyon seviyelerinin ve siiresinin disardan kontroliine izin
verir. Mekanik destegi, iletkenligi ve biyouyumlulugu arttirmak i¢in polimerleri
iletken nanopartikiiller ile birlestirmek malzemelerin islevlerini
gerceklestirmesinde etkili stratejilerden biridir [131]. Bu baglamda, ¢alismada
iletken malzeme olarak BFO tercih edilmistir. BFO nanopartikiilleri, basit ve diisiik
maliyetli bir yontem olan birlikte ¢okelme ile iiretilmis ve hiicreleri elektrik

stimiilasyonunun etkisinde yonlendirmek amaciyla noral iskelelere dahil edilmistir.

Noral iskelede ana malzeme olarak biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve néral
doku miithendisligi i¢cin uygun bir hiicre ortami olusturmasi nedeniyle poli-laktik asit
(PLA) kullanilmistir. Geleneksel yontemlere kiyasla, iskele sekil ve yapisinin kolayca
kontroliint saglayan, 3B baski teknigi kullanilarak noral iskeleler gelistirilmistir.
Uretilen 3B basilmis iskelelerin biyouyumlulugunu degerlendirmek icin insan

adipoz dokudan ttiretilmis mezenkimal kok hiicreler (hADMSC) kullanilmistir.

Elektrik stimiilasyonunun, yara iyilesmesindeki rolii ve farkli hiicre tiplerinin
cogalmasini, farklilasmasini ve gociinli uyarmada etkili oldugu dogrulanmistir. Bu
calismada elektrik stimiilasyonunun etkisiyle, hiicrelerin iskele {izerinde BFO
nanopartikiillerine yonelim gosterecegi ongoriilmektedir. BFO nanopartikiillerinin
varliginin, sinir dokusunun onarimi icin nakledilen hiicreleri lezyon bdlgesine

yonlendirilmesinde etkili olacagi diistiniilmektedir.
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2

GENEL BILGILER

2.1 Ferroik Ozellikler ve Multiferroikler

Ferroelektrik malzemeler sicakliga bagh bir diizene sahiptir. Spesifik bir sicaklik
bolgesinde, merkez-simetrik faz (kiibik faz), eskenar doértgen, ortorombik veya
dortgen faz gibi merkez-simetrik olmayan faza donustirulir. Paraelektrikten
ferroelektrige bu gecis sicakligina Curie sicakhigl (Tc) denir. Ferroelektrik
malzemelerin tanimlayici bir 6zelligi, Sekil 2.1'de gdsterilen polarizasyon elektrik
alan (P-E) histerezis dongiisiinden gelir. Polarizasyon, ferroelektrik malzemeye
alternatif bir elektrik alani uygulanarak degistirilir. Kendiliginden polarizasyon,
biiytik bir pozitif (+PS, -PS) degerinde doymus polarizasyondan tanimlanir. Bu
durumda, ferroelektrik alanlar polarizasyon yoniine hizalanir. Kalan polarizasyon,
sifir disinda elektrik alandaki polarizasyondan belirlenir. Sifir polarizasyon
durumuna ulasmak i¢in alan ters cevrilmelidir. Bu alan degerine zorlayici alan denir

[132].

P (C/cm?)

r +Ps

+Pr

Ec E (kv/em)

r 3

Ps = Kendiliginden polarizasyon
Pr = Kalic1 polarizasyon
Ec = Zorlayici alan

Sekil 2.1 Polarizasyon-elektrik alan histerezis dongiileri [132]
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Ferromanyetik malzemeler gecis (Ni, Co, Fe) ve nadir toprak (Sm, Nd) metal
elementleri icerir. Gegis elemanlari, paralel donme hizalamasi i¢in pozitif bir
degisim integrali olusturan uygun atomlar arasi mesafeye ve d orbital yarigcapa sahip
eslenmemis elektronlar igerir. Ferromanyetik (ferrimanyetik) malzemelerin
manyetik alan bagimhiligini histerezis dogiisii gosterir (Sekil 2.2). Manyetik olmayan
durumdan baslayarak (H = M = 0) tipik bir ferromagnet icin, manyetizasyon, 0ABC
dogrusal olmayan izini takip eden uygulanan alanla artar ve doygunluk durumuna
(Ms) ulasir. Ham egri olarak adlandirilan egri 0ABC boyunca, kii¢iik bir baslangig
kismi OA tersine cgevrilebilir, burada dis alan c¢ikarildiginda miknatislanma sifira
donebilir. A noktasinin 6tesinde, miknatislanma degisimi geri dondiriilemez hale
gelir. Harici bir alan, pozitif ve negatif doygunluk alanlar1 arasinda degistiginde,
ferromanyetik miknatislanma, CDEFGHC'de gosterildigi gibi histerezis dongiisiinii
gosterir. Tipik bir histerezis dongiisii icin, miknatislama normalde H=0'da sifir
degildir (D, G), sifir alanindaki miknatislanmanin biyiikligii kalan miknatislanma
(Mr) olarak adlandirilir. Manyetizasyonun sifira esit oldugu alanin degerine, ayni
zamanda histerezis donglsiinlin yarim genisligi olan zorlayic1 alan (Hc) denir.
Ferromanyetizma, sicaklifa bagl olan elektron-elektron etkilesiminden gelir.
Manyetik bir materyalin doyma miknatislanmasi sicakliga baghdir. Ferromanyetik
bir materyalin MO olarak tanimlanan mutlak sifir derecelerde doyma
miknatislanmasiyla, yiiksek bir M sicakliginda doymus miknatislanma azalacaktir

[132].

Sekil 2.2 Miknatislanma-manyetik alan histerezis dongiileri [132]
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Multiferroikler

Multiferroikler; birlestirilmis elektrik, manyetik, mekanik ve yapisal 6zelliklerin bir
sonucu olarak ferroelektriklik, ferromanyetizma, ferroelastisite vb. etkileri
eszamanli sergileyen c¢ok islevli bir malzeme simifidir (Sekil 2.3) [133]. Bu
malzemeler, dis elektrik alaninin miknatislanmay1 degistirmesini ve bunun tersini
miimkiin kilan manyetoelektrik etki olarak bilinen, ferroelektriklik ve manyetizma
arasinda baglant1 gosterme potansiyeline sahiptir. Bu tiir sistemler dogada nadirdir
ve ornekler BiFeOs, BiMnO3 ve YMnOs3 gibi perovskit oksitlerde bulunabilir. BiFeO3
giiniimiizde oda sicakliginda multiferroikligi nedeniyle ¢ok daha fazla ilgi
gormiustir. Elektrik polarizasyonu ile manyetik moment arasindaki birlesme
nedeniyle verilerin elektrikle yazilmasina ve daha sonra manyetik olarak
okunmasina izin verebilecek bu tiir malzemelerin yeni nesil cihazlarin temeli olacagi
ongorilmektedir. Spintronik cihazlarda, sensorlerde, c¢oklu durum hafiza
elemanlarinda, elektrikle kontrol edilebilen ferromanyetik rezonans cihazlarinda ve

manyetik olarak modiile edilmis piezoelektrikli transdiiserlerde bulunabilir [134].

