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Nöral Doku Mühendisliği İçin Doku İskelesi  

Tasarımı Ve Geliştirilmesi 

Tuba BEDİR 

 

Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Danışman: Doç. Dr. Cem Bülent ÜSTÜNDAĞ 

 

 

Nöral dokularda meydana gelen hasarlar, merkezi sinir sisteminin düşük rejeneratif 

kapasitesinden dolayı sinir fonksiyonunun kaybına neden olur. Kök hücre temelli 

tedavi, hasarlı sinirin rejenerasyonunda etkili bir yaklaşım olmasına rağmen bu 

hücrelerin doğrudan transplantasyonu, kısa süreli hücre sağkalımı ve mevcut nöral 

doku ile sınırlı entegrasyon gibi problemlere yol açar. Bu durum nöral dokuların 

hızlı ve tam rejenerasyonunu zorlaştırır. Ayrıca, nöral hasarların tedavisinde 

hücrelerin lezyon bölgesine yönlendirilmesi de kritik bir süreçtir. Bu problemlerin 

üstesinden gelebilmek için nöral doku mühendisliği etkili stratejiler sunmaktadır. 

3B biyomimetik iskelelerin geliştirilmesi, hasarlı bölgede hücreler için gerekli 

fiziksel desteği sağlayarak, nöral doku ile daha iyi entegrasyon ve ardından yeni 

doku gelişimiyle sonuçlanabilir. 3B baskı, mikrometre aralığında ve istenilen yapıda 

nöral iskelelerin geliştirilmesinde öne çıkan bir teknolojidir. Elektriksel stimülasyon 

da fiziksel bir faktör olarak sinir rejenerasyon sürecinde büyük  potansiyel gösterir.  

Nöral doku mühendisliği alanına katkı sağlaması amaçlanan bu çalışmada, 3B baskı 

tekniği kullanılarak poli-laktik asit (PLA) polimeri ve bizmut ferrit (BFO) 



xiv 

nanopartiküllerini içeren doku iskeleleri geliştirilmiştir. BFO nanopartikülleri basit 

ve düşük maliyetli bir yöntem olan birlikte çökelme ile sentezlenmiştir. Üretilen BFO 

tozları ve 3B basılmış nöral iskelelerinin morfolojik, kimyasal, termal, mekanik ve 

sitotoksik özellikleri incelenmiş ve nöral doku mühendisliğinde kullanım için uygun 

olduğu görülmüştür. Ayrıca, elektrik stimülasyonunun 3B basılmış nöral iskelede 

kültürlenmiş hücreler üzerindeki etkisi araştırılmış ve elektrik stimülasyonunun 

rasgele dizilmiş hücreleri hizaladığı; BFO nanopartiküllerinin de bu hizalanmış 

hücrelerin yönlendirilmesinde etkili olduğu sonucuna varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Bizmut ferrit, 3B baskı, nöral doku mühendisliği, elektrik 

stimülasyonu, hücre yönlendirmesi. 
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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. 
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1    
GİRİŞ 

 

 Literatür Özeti 

Omurgalılarda sinir sistemi iki ana bölümden oluşur: periferik sinir sistemi (PSS) ve 

merkezi sinir sistemi (MSS). Beyin, omurilik, optik, koku alma ve işitme sistemlerini 

içeren MSS, sinyalleri iletir ve yorumlar, ayrıca PSS'ye uyaranlar sağlar [1], [2]. PSS, 

MSS'ye bağlanan kraniyal, omurga ve otonom sinirleri içerir [3]. Sinir sisteminde iki 

hücre tipi vardır: nöronlar ve nöroglia. Nöronlar sinir sisteminin temel yapısal ve 

fonksiyonel elementleridir ve bir hücre gövdesi (soma) ve uzantılarından (aksonlar 

ve dendritler) oluşur. Ganglia olarak bilinen duyusal sinir soma kümeleri, 

omurganın hemen dışında bulunur [1]. Dendritler elektriksel uyarıları nöron hücre 

gövdesine iletir ve akson, sinyalleri hücre gövdesinden çevre bölgelere, kaslara ve 

organlara iletir [3]. Nöronlar sinapslar yoluyla diğer nöronlara bilgi aktarırlar. Bir 

sinaptik öncesi akson, sinaptik sonrası dendrit veya hedef nöronun hücre gövdesi 

tarafından toplanan nörotransmitterleri serbest bırakır. Nörotransmitterler 

sinaptik yarık içine salınır ve sinaptik veziküller tarafından taşınır. Nöronların hepsi 

aralarında ve nöroglia ile birbirine bağlıdır, vücudun homeostazını koruyan ve 

günlük görevlerin yerine getirilmesine izin verebilecek milyonlarca sinaptik 

bağlantı kurarlar (Şekil 1.1) [4], [5].  
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Şekil 1.1 Bir nöronun anatomik görünümü ve sinaptik süreçleri [4] 

Glial hücreler veya nöroglia, nöronların işlevine yardımcı olan, PSS'deki Schwann 

hücrelerini ve MSS'deki astrositleri ve oligodendrositleri içeren destek hücreleridir. 

Glial hücreler nöronlardan daha fazla miktarda bulunurlar ve mitoza uğrayamayan 

nöronlardan farklı olarak, hücre bölünme kapasitesiteleri bir miktar vardır. 

Nöronlar mitozla bölünemese de kesilmiş bir kısmı yeniden onarabilir veya belirli 

koşullar altında yeni çıkıntılar oluşturabilir [1], [6]. 

PSS'de bulunan Schwann hücrelerinin kılıfları tüm aksonları sarar. Bu Schwann 

hücre tabakasının dış yüzeyinde, epitel tabakalarında bulunana benzer bir bazal 

membran olan nörilemma bulunur. PSS'deki aksonların aksine, MSS aksonları bu 

bazal membran ve Schwann hücrelerinin kılıfına sahip değildir. Bunun yerine birçok 

akson, Schwann hücrelerinin (PSS) veya oligodendrositlerin (MSS) hücre zarının 

ardışık sargılarının yoğun katmanlarından oluşan yalıtıcı bir miyelin kılıf ile 

çevrilidir. Miyelin kılıf akson boyunca sinir impulsunun yayılma hızını arttırır [1], 

[2]. 