H Multiferroik E
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Ferroelekw
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Manyetik olarak ' Elektriksel
polarize edilebilir polarize edilebilir

/ Manyetoelektrik

Spin Yiik

Sekil 2.3 Multiferroik malzemelerin genel siniflandirmasi
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2.1.1 Bizmut Ferrit (BiFeOs - BFO)

Perovskit bizmut ferrit (BiFeO3-BFO), polar R3c uzay grubu ile eskenar dortgen
bicimsiz bir hiicreye sahip tek fazli en 6nemli multiferroik malzemelerden biridir
(Sekil 2.4) [135]. Bu perovskit BFO oda sicakliginda ayni anda giiglii ferroelektriklik
ve zayif G-tipi antiferromanyetizma gosterir [136]. Ferroelektrik Curie sicakligina
Tc=1103 K ve antiferromanyetik Neel sicakligina Tn = 643 K sahiptir. 62 nm’lik uzun
bir frekansa sahip manyetik sikloidal spin yapisindan dolay1 oda sicakliginda zayif
ferromanyetizma sergiler [137]. Ferroelektriklik ve manyetizma gecis metali
iyonlarinin d kabuklarinin farkli doldurma durumlar ile ilgilidir. Bos d kabuklari
esas olarak ferroelektrikte bulunurken, manyetizmada kismen doldurulmus d
kabuklar1 gereklidir. Bi3+ iin yalniz elektron cifti ferroelektriklige ve Fe3+ iyonlarinin

kismen doldurulmus 3d yoriingesi G-tipi antiferromanyetizmaya neden olur [138].
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Sekil 2.4 Perovskit yapisinda BiFeOs3

BFO’'nun sentrosimetrik perovskit yapisi Sekil 2.4’de gosterilmektedir. Bizmut
Ferrit, A = Bi3*, B = Fe3* olan perovskit yapisinda ABO3 olarak da tanimlanir. Kiigiik
B katyonu (mor), oksijen anyonlarinin (kirmizi) oktahedronunun merkezindedir.
Biiyiik A katyonlari (sar1) birim-hiicre kdselerinde yer alir. Sentrosimetrik olmayan
yap1ya, oksijen anyonlarina gore A veya B katyonlarinin veya her ikisinin merkezden
kaydirilmasiyla ulasilir ve kendiliginden polarizasyon biiyiik 6l¢lide bu kayma
tarafindan olusturulan elektrik dipol momentinden kaynaklanir [139]. Bi3* iyon
kose pozisyonunda, Fe3+ govde merkezli pozisyonda ve 0% tiim yiizey merkezli
pozisyonda yer almaktadir. Kafes parametreleri a = 5.58 A, b = 5.58 A ve ¢ = 13.9
Ardir [140].
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2.1.1.1 BFO Sentezleme Yontemleri

BFO, 1960°’larda kesfedilmesine ragmen, saf faz sentezindeki zorluklar nedeniyle
endistride uygulanamamistir. Sentezi sirasinda Bi203, Bi2Fe4O9 ve BizsFeO3s9 gibi
safsizlik fazlar1 olusur. Bu fazlar stokiyometrisini degistirir ve oksijen boslugu
olusturur. Ayrica, islem sirasinda demirin oksidasyon durumu degisebilir, bu da
uygulamalarda istenmeyen kacak akimlara yol agar. Saf faz BFO sentezi, Bi2O3-Fe203
sisteminin kinetik ve termodinamik 6zellikleri nedeniyle olduke¢a zordur [134]. Bu
nedenle partikiil biiytkliglni, boyutlarini kontrol ederek ve BFO'yu uygun

dopantlarla degistirerek saf BFO sentezlenmesi i¢in calisilmistir [141].

BFO nanopartikiilleri kat1 hal reaksiyonlari, hizli sivi sinterleme ve 1slak kimyasal
yontemlerle (sol jel, otomatik yanma, hidrotermal, birlikte ¢okelme) sentezlenebilir
(Sekil 2.5). Her sentez teknigindeki temel amag, endiistriyel uygulamalar i¢in uygun
maliyetli, basit bir prosediir ile miimkiin olan en diisiik sicaklikta en yiiksek saflig1
elde etmektir [134]. Tiim bu mevcut yontemler, proses sicakligi, basing, siire ve
ayrica kurutma, yanmalar ve sinterleme gibi gesitli sicaklik muamelesi asamalarini
iceren parametreler gerektirir. Ayrica tek faz, safsizlik icermeyen BFO sentezi icin
etkin bir sekilde optimize edilmesi gereken farkl ¢oziiciileri, selatlama ajanlarini,

polimerizasyon ajanlarini vb. gerektirir [133].

Geleneksel kati hal
reaksiyonu

Hizli sivi sinterleme

— Birlikte ¢oktiirme

BFO sentezi

Hidrotermal

Sol-jel

Otomatik yanma

Sekil 2.5 BFO sentezleme yontemleri
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Birlikte cokelme

Birlikte ¢6kelme, yaygin olarak kullanilan sentez yontemlerinden biridir.
Endistriyel uygulamalar i¢in daha biiyiik 6lcekte kolayca aktarilabilen basit, uygun
maliyetli ve hizli bir siire¢ olarak 6ne c¢ikar. Bu yontem ile tehlikeli organik
cozuculer, yiiksek basing veya sicaklik altinda islemler gerektirmeden ¢evre dostu
bir yoldan yiiksek saflikta nanomalzeme tiretilir [142]. Demir oksitlerin ve metal
ferrit nanopartikiillerin birlikte c¢okeltme ile sentezinde, Fe(Ill) ve M(II)
(reaksiyondaki M; Fe2*, Mn2*, Co%*, Cu?*, Mg?*, Zn2* ve Ni?* katyonlarindan biri
olabilir) tuzlarinin sulu ¢ozeltileri genellikle bir alkalin ¢6zeltisi icinde karistirilir ve
bu da manyetik c¢okeltinin olusumunu saglar. Olusan kimyasal reaksiyonun

denklemi (2.1)’deki gibidir [143].
M2+ (aq) + 2Fe3* (aq) + 8HO- (aq) » MFe204 (s) + 4H20 (2.1)

Ancak, parcacik boyutu, sekli, kristallik ve manyetik 6zelliklerin kontrolii gibi
zorluklar bu yontemi hala sinirlamaktadir [142]. Saf tek fazli BiFeOs, termodinamik
yasalara dayanan parametreleri kontrol ederek, birlikte ¢6keltme metodu
kullanilarak (2.2)'deki denklem saglanarak sentezlenebilmektedir [144]. Birlikte

¢cokelme metodu ile BFO sentez agamalari Sekil 2.6’da gosterilmektedir.

BisO(OH)9.(NO3)4 + Fe(N03)3.9H20 — BiFeOs3 (2.2)
Fe(NO,);.9H,0 Bi(NO;);.5H,0 Amonyak
sollisyonu soliisyonu solilisyonu

;’] I’ J”’;]
_—— Coktiiriici madde o
Karigtirma mmmm)  eklenmesive ]
pH’in ayarlanmasi
“ o Gokelti olusumu
Cokelti /

A
[
¢ e%® Kurutma ve Cokeltinin filtrasyonu
®ee® {1 Kalsinasyon (500 °C) <= ve yikanmasi
BFO nanopartikiilleri

Sekil 2.6 Birlikte ¢okelme metodu ile BFO sentez asamalari
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Sol-jel yontemi

Sol-jel yontemi, molekiiler 6nciillerin, metal alkoksitlerin, bir "sol" veya bir
dispersiyon olusturan etanol/su ¢ozeltisi icinde kontrolli hidrolizine ve
yogunlasmasina dayanir. Solventin uzaklastirilmasi veya kimyasal reaksiyon
yoluyla bir yogusma ve polimerizasyon ile sonuclanan bir "jel"” olusur. Bu yontem
tipik olarak dort adimdan olusur: (i) hidroliz, (ii) yogusma, (iii) kurutma ve (iv) 1sil
islem. Son 1s1l islem asamasi, son parcaciklarin kristalli bir yapiya kavusmasi i¢in
gereklidir, ¢iinkii diger lic asama oda sicakliginda meydana gelir [142]. lyi kristalize,
saf perovskit BFO nanoparcaciklari elde etmek icin, sol-jel yOntemi
kullanilmaktadir. Ciinkii molekiiler dlizeyde ve nispeten diisiik bir sentez
sicakliginda kolayca diizgiin bir bilesim elde edebilir [145]. Bu yontemin dezavantaji

karmasik ¢ozeltiler ve toksik reaksiyonlar icermesidir [134].

Hidrotermal yontem

Hidrotermal islem, yiizey aktif maddeler ile birlikte ytiksek sicakliklarda (130 °C ila
250 °C) ve yliksek buhar basinglarinda (0.3 ila 4 MPa) ¢6zdiiriilmiis sulu metal tuzu
oncti ¢ozeltilerinden kristal fazlarin olusumuna dayanan kimyasal bir yontemdir. Bu
islem partikiil buyitikligi ve sekli tizerinde kolay kontrol saglar. Yiiksek basing ve
sicakliklara duyulan ihtiyac ve reaksiyon siliresi dezavantajlaridir [142].
Hidrotermal yontem, sol-jel islemi ile karsilastirildiginda, BFO'yu nispeten daha
disiik bir sicaklikta dogrudan sentezleyebilir. BFO malzemesinin safligini,

morfolojisini ve boyutunu daha iyi kontrol etme firsati sunar [145].
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 BiFeOs Nanopartikiillerinin Sentezi

3.1.1 Birlikte Co6kelme Yontemi ile BiFeOs Nanopartikiillerinin Sentezi

Hizli1 ve uygun maliyetli bir yontem olan birlikte ¢okelme yontemi ile bizmut(III)
nitrat (Bi(NO3)3.5H20, Mn=1.461,99 g/mol), demir(Ill) nitrat (Fe(NO3)3.9H20,
Mn=403.95 g/mol), nitrik asit (HNOs, %65) (Merck KGaA, Almanya) ve amonyak
(NH40H, %?25) (ISOLAB, Wertheim, Almanya) kimyasallar1 kullanilarak BiFeOs3

nanopartikiillerinin sentezi gerceklestirilmistir.

BFO sentezi icin, 1.86 g Bi(NO3)3.5H20 tartilarak 10 ml nitrik asit igerisine ve 2.58 g
Fe(N03)3.9H20 tartilarak 10 ml distile su icerisine eklenmistir. Iki farkli beherde
hazirlanan karisimlarin, manyetik karistiricida 300 rpm’de 15 dk boyunca
cozunmesi saglanmistir. Bu iki ¢ozelti ayr1 bir beherde biraraya getirilerek, homojen
bir karisim elde etmek icin 300 rpm’de 15 dk boyunca karistirilmistir (Sekil 3.1(a)).
Sonrasinda, ¢okelti olusturmak icin karisima amonyak ¢ozeltisi yavasca eklenerek
pH degerinin 10-12 araliginda olmasi saglanmistir (Sekil 3.1(b)). pH 10.6 oldugunda
cokelti alinarak (Sekil 3.1(c)), filtre kagidindan gecirilmis ve toksik triinleri
uzaklastirmak icin birka¢ kez distile su ile yikanmistir (Sekil 3.1(d, e)). Cokelti
icerisindeki suyun tamamen buharlasmasi icin etiivde 24 saat boyunca 100 °C'de
kurutulmustur. Son olarak, kristalize ve saf bizmut ferrit tozlar1 elde etmek i¢in 3

saat boyunca 550 °C'de kalsinasyonu saglanmistir (Sekil 3.1(f)).
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Sekil 3.1 Birlikte ¢cokelme yontemi ile BiFeOs tiretim asamalari: Bi(N0O3)3.5H20 ve
Fe(NO3)3.9H20 ¢ozeltilerinin karistirilmasi (a), birlikte ¢okelme islemi (b, c),
filtreleme ve yikama islemi (d, e), kalsinasyon isleminden sonra elde edilen BiFeOs3
tozlan (f)

3.2 PLAve PLA/BFO Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Uretilecek olan doku iskelelerinin ana malzemesi olan PLA'nin (2003D, Nature
Works LLC, Minnetonka, MN), 3B biyobaski yontemine uygun olacak sekilde
cozeltileri hazirlanmistir. Iki ayr1 beherde, 1 g PLA 10 ml kloroform (Merck KGaA,
Almanya) icerisinde, manyetik karistirica 300 rpm’de 1 saat boyunca karistilarak
agirlikca %10’'luk PLA ¢ozeltileri elde edilmistir. Beherlerden birine optimizasyon
calismalarinda en uygun miktar olarak belirlenen 0.2 g BFO eklenerek ayni
karistirma hizinda 30 dk boyunca karistirilmis ve agirlikca %10 PLA/%2 BFO
¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 3B baski icin 10 ml'lik siringalara

doldurulmustur.
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3.3 PLA ve PLA/BFO iskelelerinin Tasarimi ve 3B BasKisi

Baski isleminden 6nce SolidWorks yazilimi kullanilarak 20 mm x 20 mm x 5 mm
boyutlarinda bir kare prizma tasarlanmistir. iskelenin baski parametrelerinin
ayarlanmasi icin tasarim bir Stereolitografi (STL) dosyasina doniistiirilmis ve 3B
baski cihazinin yazilimina (Simplify) aktarilmistir. Simplify programu ile iskelelerin
i¢ ozellikleri belirtilen baski parametrelerine gore ayarlanmistir: %70 doluluk orani,
16.7 mm/s baski hizi, 0.4 mm igne c¢api, 0.48 mm ekstriizyon genisligi, %4
ekstriizyon ¢arpani ve 0.1 mm kalinlik (Sekil 3.2 (a)). Tim deneyler oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Doku iskelelerinin 3B baskisi, laboratuvarda modifiye edilmis
Ultimaker 2+ cihaz1 ile gergeklestirilmistir (Sekil 3.2 (b)). Degisiklik olarak,
Ultimaker 2+ cihazinda bulunan nozul ve 1sitma bédlmesi baski kafasindan
cikarilarak yerine Sekil 3.2(c)’de gosterilen, biyoyazim i¢in siringanin
yerlestirilebilmesini saglayacak kafa (nozul) monte edilmistir. Cihazin sahip oldugu
X-Y-Z eksenlerin hareketleri (X-Y eksenleri kafa hareketi, Z ekseni ise tabla hareketi)
ile de tasarlanan modelin basim islemi tabla tlizerinde gergeklestirilmistir. Baski
parametreleri optimize edildikten sonra, 3B biyoyazici ile ti¢ farkli formda iskele
basilmistir. Sekil 3.2 (d, e, f) 'de gosterildigi gibi sirasiyla, %10 PLA, %10 PLA/%?2
BFO kompozit ve %10 PLA/%?2 BFO (hat). %10 PLA iskelesi kontrol grubu olarak;
%10 PLA/%2 BFO kompozit iskelesi li¢ boyutlu yapida BFO davranisini
gozlemlemek icin; %2 BFO hath %10 PLA iskelesi elektrik stimiilasyonu ile hiicre
davranisinin gozlemlenmesi icin tretilmistir. Elde edilen numuneler SEM, FTIR,

DSC, XRD, ¢ekme testi ve MTT hiicre testleri yapilarak karakterize edilmistir.
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SolidWorks |

Sekil 3.2 SolidWorks programinda iskele tasarimi ve tasarlanan iskelenin Simplify

programi ile ayarlanan simiile gortintiisii (a), modifiye edilmis Ultimaker 2+ cihaz

(b), biyoyazim islemi (c), 3B basilmis PLA iskele (d), PLA/BFO kompozit iskele (e),
PLA/BFO (hat) iskele

3.4 Karakterizasyon

3.4.1 Partikiil Boyutu Analizi (DLS)

Dinamik 1s1k sacilimi (DLS) (Partica SZ-100Z, ABD) ile ¢ozelti icerisindeki BFO
partikiillerinin boyut dagilimi dlciilmiistiir (Sekil 3.3). Sagilan 15181n siddetindeki
degisim, parcacigin hareketine buna bagh olarak da pargacigin biiytkligiine,

ortamin vizkozitesine ve sicakliga baghdir.
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Sekil 3.3 BFO partikiil boyutu 6l¢iimiinde kullanilan cihaz (Partica SZ-100Z, ABD)

3.4.2 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu, malzemelerin morfolojik 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullanilan, ytiksek ¢ozinitrliiklii goriintii elde etmeyi saglayan bir
cihazdir. BFO partikiillerinin ve 3B basilmis iskelelerin morfolojileri Sekil 3.4’de
gosterilen taramali elektron mikroskobu (SEM) (MA-EVO10, ZEISS, Almanya) ile
incelenmistir. SEM analizinden o©nce, doku iskeleleri elektriksel iletkenlik
kazanabilmeleri icin kaplama cihazi (SC7620, Quorum, ABD) ile 60 saniye boyunca
Au ile kaplanmistir (Sekil 3.5). BFO partikiillerinin kimyasal bilesiminin yar1

kantitatif analizi icin SEM’de bulunan enerji dagitici1 X-1s1n1 spektrometresi (EDX)

kullanilmistir.