1.1.1 Omuriliğin Yapısı 

Omurilik; servikal, torasik, lomber, sakral ve koksigeal omurga bölgelerinden 

oluşur. Omuriliğin kesitine bakıldığında üç koruyucu zar ile çevrilidir; bunlar 

içeriden dışarıya doğru pia mater, araknoid mater ve dura materdir. Omurlar ve 

koruyucu zarlar tarafından iyi korunan sinirler, kordun her bir tarafından çıkar ve 
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vücudun sol ve sağ taraflarındaki innervasyon bölgelerine bağlanır. Her bir taraftaki 

sinirler de köklere bölünür. Ventral kök MSS'den kaslara ve bezlere motor sinyalleri 

taşırken, dorsal kök MSS'ye gelen duyusal sinyalleri taşır. Dorsal kök gangliyonları, 

dorsal kök boyunca bulunur ve duyu nöronlarının hücre gövdelerini içerir (Şekil 

1.2) [1]. 

Omurilik dendritler, aksonlar ve hücre gövdelerinden oluşur. Omuriliğin merkezi, 

boz madde olarak adlandırılan kelebek şekilli bir bölgedir. Bu bölge uyarıcı 

nöronların hücre gövdelerini ayrıca glial hücreleri ve kan damarlarını içerir. Boz 

madde, omuriliğin korunmasına ve izole edilmesine yardımcı olan ak madde ile 

çevrilidir. Ak madde, oligodendrositler, astrositler ve mikroglia (bağışıklık 

hücreleri) dahil olmak üzere glial hücreler ve aksonlardan oluşur [2]. 

Oligodendrositler MSS'deki aksonları miyelinlemeye hizmet ederken, astrositler 

kan-beyin bariyerine katkıda bulunur ve MSS'yi kan proteinlerinden ve hücrelerden 

ayırır. Aksonlar, omurga kemiğinden çıkan, PSS-MSS geçiş bölgesinden geçen ve 

PSS'ye giren, fasiküller olarak bilinen, demetler halinde beyaz maddeden çıkıntı 

yapar. Geçiş bölgesi, MSS'deki gliyal hücrelerin PSS'dekilerden ayrıldığı 

tanımlanmış bir bölgedir [1], [7]. 

 

Şekil 1.2 Omuriliğin anatomisine genel bakış [8] 
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1.1.1.1 Omuriliğin Yaralanmaya Yanıtı 

Omurilik yaralanması (SCI), beyin ve vücudun geri kalanı arasındaki sinir 

bağlantılarının kesintiye uğradığı ve yaralanma seviyesinin altında felç ve duyu 

kaybı ile sonuçlanan henüz etkili bir tedavisi olmayan bir hastalıktır [9]. Periferik 

sinirlerin yaralanma yanıtının aksine, omurilikte travmatik yaralanmalardan 

kaynaklanan fizyolojik olayların dizisi, aksonal rejenerasyonu teşvik etmek yerine 

engellemeye yöneliktir. Omurilik yaralanmasına iki aşamada yanıt gelişir. Olayların 

birincil veya akut fazı, omurilik dokusunda mekanik kuvvetlerin neden olduğu 

doğrudan hasardan kaynaklanır [8], [10]. Örneğin kırık bir omur, omuriliğin bir 

bölümünü ezebilir, sinir hücrelerini yok edebilir, aksonal bağlantıları kesebilir ve 

lokal vaskülatürü bozabilir [10]. İlk yaralanmadan birkaç dakika sonra, omurilik 

şişer, kan akışını bozar ve kontrolsüz nöral aktivite dalgaları bölgeye yayılır. Bu 

olaylar, normalde sıkı bir şekilde düzenlenen iyonik konsantrasyonları bozar, bu da 

lokal nöral fonksiyon kaybına ve kalan vaskülatürün düzenlenmesine yol açar. Bu 

birincil olay dizisine yanıt olarak, ikincil yaralanma olaylarının art arda gelişmesi, 

hücre ölümünü ve doku hasarını ilk yaralanma yerinin ötesine genişletir. Ödem ve 

iskemik hücre ölümü, vaskülatürün bozulması nedeniyle devam eder. Normalde 

sinapslar boyunca sinyal iletmek için kullanılan uyarıcı nörotransmitterler, ilk 

yaralanma sırasında nöronlardan toplu olarak salınır. Ortaya çıkan eksitotoksisite, 

zararlı serbest radikallerin üretimini tetikler ve ayrıca çeşitli mekanizmalarla hücre 

ölümüne aracılık eder. Bu olay zincirinde, uyarıcı transmitterler, programlanmış 

hücre ölüm yollarını (apoptoz) tetikleyen kalsiyum akışına izin vererek, geçitli 

membran kanallarını açar. İkincil olaylar dizisi rejenerasyonu önleyici engeller 

oluşturulmasına da katkıda bulunur. Hücre ölümü, kan omurilik bariyeri yoluyla 

hücrelerin infiltrasyonu ve diğer faktörlerle birleştiğinde yıkıcı bir inflamatuar 

yanıtı tetikler. Yerleşik astrositler ve mikroglia reaktif bir fenotip alır ve nekrotik 

hücre ölümü bölgesi çevresinde glial skar oluşumuna katkıda bulunur. Bu skar 

dokusu, yaralanma bölgesi boyunca aksonal rejenerasyonu engelleyen kondroitin 

sülfat proteoglikanlar (CSPG'ler) gibi büyüme engelleyici faktörler içerir. Diğer 

büyük büyüme engelleyici bileşenler, hasarlı miyelin kılıflarının içinden maruz 

kalan çeşitli molekülleri içerir [8], [10], [11]. Yaranın kronik fazında apoptoz 

demiyelinizasyon, doku atrofisi ve kist oluşumu ile birlikte devam eder. Sonuç 
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olarak, bu faktörler, lezyon boyunca aksonal yeniden büyüme için engelleyici bir 

ortam oluşturur. Buna rağmen yaralı MSS aksonlarının uygun bir mikro ortamda 

yenilenebilecekleri görülmüştür. 