S SRR

Sekil 3.4 Taramali elektron mikroskobu (SEM) (MA-EVO010, ZEISS, Almanya)
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Sekil 3.5 Kaplama cihazi (SC7620, Quorum, ABD)
3.4.3 Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

BFO partikiillerinin ve 3B basilmis iskelelerin kimyasal bag yapilari, Fourier
Dontistimii Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR) (JASCO, FT/IR-4700, Japonya) cihazi ile
analiz edilmistir (Sekil 3.6). Tim spektrumlar 4 cm-! ¢éziintrliik degerinde ve 4000-
400 cm! dalga boyu araliginda alinmistir. Analiz sirasinda cihaz tarafindan yayilan
1sinlar, Olciimii yapilan numune tarafindan absorbe edilir ve malzemedeki

fonksiyonel gruplar absorbsiyon bandlari yardimu ile tespit edilir.

Sekil 3.6 Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi cihazi (JASCO, FT/IR-4700,
Japonya)

42



3.4.4 Termal Analiz (DSC)

BFO partikiillerinin ve 3B basilmis iskelelerin termal davranislar, Sekil 3.7’de
gosterilen diferansiyel tarama kalorimetre cihazi (DSC-60 Plus, Shimadzu, Japonya)
ile karakterize edilmistir. Her numune tartilarak aliiminyum o6l¢iim kaplarina
yerlestirilmis ve nitrojen gaz altinda, 25-300 °C sicaklik araliginda c¢alisilmistir.

Isinma orani 10 °C/dk olarak ayarlanmistir.

Sekil 3.7 Diferansiyel tarama kalorimetre cihazi (DSC-60 Plus, Shimadzu, Japonya)
3.4.5 X-Isitm1 Kirinimi (XRD) Analizi

X-1511 kirinimi (XRD) yontemi ile BFO partikiillerinin ve 3B basilmis iskelelerin
kristal yapilari analiz edilmistir. Analiz i¢cin Cu-Ka radyasyon kaynagina (A=1.54060
A°) sahip, Shimadzu marka, 6100 model (Japonya) cihaz kullanilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 X-151n1 kirinimi cihazi (Shimadzu - 6100, Japonya)

3.4.6 Mekanik Ozelliklerin Analizi

Uretilen 3B iskelelerin mekanik 6zelliklerini incelemek icin, Sekil 3.9’da verilen
5000 N’luk maksimum kapasiteye sahip ¢cekme cihaz1 (EZ-LX, Shimadzu, Japonya)
kulllanilmistir. Basilan tiim doku iskeleleri 9 mm x 18 mm dikdértgen levhalar
halinde kesilmis ve her iki u¢tan mekanik tokalarla tutturulmustur. Cekme testi oda

sicakliginda (23 °C) ve 5 mm/dk hiz ile gergeklestirilmistir.

Sekil 3.9 Cekme cihaz1 (EZ-LX, Shimadzu, Japonya)
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3.5 Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada kullanilan insan adipoz dokudan tiiretilmis mezenkimal kok hiicreler
(hADMSC), Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi'nde
(Istanbul), lomber omurga ameliyatinda alinan derialti yag dokusundan izole
edilmis ve karakterizasyon testleri gerceklestirildikten sonra hiicre kiltiriinde
kullanilmistir. 3B basilmis iskeleler, 24 oyuklu hiicre kiiltiir plakalarinda bir gece
boyunca UV altinda sterilize edilmistir. Hiicrelere mikro ortam olusturmak igin,
iskeleler 37 °C'de %5 CO: ile bir saat boyunca %10 FBS (fetal sigir serumu), 0.1
mg/ml penisilin/streptomisin ile saglanan DMEM biiyiime ortaminda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra, biiyiime ortami toplanmis ve kalan ortam bir
mikropipet ile atilmistir. 5x104 hADMSC, 24 oyuklu plakalarda 3B basilmis iskeleler
lizerine, standart hiicre kiiltiirii prosediiriine gore kiiltiirlenmistir. Ayn1 sayida tek
tabakali hiicreler (2B) de kontrol grubu olarak hiicre-3B iskeleleri ile birlikte
inkiibatérde 37 °C'de, %5 CO: ile 7 giin boyunca inkiibe edilmistir. Verilen zaman
araliginda iskelelerin sitotoksisitesini belirlemek icin Glentham Life Sciences'dan
allnan MTT (Metiltiazol difenil tetrazolyum) sitotoksisite saptama Kiti
kullanilmistir. 560 nm dalga boyunda sitotoksisite testinin absorbans degerlerini
O0lgmek icin Elisa okuyucu (Perkin Elmer, Enspire) kullanilmistir. Dogru sonuglari
elde etmek icin, deney U¢ kez tekrarlanmis ve sonuclarin ortalama degerleri
ortalama sonug olarak alinmistir. 3B basilmis iskelelerdeki hiicrelerin morfolojileri,
taramali elektron mikroskobu (MA-EVO10, ZEISS, Almanya) ile gozlemlenmistir. 1,
3 ve 7 gunlik inkiibasyondan sonra, biiylime ortami alinmis ve iskeleler %4
glutaraldehid (Sigma Aldrich) ile fikse edilmistir. Daha sonra, iskeleler bir dizi etanol
seyreltikleri ile yikanmis ve havada kurutulmustur. Kurutulan iskeleler altinla

kaplanmis ve SEM’de goriintiilenmistir.

3.6 Elektrik Stimiilasyon Sisteminin Hazirlanmasi

Diisiik maliyetli, bifazik bir cihaz son derece diisiik frekansta (2 Hz (Delta dalga) &
7.83 Hz (Schumann Rezonans)) elektrik stimiilasyonu ile mezenkimal kok hiicre
gociinli tesvik etmek lizere tasarlanmistir. Tasarlanan cihaz, hiicre kiltiirlerini es

zamanli olarak uyarabilmektedir. Cihaz; voltaj genlik kontrol devresi, frekans ve
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zaman kontrol devresi, negatif voltaj dontstiiriicii devresi bilesenlerinden
olusmaktadir (Sekil 3.10(a)). Elektrik stimiilasyonu igin, Ag/AgCl elektrotlari
(referans elektrotlar) kullanilarak stimiilasyon cihazi ile 6 ¢ukurlu hiticre kultirt
mikroplakalar1 arasinda baglanti kuran bir sistem olusturulmustur. Ag/AgCl
elektrotlari, biyouyumlu ve dustik maliyetli oldugu i¢in tercih edilmistir. Hiicre
plakasi iizerine iki adet 7.3 mm’lik delik agilmis ve elektrotlar 3B iskele ile elektrik
temasi saglamak lizere hiicre plakasina yerlestirilmistir (Sekil 3.10(b)). Elektrotlar,

stimulator ¢ikislarina timsah klipsler ile baglanmistir.