1.1.1.2 Omurilik Yaralanması Tedavisinde Güncel Klinik Yaklaşımlar 

Omurilik onarımı ve rejenerasyonu için mevcut tedaviler sınırlıdır. Akut yaralanma 

olayları ilk hasardan sonra çok hızlı bir şekilde meydana geldiğinden, SCI için 

uygulanan ana klinik müdahalelerden biri, ikincil yaralanma süreçlerini hafifleten 

yüksek dozlarda metilprednizolon uygulanmasıdır. Bununla birlikte, bu tedavi mide 

kanaması, sepsis, pnömoni, akut kortikosteroid miyopati ve yara enfeksiyonu gibi 

birçok ciddi yan etkiye neden olduğu için tartışmalıdır ve nörolojik iyileşmede çok 

az ilerleme kaydetmiştir. SCI için kullanılan diğer tedaviler, omuriliği, hipotermiyi, 

yoğun çok sistemli tıbbi yönetimi ve rehabilitasyon bakımını stabilize etmek için 

cerrahi operasyon içerir [12], [13]. Birçok klinik tedavinin gelişmesine rağmen, 

terapötikler yaralı sinir boşluklarının başarılı bir şekilde köprülenmesi ve sinir 

fonksiyonlarının tam olarak iyileşmesinde fazla ilerleme kaydedememiştir. 

1.1.2 Nöral Doku Mühendisliği 

Doku mühendisliği; hücre biyolojisi, malzeme bilimi ve mühendisliğinin ilke ve 

tekniklerini birarada kullanarak, hastalık veya yaralanmalardan etkilenen doku 

veya organın işlevini sürdürmek, onarmak veya iyileştirmek amacıyla doğal 

dokunun yapısal ve fizyolojik doğasını taklit eden biyolojik ikamelerin 

geliştirilmesine odaklanmaktadır [4].  

MSS’nin hastalık veya yaralanma sonrası kendini yenilemesi ve onarımı sınırlı 

olduğundan doku mühendisliğinde kritik zorluk oluşturmaya devam etmektedir. 

Nöral doku mühendisliği, biyolojik bir iskele, nörotrofik büyüme faktörleri ve uygun 

hücreleri kullanarak omurilik hasarlarını onarmak için yeni stratejiler geliştirmiştir 

(Şekil 1.3) [14]. Başarılı sinir rejenerasyonu için fiziksel destek, üç boyutlu (3B) 

iskele ve iskele benzeri malzemeler tarafından sağlanır. Bu, daha iyi konakçı doku 

engraftasyonu ve ardından hücre fonksiyonunu kolaylaştırmak için yeni doku 

gelişimi ile sonuçlanır [15]. 
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Şekil 1.3 Nöral doku mühendisliği bileşenleri 

1.1.3 Nöral Doku İskeleleri ve Özellikleri 

İdeal olarak bir nöral doku iskelesi aşağıdaki kriterleri karşılamalıdır: (i) 

biyouyumluluk; iskele, hücre yapışmasını, çoğalmasını ve bağışıklık ve sitotoksik 

yanıtın yokluğunda farklılaşmayı desteklemelidir, (ii) biyolojik bozunabilirlik; 

iskele yeni doku oluşumuna çok yakın bir oranda bozunmalı ve sonunda vücuttan 

atılmalıdır, (iii) iletkenlik; sinirsel iletim sinapsta üretilen aksiyon potansiyeline 

bağlıdır. İskelelerin elektriksel iletkenliği böylece nörit büyümesini ve sinir 

rejenerasyonunu teşvik edebilir, (iv) uygun mekanik özellikler; iskeleler lezyon 

bölgesindeki gerilimi artırmamalı veya düzenli hareket sırasında çökmemelidir, (v) 

gözenekli ara bağlantı; doğal dokunun hücre dışı matrisini (ECM) taklit eden 

gözenekli bir yapı, hücrelerin iyi uzamsal dağılımına ve besin ve atık alışverişine izin 

verir [16]. Ek olarak, yaralanmaların köprülenmesi ve sinir rejenerasyonunun 

kolaylaştırılması amacıyla dokunun geliştirilmiş aksonal yönlendirilmesi için 

morfolojik ve kimyasal özelliklerin dahil edilmesi teşvik edilir [15]. Şekil 1.4, ideal 

bir nöral iskelenin sahip olması gereken temel özellikleri göstermektedir.  
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Şekil 1.4 Nöral doku iskele için tasarım kriterlerinin şematik gösterimi [16] 

Hem sentetik hem de doğal kaynaklı polimerler, nörit büyümesi, insan sinir kök 

hücrelerinin farklılaşması ve sinir boşluğu köprülemesi dahil olmak üzere nöral 

doku mühendisliğinde başarılı sonuçlar göstermiştir. MSS yaralanmalarının 

tedavisine yönelik yeni stratejiler arasında polimerik iskeleler, hidrojeller, 

nanopartiküller ve sinir kanalları bulunmaktadır [14].  

Periferik sinir greftleri, MSS onarımı için aksonal rejenerasyonun teşvik 

edilmesinde şu ana kadar ki en etkili stratejidir. Çoklu sinir greftleri, yaralı 

omurilikte rejenerasyon yollarına izin vermeyen beyaz maddeden izin veren gri 

maddeye yönlendirmek için kullanılmıştır [17]. Hücresiz kas greftleri, omurilik 

onarımını kolaylaştırabilen bir başka biyolojik greft kategorisidir. Bir çalışmada kas 

dokusu omuriliğin lezyon boşluğuna transplante edildiğinde aksonların büyüdüğü 

ve tüplerin uzunlamasına ekseni boyunca yönlendirildiği görüldü. Lamina 

tüplerinin varlığı, yenilenen aksonların miyelinasyonuna da yardımcı olmuştur [18]. 

Bir dizi fetal doku mini grefti de, omurilikteki lezyon boşluğunu köprülemek için 

ayrı ayrı veya demet halinde kullanılmıştır. Bu fetal omurilik segmentleri, lezyonlu 

omurilikteki kayıp doğal dokunun onarımında sadece yapısal bir çerçeve olarak 
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hizmet etmekle kalmaz, aynı zamanda nörotrofik faktörler üreterek rejenere 

aksonlara trofik destek sağlar [18]. 

Hidrojeller de omurilik onarımında kullanılmıştır. Üretim süreci sırasında jelasyon 

sıcaklığının ve mekanik özelliklerin ayarlanması kolaylığı, doğal omuriliğe mekanik 

olarak benzeyen ve lezyon bölgesinde düzensiz şekillere uyan hidrojeller üretmeyi 

mümkün kılmıştır [19]. Örneğin omurilikte lezyon boşluğuna implante edilen 

aljinat, çevredeki omurilik dokusu ile iyi entegre olmuştur. Makrofajların jele infiltre 

olduğu ve jel enjeksiyonundan belirli zaman sonra jel ile doldurulmuş lezyon 

bölgesinin enine kesitinde miyelinli aksonlar görülmüştür [18]. 

1.1.4 Nöral Doku İskelesi Üretim Yöntemleri 

Vücutta, hücreler ve dokular üç boyutlu bir mimaride düzenlenir. Bu fonksiyonel 

doku ve organların oluşturmasında iskelelerin, hücre dağılımını kolaylaştırmak ve 

büyümelerini üç boyutlu olarak yönlendirmek için farklı metodoloji ile üretilmesi 

gerekir. 3B iskelelerin üretim teknikleri, geleneksel üretim ve eklemeli imalat (AM) 

olarak ayrılmıştır [20]. 

1.1.4.1 Geleneksel Üretim Teknikleri 

Geleneksel üretim teknikleri, hücrelerin tutunabilmesi için substratlar gibi 

gözenekli polimer yapılarının üretimini içerir. Ancak geleneksel yöntemler 

kullanılarak ayarlanabilir mikro ve makro ölçekli karmaşık yapılar elde etmek 

zordur [21]. Geleneksel üretim teknikleri elektroeğirme, faz ayrımı, gaz köpürme, 

dondurarak kurutma ve çözücü dökümünü içermektedir. 

Elektroeğirme 

Elektroeğirme, nano ölçekli (˂1000 nm) veya mikro ölçekli (˃1 μm) çaplarda 

fiberleri üretmek için yaygın olarak kullanılan bir tekniktir. Bu teknikte, bir şırınga 

pompası, yüksek voltaj kaynağı ve bir toplayıcı gereklidir (Şekil 1.5). İlk olarak, 

yüzey gerilimi ile kılcal kısmın ucunda tutulan polimer çözeltisi ile doldurulmuş bir 

kılcal boruya çok yüksek bir voltaj uygulanır. Elektrik alanının uygulanmasından 

kaynaklanan karşılıklı yük itme, polimer çözeltisi içinde indüklenir. Elektrik 

alanının yoğunluğu arttığında, yük itme bir püskürtme oluşturmak için yüzey 

geriliminin üstesinden gelecektir. Son olarak, çıkan polimer çözeltisi püskürtülür ve 
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püskürtü fiber oluşturmak için toplayıcıya giderken çözücü buharlaşır. 

Nanometreden mikrometre aralığına kadar fiberler; viskozite, iletkenlik ve yüzey 

gerilimi gibi iç çözelti özellikleri ve kılcal borudaki hidrostatik basınç, uygulanan 

elektrik alanının kuvveti ve uç ve toplayıcı arasındaki mesafe de dahil olmak üzere 

parametreler düzenlenerek oluşturulur [22].  

 

Şekil 1.5 Elektroeğirme düzeneğinin şematik gösterimi 

Faz Ayrımı 

Faz ayırma tekniği, biri düşük ve diğeri yüksek polimer konsantrasyonuna sahip 

olan iki fazda polimerik çözeltiyi ayıran sıcaklık değişimini gerektirir. Polimer, fenol 

veya naftalin içerisinde çözdürülür, ardından biyolojik olarak aktif molekül bu 

çözeltiler içinde dağılır. Sıcaklığın düşürülmesi ile sıvı-sıvı faz ayrılır ve iki fazlı bir 

katı oluşturulur ve çözücü, bu yapıya entegre edilen biyoaktif moleküller ile 

gözenekli yapı iskeleleri oluşturmak üzere ekstraksiyon, buharlaştırma ve 

süblimleşme yoluyla uzaklaştırılır [23]. 

Gaz Köpürme 

Gaz köpürme tekniği organik çözücülerin ve yüksek sıcaklıkların kullanılmasını 

gerektirmez. Bu teknik, yüksek gözenekli yapı iskelelerinin üretimi için yüksek 

basınçlı karbondioksit gazı kullanır. İskelelerin gözenekliliği ve gözenekli yapısı, 

polimerde çözünen gaz miktarına bağlıdır [23]. Bu teknikte genellikle 30 ila 700 μm 

gözenek büyüklüğüne ve %85'e kadar gözenekliliğe sahip sünger gibi yapılar 

üretilir [24]. 
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Dondurarak Kurutma 

Dondurarak kurutma tekniği, gözenekli yapı iskelelerinin üretimi için kullanılır [23]. 

Bu teknik üç ana aşama içerir: çözelti düşük bir sıcaklıkta (−70 °C ila −80 °C) 

dondurulur; dondurulmuş numune, birincil kurutma işlemi olarak bilinen kısmi bir 

vakum yoluyla basıncın düşürüldüğü (birkaç milibara kadar) bir odaya yerleştirilir. 

Burada malzeme içindeki buz doğrudan süblimleşme ile uzaklaştırılır ve 

malzemedeki donmamış suyun çoğu, ikincil bir kurutma işleminde desorpsiyon ile 

uzaklaştırılır [22]. 

Çözücü Döküm ve Parçacık Süzme 

Bu teknikte, polimer çözeltisini çözmek için belirli bir boyutta düzgün dağılmış tuz 

parçacıkları ile birleştirilen bir çözücü kullanılır. Çözücü buharlaşarak tuz 

parçacıkları içeren bir matris bırakılır. Matris daha sonra suya batırılır ve tuz, 

yüksek gözenekliliğe sahip bir yapı oluşturmak için süzülür. Partikül süzme ile 

çözücü dökümü sadece ince duvarlı üç boyutlu örneklerin ince zarlarına uyar. Aksi 

takdirde, çözünür parçacıklar polimer matrisinin içinden ayrılamaz. Bu yöntemle 

geliştirilen iskeleler %50 ila %90 arasında bir gözenekliliğe sahiptir [24]. 