Sekil 3.10 Elektrik stimiilasyon sistemi: elektrik stimiilasyon cihazi (a), Ag/AgCl
elektrotlari yerlestirilmis hiicre kiiltiir mikroplakasi (b)

3.7 3B Basilmis iskelelerde Kiiltiirlenen hADMSC'lere Elektrik

Stimiilasyonu Uygulanmasi

Elektrik stimiilasyonunun hADMSC’ler tizerindeki etkisini arastirmak icin 3B

basilmis BFO hat iceren PLA iskeleleri kullanilmistir. Stimiilasyon deneyinden 6nce,
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BFO hath PLA iskeleleri, %70 etanol ¢ozeltisi igerisinde 1 saat boyunca sterilize
edilmis, ardindan 24 saat UV 15181na maruz birakilmistir. Sterilize edilmis iskeleler
24 oyuklu plakalara yerlestirilmistir. Daha sonra hADMSC'ler, iskele basina 5x103
hiicre yogunlugunda kiiltiirlenmistir. Huicre kulturli iskeleler, 37 °C'de %5 COzile 1
saat boyunca inkilibe edilmistir. Hiicreler iskeleler tizerinde optimal biiyiimeye
ulastiginda, kiiltiirlenmis iskeleler elektrik uyarimi i¢in 6 oyuklu bir plakaya
alinmistir. Bu iskelelerden biri, elektrik stimiilasyonuna tabi tutulmayan kontrol
grubu olarak kullanilmistir. Diger iskelenin bulundugu hiicre plakasina ise boliim
3.6'da anlatildig1 gibi elektrik stimiilasyon cihazina bagh Ag/AgCl elektrotlar:
yerlestirilmistir. Elektrik stimiilasyonu i¢in tasarlanan sistemin sematik gosterimi

Sekil 3.11’de verilmistir.

Ag/AgCl
Timsah klipsler elektrotlar

Hucre kiltir mediumu

3B yazdinimig
BFO hath PLA iskelesi

Sekil 3.11 hADMSC kdltiirlii 3B basilmis BFO hath PLA iskelesine elektrik
stimilasyonu i¢in tasarlanan sistemin sematik gosterimi

BFO hathh PLA iskelesi; 48 saat boyunca inkiibator igerisinde elektrik
stimiilasyonuna (8V, 20 mA, 2 Hz frekans) maruz birakilmistir. Stimilasyon
isleminin tamamlanmasinin ardindan, kontrol grubu ve uyarilmis iskelelere

floresan boyama islemi yapilmistir.

47



3.8 Elektrik Stimiilasyonu Sonrasi 3B Basilmis Iskelelerin

Floresan Boyanmasi

Elektrik stimiilasyonu sonrasi, hADMSC'lerin kontrol grubu ve uyarilmis iskelelere
tutunmasini ve yonelimini gézlemlemek icin hiicre niikleus boyasi olan DAPI
boyamasi gerceklestirilmistir. Ilk asamada, iskeleler 20 dk boyunca %4 formaldehit
ile fikse edilmis ardindan ti¢ kez PBS ile yikanmis ve ¢ekirdeklerinin boyanmasi i¢in
10 dk boyunca DAPI (1:5000) ile inkiibe edilmistir. iskeleler, nihai bir adim olarak
PBS ile yikanmistir. Daha sonra cam bir slayt izerine monte edilmis ve hiicre/iskele
etkilesimlerini gozlemlemek i¢in lazer taramali konfokal mikroskop (LSM 700,

ZEISS, Almanya) kullanilmistir.

48



4

DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Karakterizasyon

4.1.1 Partikiil Boyutu Analizi (DLS)

Dinamik 1s1k sagilmasi (DLS) yontemi ile ¢ozelti icerisindeki BFO partikiillerinin
boyut dagilimi 6l¢iilmiis ve sonucu Sekil 4.1’de verilmistir. BFO tozlar1 etanol
icerisinde disperse edilmis, ardindan 1 dk boyunca sonike edilmis ve 18400 RCF'de
santriflijlenmistir. Cozelti icerisindeki partikiiller brownian hareketi yaparlar. DLS
teknigi, cozelti icerisindeki bu partikullerden sac¢ilan 1s181n siddetinin ve degisiminin
Olctilmesi temeline dayanir. Biiyiik parcaciklar 15181n kii¢lik ac1 ve yliksek siddette
kirilmasing; kiiglik parcaciklar biiytik a¢1 ve kii¢giik siddette kirllmasina sebep olurlar.
Bu kirinimlar, cihazda tespit edilerek par¢acik boyutlarinin saptanmasi gergeklesir
[146]. Sekil 4.1’de verilen DLS 6l¢timiine gore, BFO partikiillerinin ortalama boyutu
144 nm olarak saptanmistir. Bu sonug, BFO’'nun birlikte ¢okelme yontemi ile

nanopartikiil olarak basariyla sentezlendigini gostermektedir.
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Sekil 4.1 DLS metodu ile BFO partikiillerinin boyut analizi
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4.1.2 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Birlikte ¢okelme yontemi ile tretilen BFO nanopartikiillerinin SEM goriintiileri ve
EDX analizi Sekil 4.2’de gosterilmektedir. BFO nanopartikiillerinin nispeten tiniform
bir boyut dagilimina sahip oldugu gorulmiustiir (Sekil 4.2(a)). EDX analizine gore,
tim partikiillerde bizmut agirhk¢a %71.5 ve demir agirhk¢a %10 olarak

bulunmustur ve herhangi bir safsizlik gézlenmemistir (Sekil 4.2(b)).

0.00 0.67 134 201 2.68 335 4.02 4.69 5.36 6.03

Sekil 4.2 BFO nanopartikillerinin SEM goriintiileri (a) ve EDX analizi (b)

3B basilmis iskelelerin SEM goriintileri ve por boyutu dagilim grafikleri Sekil 4.3;
4.4; 4.5'de gosterilmistir. SEM goriintiileri, PLA ve kompozitlerinin tiniform bir
morfolojiye sahip oldugunu gostermektedir. Sekil 4.3(a)’da saf PLA iskelesinin SEM
gorintiisi verilmistir. PLA iskelesi kare gozenek sekli sergilemis ve ortalama por

boyutu 294.29 pm olarak 6l¢tilmiistiir (Sekil 4.3(b)).

50



Ortalama = 294.29
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Sekil 4.3 Saf PLA iskelesinin SEM gortntiileri (a) ve por boyutu dagilim grafigi (b)

Sekil 4.4(a)'da verilen SEM goritintiisii, PLA/BFO iskelesinin diizgiin gozenek sekline
sahip oldugunu gostermistir. PLA/BFO iskelesi i¢in ortalama por boyutu 285.44
um’dir (Sekil 4.4(b)). PLA ve PLA/BFO doku iskeleleri arasinda morfoloji ve ylizey
dokusu agisindan biiytk farkliliklar yoktur, ancak PLA/BFO doku iskelesi BFO'nun

varligini gosteren daha piiriizlii bir yiizeye sahiptir [147].

Ortalama = 285.44
Std. sapma = 26.167
N=31

_h

260 280 300 320 340 360 380
Por Boyutu (um)

Sekil 4.4 PLA/BFO iskelesinin SEM goriintiileri (a) ve por boyutu dagilim grafigi (b)

BFO hathi PLA iskelesi, Sekil 4.5(a)'da goriildiigii gibi diizgiin gézenek sekline
sahiptir ve ortalama gézenek boyutu 241.84 pum olarak ol¢iilmiustiir (Sekil 4.5(b)).
Bu iskelenin, saf PLA iskelesinden morfolojik olarak tek farki, ortasinda 300 pm
kalinliginda BFO hatti icermesidir. Tiim bu sonuclara gore, 3B baski istenen gozenek
boyutu ve geometride iskelelerin iiretimine izin verir [148]. Gozeneklerin varligi ile
besin ve atik diflizyonu gerceklestirirken, hiicre gocii ve proliferasyonunu da

destekleyebilecek doku iskeleleri gelistirildigi kanitlanmaktadir.
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Sekil 4.5 PLA/BFO (hat) iskelesinin SEM goriinttileri (a) ve por boyutu dagilim
grafigi (b)

4.1.3 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Sekil 4.6, BFO nanopartikiilleri ve 3B basilmis iskelelerde bulunan kimyasal baglarin
FTIR spektrumlarini gostermektedir. Sekil 4.6(a)'da, BFO ig¢in, yaklasik 2369 cm-
"deki bant, Ornekte bulunan atmosferik karbondioksitin varligindan
kaynaklanmaktadir [149]. Yaklasik 810 cm-! ve 1388.5 cm! pozisyonlarindaki
pikler tutulmus nitratlarin varligindan kaynaklanmaktadir [150]. Spesifik olarak,
yaklasik 450 cm! ve 525 cm'deki iki giiclii absorpsiyon piki, perovskitlerde
oktahedral FeOs gruplarinin karakteristigi olan Fe-O gerilme titresimleri ve O-Fe-0O
biikiilme titresimleri modlarina baglanir. Metal-oksijen bandinin varhigi, BFO'da

perovskit yapisinin olusumunu destekler [151].