1.1.4.2 Eklemeli İmalat (AM) 

Eklemeli imalat iskele üretim tekniklerinin doku mühendisliğinde potansiyeli 

yüksektir. Makro ve mikro ölçekli özelliklerin bağımsız kontrolüne ve karmaşık 

doku fonksiyonları için gerekli olan çok hücreli yapıların üretilmesine izin verir. 

Klinik görüntüleme verilerini ve 3B üretim tekniklerini birleştirmek, özel iskele 

üretiminin yanı sıra iskele tasarımlarının seri üretimini de sağlayabilir [25], [26]. 

Temel AM teknolojileri, genel olarak 3B biyoyazıcı tekniklerini (ekstrüzyon, inkjet, 

eriyik yığma modellemesi, stereolitografi) içermektedir. 

3B Biyoyazıcı 

3B biyoyazıcı teknolojisi, hücrelerin, büyüme faktörlerinin ve farklı 

biyomalzemelerin katmanlar halinde basılması için eklemeli imalat teknolojilerinin 

kullanılmasıdır. Bu teknoloji ile doğal doku/organ özelliklerini yüksek oranda taklit 

eden biyolojik yapılar üretilebilir. Geleneksek yöntemlere kıyasla, bu teknikle 3B 

iskelenin boyutu ve şekli kolayca kontrol edilebilir ve hücrelerle birlikte iskeleler 
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üretilebilir. Bir 3B biyoyazıcı ekipmanı, X-, Y-, Z- ekseni sürücü makinesi, bilgisayar, 

3B modelleme yazılımı (CAD ya da CT) ve biyomürekkep içerir. CAD veya CT 

görüntüleri kullanarak bir tasarım oluşturduktan sonra, bilgisayara bağlı biyoyazıcı 

ekipmanı bir 3B iskele yapısı oluşturur [16]. Biyomürekkepler, biyoyazıcının önemli 

bir bileşenidir ve hücreleri kapsüllemek ve biyomolekülleri dahil etmek için 

kullanılabilen biyomalzemelerden oluşur. Hücre yüklü biyomürekkepler hidrojel 

bazlıdır. Çünkü hidrojeller, hücre canlılığı ve hücrelerin üretime bağlı kuvvetlerden 

korunmasında etkili olabilecek yüksek bir su içeriğine sahiptir. Yazdırmadan önce, 

bir biyomürekkebin çapraz bağlama, viskozite ve jelleşme gibi temel özellikleri 

dikkate alınmalıdır. Çünkü bu özellikler baskı kalitesi, morfoloji, hücre canlılığı ve 

proliferasyonu üzerinde önemli bir etkiye sahiptir [27]. 

Çalışma prensiplerine göre, üç temel 3B biyoyazıcı teknolojisi tanımlanmıştır: 

ekstrüzyon, mürekkep püskürtmeli (inkjet) ve lazer destekli (Şekil 1.6). Bu 

teknolojiler arasında, genellikle ticari iki boyutlu (2B) yazıcılardan uyarlanan inkjet 

biyoyazıcılar, hızlı ve küçük ölçekli ürünler için hücre yüklü sıvı damlaları 

basabilirken; ekstrüzyon temelli biyoyazıcı, hücre yüklü hidrojeller kullanarak 

katmanlar halinde büyük ölçekli 3B yapılar oluşturabilir. Lazer temelli biyoyazıcılar 

ise, güç olarak lazer kullanarak yüksek çözünürlüklü yapıları oluşturabilir [16]. 
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Şekil 1.6 Çalışma prensiplerine göre üç ana 3B biyoyazıcı teknolojisinin şematik 
gösterimi: (A) Ekstrüzyon biyoyazıcı (pnömatik, piston, vida); (B) Inkjet biyoyazıcı 

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

3B biyoyazıcı yöntemleri arasında inkjet, mikro-ekstrüzyon, stereolitografi ve eriyik 

yığma modellemesi, nöral doku mühendisliği çalışmalarında daha fazla dikkat 

çekmiştir. 

Eriyik Yığma Modellemesi (FDM) 

FDM tekniğinde, 3B bir yapı oluşturmak için termoplastik polimerden yapılan 

filament kullanılır. Filament, sıcaklık ile yazdırılabilir formu (yarı sıvı durum) elde 

etmek için nozülde ısıtılır ve platforma ekstrüde edilir [28]. Yüksek sıcaklık 

kullanıldığı için bu yöntem doğrudan hücre baskısı için uygun değildir. Bu nedenle 

hücreler, baskı işleminden sonra yapı üzerine kültürlenir. FDM, düşük bir 

hassasiyete (± 127 μm) ve yüksek çözünürlüğe (50-762 μm) sahiptir. Bu yöntem için 
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herhangi bir çözücü gerekli olmadığından, malzemenin üretilmesi ve işlenmesi 

yolunda kolaylık sağlar. Ayrıca, besleme stoğunu değiştirmek zorunda kalmadan 

sürekli üretime izin verir [16]. 

Stereolitografi (SLA) 

SLA yöntemi, bir ultraviyole (UV) lazerden oluşur ve lazeri, bir fotobaşlatıcı 

eklenerek foto-duyarlılaştırılmış bir hidrojel veya reçineye odaklama işlevine 

sahiptir. UV lazer sıvının katılaşmasını sağlar. Komşu polimer zincirleri arasındaki 

kovalent bağlar lazer tarafından sağlanan enerji tarafından oluşturulur. 3B yapıdaki 

katmanlar, platformu sıvı tankına daldırarak ve katmanın yüksekliğine olan 

mesafeye eşit olacak şekilde hareketini yukarıdan aşağıya doğru değiştirerek elde 

edilir. SLA, biyoyazıcı için en yüksek çözünürlüğe sahip yöntemdir [16], [29]. 