Sekil 4.6(b-d), sirasiyla PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskelelerinin absorpsiyon
piklerini gostermektedir. Saf PLA icin karakteristik pikler, yaklasik 1748 cm-1 (C=0
gerilmesi), 1452 cm-! (-CH3 asimetrik deformasyon), 1180 cm-! (C-O-C gerilmesi),
1042 cm-1 (C-CHs gerilmesi) ve 867 cm1 (C-COO gerilmesi) de gorilmiistiir [152].
BFO ilavesiyle, PLA piklerinin pozisyonunda hafif kaymalar goézlenmistir. Bu
sonuglara gore, BFO partikiillerinin FTIR spektrumu, BFO'nun Kkarakteristik
titresimlerini; iskelelerin FTIR spektrumlari ise, partikiillerin PLA ¢6zeltileri icinde

iyi dagildigini gostermistir.
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Sekil 4.6 BFO nanopartikiillerinin ve 3B basilmis iskelelerin FTIR spektrumlari:
BFO (a), saf PLA (b), PLA/BFO (c), PLA/BFO (hat) (d)

4.1.4 Termal Analiz (DSC)

BFO nanopartikiillerinin ve 3B doku iskelelerinin termal 6zellikleri Sekil 4.7’deki
grafikte verilmistir. 550 °C’de birlikte ¢okelme islemi ile hazirlanan BFO
nanopartikiillerinin DSC egrisi Sekil 4.7 (a)'da gosterilmistir. 285 °C'deki ekzotermik
pik, Bi203 ve Fe203 faz olusumuna atfedilir. Ayrica, Bi(OH)3 ve Fe(OH)s'liin metastabil
bir faza ayrismasi nedeniyle olusan kiitle kaybi da bu pike karsilik gelir [133], [153].

Sekil 4.7(b-d), PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskeleleri icin DSC egrilerini
gostermektedir. Sekil 4.7(c)'de saf PLA, yaklasik 158 °C’de erime sicakliginin (Tm)
endotermik pikini ve yaklasik 62 °C’'de camsi gecis sicakliginin (Tg) ekzotermik
pikini gosterir [154]. PLA kompozitleri icin Tm ve Tg degerlerinde kaydadeger
degisiklikler gorilmemistir, ¢linkii BFO eklenmesi PLA'nin Tm ve Tg degerlerini
onemli olcide etkilememistir. Ayrica, saf PLA i¢in, yaklasik 100.5 °C' de soguk
kristallesme sicakliginin (Tcc) ekzotermik piki gozlenmistir. Sekil 4.7(b); 4.7(d)'de,
BFO nanopartikiillerinin PLA'ya eklenmesi, soguk kristallesme sicakligin1 daha
yuksek sicakliga kaydirmistir. Bu, BFO igeriginin soguk kristalizasyon islemi i¢in
daha giiclii bir inhibisyona neden oldugu anlamina gelir [155]. Bu fenomenin kesin
nedeni heniiz acik olmamakla beraber; nanopartikiillerin igerigi ve dagilimi,
nanopartikiiller ve matris arasindaki molekiller arasi etkilesimler gibi faktorler

etkili olmaktadir.
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Sekil 4.7 BFO nanopartiktllerinin ve 3B basilmis iskelelerin DSC egrileri: BFO (a),
PLA/BFO (hat) (b), saf PLA (c), PLA/BFO (d)

4.1.5 X-Isim Kirinimi (XRD) Analizi

BFO nanopartikiillerinin ve 3B basilmis iskelelerin kristalinitesini karakterize
etmek icin, X-1s1n1 kirinimi gerceklestirilmistir. Sekil 4.8, BFO nanopartiktllerinin ve
PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskelelerinin kirinim patternlerini gostermektedir.
Sekil 4.8(a)'da, BFO, 26 = 22.5, 32, 38, 45, 52, 56, 64 ve 78°'de keskin kirinim
piklerine sahiptir. Bu keskin ve yiiksek yogunluklu pikler, sentezlenen BFO
nanopartikiillerinin iyi bir kristalik derecesine sahip oldugunu gosterir. Cok diistiik
yogunluklu pikler ise BizFe4Q09, Bi2sFeO39 gibi ikincil fazlara karsilik gelmektedir
[156]. Ayrica, bulunan tiim pikler, R3¢ uzay grubu ile bizmut ferritin rombohedral

carpik perovskit yapisi olarak tanimlanabilir [157].

BFO partikiil buytikliigii, XRD analiz verileri kullanilarak Debye-Scherrer formiilii
(4.1) ile hesaplanmistir [158]. BFO i¢in ortalama partikil biiytikligii 15 nm olarak
bulunmustur. DLS'de elde edilen ortalama partikiill boyutu (144 nm), XRD
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analizinden elde edilene (15 nm) gore daha biyiiktiir. Bu farkin nedeni, DLS 6l¢limii
icin hazirlanan BFO siispansiyonunda meydana gelen aglomerasyonlar olabilir

[159].

k.A

- B1/2.cos6 (+1)

D = partikil buyukligi

k=0.9

A=1.54060 A

B1/2 = maksimum yaridaki tam genislik
0 = Bragg kirinim agis1

Sekil 4.8(d)’de PLA igin, diisiik yogunluklu keskin pikler 26 = 22, 62, 78, 82°'de
gozlenmistir. 20 = 16°'deki genis pik, PLA'nin karakteristik pikidir ve amorf yapisini
gosterir [160], [161]. Ayrica, bu amorf egri, PLA iskelesinin diisiik kristallik
derecesine isaret eder [162]. Sekil 4.8(b)’de gosterilen PLA/BFO iskelesinin XRD
patterni, BFO nanopartikiillerinin tiim kirinim piklerini ve PLA'nin iki karakteristik
pikini gostermistir. 15°'de keskin olani ve 83°'de dusiik yogunluklu pikini
gostermistir. PLA/BFO iskelesinde hem BFO hem de PLA piklerinin gézlemlenmesi,
homojen karisimin basarili bir sekilde elde edildigini kanitlamaktadir. Sekil
4.8(c)'de PLA/BFO (hat) iskelesi, neredeyse tiim BFO piklerini ve diisiik (83°) ve
yliksek (18°) yogunluk degerlerine sahip iki karakteristik PLA pikini gdstermistir.
PLA'nin kirinim piki, BFO hattin eklenmesi ile 16°'den 18°'ye kayma gostermistir.
PLA'nin amorf bir yapiya sahip oldugu spektrumlarindan ¢ikarilabilmektedir. Ancak
kristalin BFO tozunun eklenmesi ile spektrumlar, hem amorfhem de kristalin pikleri

iceren yar1 kristal yapilar1 gostermistir [163].

55



3500 -

3000 -

2500 -

2000 -

siddet

1500 ~

1000 +

500 ~

0 20 40 60 80 100
20 (derece)

Sekil 4.8 BFO nanopartikiillerinin ve 3B basilmis iskelelerin XRD spektrumlart:
BFO (a), PLA/BFO (b), PLA/BFO (hat) (c), saf PLA (d)

4.1.6 Mekanik Ozelliklerin Analizi

Mekanik mukavemet, noéral doku mihendisligi uygulamalarinda iskelenin
stabilitesinin ve biitiinliigiiniin belirlenmesinde 6nemli bir parametredir [164]. 3B
doku iskelelerinin mekanik ozellikleri Sekil 4.9’da gosterilmis ve Tablo 4.1'de

ozetlenmistir. Iskelelerin elastisite modiil degerleri, elastik deformasyon bélgesinin

egimi (%0.1-1 gerinim bolgesi) ile hesaplanmistir.
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Gerilme (MPa)

Gerinim (%)

Sekil 4.9 3B basilmis PLA (a) ve PLA/BFO (b) iskelelerinin gerilme-gerinim grafigi

Deneysel 6l¢iimler, PLA/BFO kompozitlerinin saf PLA'dan daha diisiik modiillere
sahip oldugunu gostermektedir. PLA matrisine sert BFO nanopartikiillerinin
eklenmesinin kompozitlerin modiiliinii arttirmasi gerektigi i¢cin bu beklenmedik bir
gozlemdir. Clinki, BFO nanopartikiillerinin elastisite modiilii PLA matrisinden en az
t¢c bin kat buytiktiir. Bunun nedeni, BFO partikiillerinin varhiginda PLA matrisinin
kimyasal yapisinin degismis olmasidir. Sonuglar ayrica, BFO temelli kompozitlerin,
saf PLA'dan daha diisiik gerilme mukavemeti ile birlikte, kopmada ¢ok daha diistiik
bir uzamaya sahip oldugunu (saf PLA'dan yaklasik %50 daha az) gostermektedir. Bu
gozlemler asagidakilere atfedilir: (i) saf PLA iskelesine kiyasla, PLA/BFO
kompozitlerinin kesitlerinde gerceklestirilen SEM analizinde gorilen BFO
partikiillerinin aglomere olmasi sonucu ortaya ¢ikan kusurlarin varlig: (Sekil 4.4),
(ii) diisiik elastisite modiilii ile kopmada yetersiz uzama arasindaki sinerjinin diisiik

mukavemet ile sonuglanmasi.
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Tablo 4.1 PLA ve PLA/BFO iskelelerinin mekanik 6zellikleri

Doku iskelesi Elastisite modiilii Gerilme mukavemeti Uzama
(MPa) (MPa) (%)
PLA 34.1+5.3 0.30 +£0.03 5.25+1.73
PLA/BFO 21.5+1.06 0.10 + 0.04 2.69 +0.44

4.2 Hiicre Canlihg Analizi

MSC'ler, belirli bir yaralanma boélgesinden gelen sinyaller dogrultusunda cesitli
dokulara (kemik, kikirdak, iskelet kasi, sinir, yag ve diger dokular) farklilasabilen
cok potansiyelli hiicrelerdir [165]. PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskelelerinde
hADMSC'lerin hiicre canliligi, MTT deneyi ile incelenmistir. Sekil 4.10, inkiibasyon
doénemi (1, 3 ve 7 giin) boyunca hiicre kiiltiirii plakasinda, iskele ile kiiltiirlenen
mezenkimal kok hiicreler icin MTT absorpsiyon degerlerini gostermektedir. In vitro
test sonucunda, mezenkimal kok hiicrelerin sitotoksik etki gostermedigi acik¢a
gorulmektedir ve 3B basilmis doku iskelelerinin hiicreleri kiiltiirlemek igin iyi bir
malzeme olabilecegi soylenebilir. Inkiibasyonun ilk giiniinde, tiim iskeleler icin
hiicre canliligl degerlerinin 2B hiicre hattina kiyasla azaldig1 gézlenmistir. Bunun
nedeni iskelelerdeki 6lii hiicreler olabilir [166]. ilk giin, maksimum canlilik degeri
(%71) PLA’da; en dusik canlhilik degeri (%57) ise PLA/BFO (hat) icin
gozlemlenmistir. Stitunlar, 3. ve 7. glinden itibaren hiicre canlilig1 degerlerinde tiim
iskeleler icin sabit bir artis gostermistir. 3. glinde, iskeleler tizerindeki hiicre canliligi
onemli olgiide artmistir. PLA/BFO iskelesi icin, maksimum artis (%132)
gozlemlenmistir. 7 gilinliik inkiibasyondan sonra, PLA iskeleleri ile kiiltlirlenen
hiicrelerin yasayabilirligi %113'tiir. BFO ile harmanlanmis iskeleler; kontrol
(p<0.05), saf PLA ve PLA/BFO (hat) ile karsilastirlldiginda en yiliksek canlilik
(%129) degerini gostermistir. Bu, PLA ve BFO karisiminin hADMSC'lerin
tutunmasinda daha etkili oldugunu gosterir. Tim bu sonuglar, 3B basilmis doku

iskelelerinin hADMSC'lerin proliferasyonu i¢in iyi bir aday olabilecegine isaret eder.
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Sekil 4.10 3B basilmis doku iskeleleri ile kiiltiirlenen hADMSC'lerin MTT test
sonuglari

4.3 3B Basilmis iskelelerde Hiicrelerin Tutunmasi ve Morfolojisi

Hiicrenin bulundugu ortam, farkl hiicre davranislari icin 6nemli bir parametredir
[167]. hADMSC'lerin 3B doku iskelelerine baglanmasi ve morfolojisi, taramal
elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmistir. Hiicre kiiltiiriintin 7. giiniinde,
hADMSC'ler tim iskelelere baglanmis ve spesifik i benzeri bir morfoloji
sergilemislerdir (Sekil 4.11). Sekil 4.11(a)'da, hADMSC'lerle kiiltiirlenen PLA
iskeleleri, hiicreler igin iyi bir mikro ortam gostermistir. Hiicreler doku iskeleleri
lizerinde biiylimiis ve kismi hiicre-hiicre etkilesimleri ile belirgin bir ii¢ boyutlu
morfoloji gostermistir [168]. PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskelelerinde hiicreler, saf
PLA iskelesine kiyasla daha belirgin bir yayilma morfolojisi gostermistir (Sekil 4.11
(b,c)). Bu yayilma morfolojisi, fibroblastik dokunun karakteristik ag benzeri yapisini
gostermektedir [169]. Hiicre dis1 matris bu ag yapisi ile iliskilendirilebilir. Sekil 4.11
(b)'de, PLA/BFO kompoziti tizerindeki hiicreler genisleyen sitoplazmik cikintilar ve
coklu filopodi ile yayilmis bir morfoloji gostermistir [170]. Sekil 4.11(c)’de,
PLA/BFO (hat) iskelesinde hiicreler daha kalabaliktir ve hiicre-hiicre etkilesimleri

ile hiicre morfolojileri tam olarak gorilmistir. Hiicre morfolojisindeki
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degisikliklerin hiicre aktivitesini gosterdigi ve bunun hiicrelerin gé¢ davranisini
arttirdigr bilinmektedir [171]. Sonug¢ olarak, gozlenen gii¢li yapisma ve
proliferasyon ile tiim iskelelerin biyouyumlulugunun desteklendigi bu
goriintiilerden cikarilabilir. Ayrica, PLA/BFO (hat) iskelesi lizerindeki BFO hatti
yakininda daha fazla hiicre yogunlugu ve hiicre-hiicre temasi, BFO’nun hiicre

yonelimindeki etkisini gostermistir.