1.1.5 Nöral Doku Mühendisliği İçin Doğal Polimerler 

Nöral doku mühendisliğinde doğal polimerlerin kullanımı, yüksek 

biyouyumlulukları ve kimyasal olarak ayarlanabilen özelliklerle beraber doğal 

biyolojik bozunma kinetikleri nedeniyle oldukça avantajlıdır. Çoğu zaman doğal 

polimerler, insan vücudunda bulunan maddelere benzerdir ve vücutta 

implantasyonda sitotoksisite ve immünojenik reaksiyon risklerini en aza indirir 

[30]. Nöral doku mühendisliğinde doğal polimerler, matris oluşturucular, jelleştirici 

ajanlar veya ilaç salım düzenleyicileri dahil olmak üzere farklı rolleri yerine 

getirebilir ve omurilik gibi zor bir fizyolojik geometride bir kusura uyacak şekilde 

kolayca ayarlanabilir [14], [31]. Ancak, karmaşık kimyasal yapıları nedeniyle zayıf 

mekanik özellikleri, termal duyarlılıkları ve işleme zorlukları, doğal polimerlerin 

etkinliğini engeller ve sentetik veya elektroiletken polimerler ile beraber 

kullanımlarını gerektirir. Nöral doku mühendisliğinde yaygın olarak kullanılan 

doğal polimerler kolajen, jelatin, hiyalüronik asit, kitosan, kitin, elastin ve aljinattır 

[14]. Tablo 1.1, nöral doku mühendisliğinde kullanılan ana doğal polimerleri ve 

birlikte kullanıldığı hücreleri özetlemektedir.  
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Tablo 1.1 Nöral doku mühendisliğinde doğal polimerler ve hücreler 

Polimer 

 

Avantaj Dezavantaj Kullanılan 
Hücreler 

Ref. 

 

 

Kolajen 

Çok yönlülük, düşük 
antijenite, biyouyumluluk, 
enflamatuar ve sitotoksik 
yanıt oluşturmaması, iyi 
su alım kapasitesi, 
mekanik ve çapraz 
bağlanma özelliklerini 
ayarlama yeteneği. 

Su alımı üzerine 
zayıf mekanik ve 
yapısal stabilite. 

Kemik iliği 
türevi 
mezenkimal 
kök hücreler 
(BMSC) ve 
Schwann 
hücreleri. 

[32], 
[33] 

 

Hyalüronik 
Asit 

İyi biyouyumluluk, yüksek 
su içeriği, güvenilir 
bozunmuş ürünler, sınırlı 
immünojenite, 
viskoelastik özellikler ve 
yara iyileşmesi, metastaz 
vb. etkileme yeteneği. 

Hücrelerin 
bağlanmaması ve 
suda 
çözünürlüğü. 

Fare 
mezenkimal 
kök hücreleri 
(MSC) ve 
Schwann 
hücreleri. 

[34], 
[35] 

 

 

Aljinat 

Yüksek biyouyumluluk, 
yüksek biyobozunurluk, 
antijenik olmaması, 
şelatlama özelliği.  

Kararsız mekanik 
özellikler, 
spesifik hücre 
tanıma sinyalinin 
eksikliği. 

Nöral kök 
hücreler (NSC) 
ve Schwann 
hücreleri. 

[33], 
[34] 

 

 

Kitosan 

Biyouyumluluk, 
biyobozunurluk, toksik 
olmama, mantar, maya ve 
bakterilerin büyümesinin 
inhibisyonu ve 
immünojenik olmayan 
özellikler. 

Kitosanın bazı 
formları toksik 
olabilir. 

Schwann 
hücreleri ve 
BMSC türevli 
Schwann 
hücreleri. 

[38], 
[39] 

 

1.1.6 Nöral Doku Mühendisliği İçin Sentetik Polimerler 

Nöral uygulamalar için kullanılan sentetik polimerler, biyolojik olarak 

parçalanabilir veya biyolojik olarak parçalanamaz olabilir. Laktik ve glikolik asit 

poliesterleri (PLA, PGA) ve bunların kopolimeri PLGA, polietilen glikol (PEG) bazlı 

hidrojeller gibi biyolojik olarak bozunabilirken, metakrilat içeren biyomalzemeler 

genellikle biyolojik olarak bozunmaz [31]. Sentetik polimerlerin yüzey 

modifikasyon teknikleri ile işlevselleştirilmesi ve nörotrofik faktörlerin dahil 

edilmesi, MSS'ye ilaç salımında ve gen dağıtım araçlarında sentetik iskelelerin 

kullanımını genişletmiştir [40]. Sentetik polimerler, ıslak eğirme, dondurarak 
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kurutma ve elektroeğirme gibi birçok üretim tekniği ile de uyumludur. Ancak, 

sentetik polimerlerin kullanımıyla ilgili bazı problemler vardır. Bu polimerler esas 

olarak toksik olmamasına rağmen tamamlanmamış polimerizasyonun, bozunma 

ürünlerinin ve plastikleştiricilerin toksik kalıntı monomerlerini bulundurabilir. Bu 

nedenle, sentetik polimerler kliniğe çevrilmeden önce yoğun ve kapsamlı testler 

gerektirir [14]. Nöral doku mühendisliğinde kullanılan ana sentetik polimerler ve  

birlikte kullanıldığı hücreler Tablo 1.2'de özetlenmiştir. 

Tablo 1.2 Nöral doku mühendisliğinde sentetik polimerler ve hücreler 

Polimer 

 

Avantaj Dezavantaj Kullanılan 
Hücreler 

Ref. 

 

Poli-laktik asit 
(PLA) 

Biyobozunur, ultra 
ince sürekli lifler, 
yüksek yüzey/hacim 
oranı, yüksek 
gözeneklilik, gözenek 
boyutunun 50-350 
nm arasında değişen 
dağılımı. 

Zayıf 
biyouyumluluk, 
bozunma sırasında 
asidik ürünlerin 
salımı, zayıf işleme 
kabiliyeti ve 
bozunma sırasında 
mekanik özelliklerin 
erken bozulması. 

MSC'ler, 
NSC'ler ve 
Schwann 
hücreleri. 

[41], 
[42] 

 

Poli-laktit-ko-
glikolik asit 

(PLGA) 

Biyobozunurluk, 
toksik olmama ve 
film oluşturma 
yeteneği. 

Plastik 
deformasyonu ve 
uzun süreli gerilime 
maruz kalmada 
başarısızlık, 
bozunmada asidik 
ürünlerin açığa 
çıkması.  

NSC’ler, 
NPC’ler ve 
fare 
embriyonik 
fibroblastları.  

 

[32], 
[43] 

 

Polikaprolakton 
(PCL) 

Biyobozunur, 
biyouyumlu, yüksek 
elastikiyete, düşük 
toksisiteye, iyi 
mekanik özelliklere 
ve yavaş 
degradasyon 
profiline sahiptir. 

Organik çözücülerin 
kullanımı üzerine 
sitotoksik etkiler. 

Adipoz 
türevli 
multipotent 
Schwann 
hücreleri, 
hMSC’ler, 
NSC’ler ve 
Schwann 
hücreleri.  

[44], 
[45] 
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Tablo 1.2 Nöral doku mühendisliğinde sentetik polimerler ve hücreler (devamı) 

 

Polietilen glikol 
(PEG) 

Yüksek derecede 
biyouyumlu, 
biyobozunur, 
immünojenik 
olmama, nöro-
koruyucu. 

Yüksek oranda 
hidrofilik. 

NPC’ler, 
NSC’ler. 

[46] 

Poli (2-
hidroksietil 
metakrilat) 

pHEMA 

Aşırı hidrofilik, 
biyouyumluluk ve 
düşük sıcaklıklarda 
polimerize olabilme 
(-20 °C ile +10 °C 
arasında). 

Biyobozunur 
olmama. 

PC12 
hücreleri. 

[14] 

Polianalin 
(PANI) 

Çok yönlülük, iletken, 
iyi biyouyumluluk ve 
artmış nörit 
büyümesi. 

Bozunamama ve 
kronik inflamasyon. 

hMSC’ler, 
NSC’ler.  

[47], 
[48]  

 

 

Polipirol (PPY) 

İletken, sertlik, iyi 
biyouyumluluk ve 
hücre yapışma 
özellikleri, toksik 
olmayan, alerjik 
olmayan, mutajenik 
olmayan ve hemolitik 
olmayan özellikleri 
sergiler. 

Çözünmeme, 
biyobozunmama ve 
zayıf işleme 
kararlılığı. 

Schwann 
hücreleri. 

[49], 
[50] 

PLA, PGA ve bunların kopolimeri PLGA gibi poli (α-hidroksi asit) polimerleri, nöral 

doku mühendisliğinde bir dizi farklı biyomedikal uygulama için biyomalzeme olarak 

kullanılmıştır. Hem PLA hem de PGA in vivo absorbe edilebilir veya hidrolize 

edilebilir ve bunlar biyobozunurdur. PLA ve PGA, daha önce emilebilir bir dikiş 

materyali [51] ve yara iyileşmesi için aşılama materyali olarak kullanıldıklarından 

sinir doku rejenerasyonu çalışmaları için denenen ilk biyopolimerlerdir [52]. 

PLA, aksonların uzamasına izin veren ve vasküler büyümeyi desteklemek için 

Schwann hücrelerine destek sağlayan iskelelerin tasarlanmasında ve üretilmesinde 

başarıyla kullanılmıştır [53]. PLA iskeleleri boyutsal veya yapısal olarak kararsızdır 

ve çoğu zaman parçalanabilirler. Bu nedenle, PLA veya PGA kopolimerleri mekanik 

olarak daha güvenilir oldukları için tercih edilmektedir. Nanofibröz PLA bazlı çok 

kanallı iskeleler, NSC’lerin olgun nöronlara farklılaşmasını in vitro teşvik etmek için 
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kullanılmıştır [54]. Gelişmiş mekanik özelliklere rağmen, nanofiber mikro yapının 

çok hızlı bozunduğu gözlendi ve doğal bir polimer (jelatin sargı) kullanılarak 

stabilize edildi [55]. Ayrıca, PPY-PLA fiberlerinin akson yapışmasını, hizalanmasını 

ve uzamayı arttırdığı gösterilmiştir [56]. Bir çalışmada, PLA nanofibröz iskelesi 

mezenkimal kök hücrelerle kültürlenmiştir.  Farklı nörojenik soylara farklılaşmanın 

indüklendiği gösterilmiştir [57]. Hizalı elektrospun PLA fiberlerinin nörit uzamasını 

ve akson rejenerasyonunu rastgele elektrospun fiberlerden daha iyi desteklediği 

gösterilmiş ancak rasgele ve hizalı fiberlerde NSC farklılaşması aynı sonuçları 

vermiştir [58].  

PLA'nın Schwann hücreleri ve omurilikle emilebilirlik ve biyouyumluluk 

göstermesinden sonra [53] Miami Üniversitesi grubu tek kanallı Schwann hücresi 

yüklü iskeleleri kesilen sıçan omuriliğine yerleştirdi. PLA iskelesi yapısal olarak 

kararsız, parçalanmış ve çökmüştür, ancak aksonların genişlemesini ve vasküler 

büyümeyi greft içerisine desteklediği kanıtlanmıştır [59]. Başka bir çalışmada, 

uzunlamasına hizalanmış gözeneklerle yapılan makro gözenekli PLA köpük 

iskeleleri dondurarak kurutma tekniği kullanılarak üretilmiştir. BDNF, iskele 

matrisine çözündürüldü, ancak akson sayılarında genel olarak yüksek bir iyileşme 

göstermedi [60]. Bu çalışma, Schwann hücrelerini, BDNF ve NT-3 aktivitesi ile iki 

fonksiyonlu bir nörotrofin (D15A) salgılamak için genetik olarak tasarlanmış 

köpüğe eklenerek genişletildi [61]. Aksonal rejenerasyon 6. haftada normaldi ve 

iskele yerleştirilmesinin ilk haftasında birkaç Schwann hücresi hayatta kalmıştır 

[62]. PANI/PLA-PCL elektroaktif elektrospun fiberleri, PC12 hücrelerinin NGF 

indüklenmiş nörit büyümesini arttırmış ve etkili bir greft materyali olarak sinir 

rejenerasyonu için büyük bir potansiyel göstermiştir [63]. 