Sekil 4.11 Hiicre biiyiimesinin 7. giintinde kiltirlenmis 3B basilmis iskelelerin
SEM goritntiileri: PLA (a), PLA/BFO (b), PLA/BFO (hat) (c)

4.4 3B Basilmis iskelelerde Kiiltiirlenen hADMSC'lere Elektrik

Stimiilasyonu Uygulanmasi

Elektrik stimiilasyonu, hADMSC ile kiiltiirlenmis 3B basilmis BFO hatli PLA
iskelesine uygulanmistir. Elektrik uyaranini lokal olarak tasimak icin BFO hatli PLA
iskelesi tercih edilmistir. Deneysel boliimde belirtildigi gibi, 3B doku iskelesi 48 saat
boyunca elektrik stimiilasyonuna (8 V, 20 mA, 2 Hz frekans) maruz birakilmistir.

Onceki calismalar, fizyolojik seviyenin iizerinde olan 1 V/cm ila 10 V/cm araliginda

60



elektrik stimiilasyonunun, insan BMSC'lerinin gé¢ oranini arttirdigini géstermistir

[122].

Sekil 4.12’deki mikroskop gorintiileri, 48 saat sonunda kontrol grubundaki
hiicrelerin iskelede rastgele bir dagihm sergiledigini (Sekil 4.12(a)); uyarilan
hiicrelerin ise BFO hattina dogru hizalandigini (Sekil 4.12(b)) acikca
gostermektedir. Bu, elektrik stimiilasyonunun hiicre hizalamasi tizerinde 6nemli bir
etkiye sahip oldugunu ve rastgele hiicreleri hizalanacak sekilde yonlendirdigini
kanmitlamaktadir [115], [116], [172]. Ayrica BFO nanopartikiillerinin, néral dokunun
onarimi i¢in transplante edilen hiicreleri lezyon bolgesine yonlendirilmesinde etkili

oldugu sonucuna varilabilir.

48 s

Kontrol

Uyarilmis

Sekil 4.12 48 saat sonunda kontrol (uyarilmamis) ve uyarilmis PLA/BFO (hat)
iskelelerinin goruntiileri. Sekil 4.12(b)’deki ¢izgi, elektrik stimiilasyonu ile
hiicrelerin BFO hattina dogru hizalanmasini gosterir.
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5

SONUC VE ONERILER

5.1 Sonuglar

Bu tez ¢alismasinda noral doku miithendisligi uygulamalari i¢cin 3B baski teknigi
kullanilarak poli-laktik asit (PLA) polimeri ve bizmut ferrit (BFO) nanopartikiillerini
iceren doku iskeleleri gelistirilmistir. BFO nanopartikiilleri basit ve diisiik maliyetli
bir yontem olan birlikte c¢okelme ile sentezlenmis ve hiicreleri elektrik
stimiilasyonuyla yénlendirmek icin doku iskelesine dahil edilmistir. Uretilen BFO
tozlar1 ve 3B basilmis PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) noral iskelelerinin
morfolojik, kimyasal, termal, mekanik ve sitotoksik o6zellikleri ayrintili olarak
incelenmis ve sonuclar degerlendirilmistir. Ayrica elektrik stimiilasyonunun, 3B
basilmis BFO hatli PLA iskelesinde kiultiirlenmis hiicreler iizerindeki etkisi de

gozlemlenmis ve degerlendirilmistir.

DLS analizine gore, BFO partikillerinin ortalama boyutu 144 nm olarak
Olctilmistir. Bu sonug, BFO'nun birlikte ¢okelme yontemi ile nano boyutta basarili
bir sekilde sentezlendigini gostermektedir. BFO nanopartikiillerinin nispeten
tiniform bir boyut dagilimina sahip oldugu SEM analizinde goriilmiistiir. Ayrica, EDX
analizinde tiim partikiillerde bizmut agirlikca %71.5 ve demir agirlik¢a %10 olarak

saptanmuistir.

3B basilmis PLA ve kompozitlerinin SEM goriintiilerine gore, tiim iskeleler istenen
gozenek boyutunda olup tiniform bir morfoloji sergilemislerdir. 3B baski teknigi ile
istenen gozenek boyutu ve geometride iskeleler basarili bir sekilde tiretilmistir. Elde
edilen gorilntilerden, tretilen doku iskelelerinin hiicre tutunmasi, gocli ve
proliferasyonu destekleyebilecegi; besin diflizyonu ve atik eliminasyonu

saglayabilecegi sonucuna varilmistir.

FTIR analizi sonucunda, BFO tozlarinin ve PLA'nin karakteristik bantlari

goriilmiistiir. iskeleye BFO ilavesi, PLA piklerinin pozisyonunu hafif bir sekilde
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kaydirmistir. Bu, partikiillerin PLA c¢o6zeltileri icinde iyi bir sekilde dagildigim

gostermektedir.

DSC analizi, BFO tozlarinin Biz03 ve Fe203 faz olusumunu destekleyen ekzotermik
pikini gostermistir. BFO’nun PLA iskelesine eklenmesi, PLA'nin DSC egrisinde soguk
kristallesme sicakligin1 daha yiiksek bir sicakliga kaydirmistir. Bu, BFO'nun soguk
kristalizasyon islemi i¢cin daha gii¢li bir inhibisyona neden oldugunu

gostermektedir.

XRD sonuglari, BFO nanopartikiillerinin karakteristik kristal yapisini1 ve BFO ve PLA
arasindaki etkilesimlerin varligini desteklemistir. BFO'nun ortalama partikiil
biiytikligii, XRD analiz verileri kullanilarak Debye-Scherrer formiilii ile hesaplanmis
ve 15 nm olarak bulunmustur. Elde edilen sonucun DLS verilerinden farkli olmasi,
DLS 6lglimi  icin hazirlanan BFO slispansiyonunda meydana gelen

aglomerasyonlardan kaynaklanmaktadir.

Cekme testi sonucunda, PLA iskelesine BFO eklenmesi PLA’nin elastisite modiiliinde
diisiise neden olmustur. Bu diisiis, BFO varli§inda PLA'nin kimyasal yapisinin
degismesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica BFO temelli kompozitler, saf PLA'dan
daha diisiik gerilme mukavemeti ile birlikte, kopmada ¢ok daha diisiik bir uzama

sergilemisgtir.

In vitro ¢alismalar, 3B basilmis iskelelerin sitotoksik etkisinin olmadigini ve insan
adipoz dokudan tiiretilmis mezenkimal kok hiicrelerin (hADMSC) proliferasyonunu
destekledigini gostermistir. En yiiksek hiicre canliligi, BFO ile harmanlanmis 3B
basilmis iskelelerde gozlenmistir. Ayrica, hADMSC'lerin tiim iskelelere baglandigi ve

spesifik ig benzeri morfolojiler sergiledigi SEM goritintiileri ile de desteklenmistir.

BFO hatli doku iskelesinin 48 saat boyunca elektrik stimiilasyonuna maruz
birakilmasi sonucunda, uyarilan hiicrelerin BFO hattina dogru hizalandig
gorilmiistiir. Bu, elektrik stimiilasyonunun hiicre hizalamasi iizerinde énemli bir
etkiye sahip oldugunu ve BFO nanopartikiillerinin, néral dokunun onarimi icin

hiicreleri lezyon bélgesine yonlendirmede potansiyeli oldugunu gosterir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda noral doku miihendisliginde kullanilmak tizere 3B

basilmis BFO katkili doku iskeleleri basarili bir sekilde iretilmis ve BFO
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nanopartikiillerinin  hiicrelerle  biyouyumlulugu ve hiicre yo6nlendirme

uygulamalarindaki potansiyeli gosterilmistir.
5.2 Oneriler

» BFO partikiil boyutu 6l¢timii, Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile

desteklenebilir.

» Farkli elektrik stimiilasyonu parametrelerinin mezenkimal kok hiicreler

tizerindeki etkisi arastirilabilir.

» Mezenkimal kok hiicrelerin noral dokulara farklilagsmasi i¢in spesifik hiicre
farklilastirma markerleri kullanilarak daha ileri in vitro c¢alismalar

yapilabilir.

» Calismanin noral hasarlarinin tedavisinde etkisini daha iyi arastirabilmek

icin in vivo ¢alisma ile desteklenebilir.
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