Karbon nanomalzemeler sinir stimülasyonu ve rejenerasyonu için umut verici 

adaylar olarak önerilmektedir. Karbon nanoyapılar benzersiz mekanik, elektriksel 

ve fizikokimyasal özelliklere sahiptir [64]. Özellikle nöral doku mühendisliği esas 

olarak iletkenlik, esneklik ve biyouyumluluk özellikleri nedeniyle grafen ve karbon 

nanotüpleri (CNT) kullanır [14]. Tablo 1.3, nöral doku mühendisliğinde grafen ve 

karbon nanotüplerin uygulamalarını özetlemektedir. 
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Tablo 1.3 Nöral doku mühendisliğinde karbon nanomalzemelerin uygulamaları 

Doku iskelesi Hücre tipi Sonuçlar Ref. 

CNT NSC’ler Nöral kök hücre çoğalmasını ve 
erken nöronal farklılaşmayı 
teşvik etti. 

[65] 

Grafen oksit (GO) Nöron  İskele gelişmiş nörit büyümesi 
ve anjiyojenik restorasyon 
gösterdi. 

[66] 

Grafen/PVA/Aljinat Sıçan glioma 
hücreleri 

Gelişmiş elektriksel ve mekanik 
özellikler sergiledi. Hücre 
bağlanması, yayılması ve 
hücrelerin çoğalmasında artış 
gözlendi. 

[67] 

Grafen NSC’ler Nöral çoğalma, stimülasyon, kök 
hücrelerin uyarılmış 
farklılaşması, bozunabilirlik ve 
implante edilebilir nöronal ağlar 
gözlendi. 

[68] 

3B yazdırılabilir 
Grafen/PLGA 

hMSC’ler In vivo çalışmalar, kompozitin 
en az 30 gün boyunca 
biyouyumlu olduğunu kanıtladı. 

[69] 

 

Grafen, GO and CNT Fare ESC’leri Sadece GO, grafen ve CNT'ye 
kıyasla dopaminerjik nöron 
farklılaşmasını destekleyebildi.  

[70]  

 

1.1.7 Nöral Doku Mühendisliğinde Destek Hücreleri 

Periferik sinir hasarlarının onarımında, nöral iskeleler tek başına kullanılarak 

periferik sinirlerin küçük boşlukları yeniden oluşturulmuş ve başarı sağlanmıştır. 

Ancak sinir boşluklarının uzunluğu arttığında, destek hücreleri veya büyüme 

faktörleri dahil edilmedikçe nöral iskeleler tek başına yeterli olmayacaktır. Yaralı 

sinire implante edilen destek hücreleri, sinir rejenerasyonunu kolaylaştırmak için 

büyüme faktörleri veya ECM molekülleri üretebilir. Schwann hücreleri, nöral kök 

hücreler, embriyonik kök hücreler ve mezenkimal kök hücreler, diğerleri arasında 

en çok çalışılan destek hücreleridir [71]. 
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1.1.7.1 Schwann Hücreleri 

Schwann hücreleri, periferik sinir sistemindeki ana glial hücrelerdir ve nöronların 

fonksiyonları ve hayatta kalmasında önemli bir rol oynamaktadır. Sinir 

yaralanmasına yanıt olarak, Schwann hücreleri fenotipte hızlı değişiklikler yapar ve 

bunların bazal laminası, aksonların yeniden büyümesi için bir kanal sağlar [72]. Bu 

hücreler aynı zamanda sinir büyüme faktörü (NGF), beyin türevi nörotrofik faktör 

(BDNF), insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) ve duyusal sistemdeki eritropoietin 

ve motor sistemdeki glial türevli büyüme faktörü gibi farklı büyüme faktörleri de 

üretmektedir [73]. Ek olarak, miyelin birikintisinin başlangıç temizlenmesinde rol 

alarak fagositoz özelliğine de sahiptir. Bu özellikler Schwann hücrelerini periferik 

sinir rejenerasyonunda ilk ve en yaygın kullanılan destek hücreleri yapar [74]. 

1.1.7.2 Embriyonik Kök Hücreler (ESC) 

ESC’ler, sınırsız çoğalma ve çeşitli koşullar altında nöronlara farklılaşma açısından 

büyük potansiyele sahiptir ve bu nedenle sinirsel hasarlar için hücre temelli 

tedavilerde iyi bir destek hücresi adayıdır. ESC’ler, embriyonik blastosistin iç hücre 

kitlesinden türetilen farklılaşmamış pluripotent hücrelerdir; sınırsız kendini 

yenileme kapasitesine ve vücuttaki herhangi bir hücre tipine farklılaşma yeteneğine 

sahiptir [71]. ESC’lerin farklılaşması, büyüme faktörlerinin uyarılması ile modüle 

edilebilir. Retinoik asit (RA) ve sinir büyüme faktörünün, nöronal farklılaşmanın 

güçlü arttırıcıları olduğu ve nörona özgü moleküllerin ekspresyonunu ortaya 

çıkardıkları bulunmuştur [75]. 

1.1.7.3 Nöral Kök Hücreler (NSC) 

NSC'ler, nöronlar, astrositler ve oligodendrositler dahil olmak üzere sinir sisteminin 

üç ana hücresel ögesine farklılaşma potansiyeline sahiptir ve sinir yaralanmalarına 

yanıt olarak sınırsız şekilde çoğalabilir ve hızlı hücresel büyümeye uğrayabilirler. 

Çok potansiyelli farklılaşma, güçlü plastisite, yüksek göç yeteneği, kolay izolasyon, 

in vitro kültür ve düşük immünojenite gibi özellikleri, NSC'leri doku mühendisliği 

yapılmış sinir greftleri için cazip bir destek hücresi kaynağı haline getirir [76].  
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1.1.7.4 Mezenkimal Kök Hücreler (MSC) 

MSC’ler, mezenkimal dokuların yanı sıra epitelyal, endotelyal ve nöronal hücre 

soylarına farklılaşma potansiyeline sahip multipotent hücrelerdir. Erişkin ve 

yenidoğan dokusundaki çeşitli kök hücre nişlerinden temin edilir [77], [78], [79]. 

Erişkin doku kaynakları arasında birincil kaynak olarak, kemik iliği, yağ dokusu, 

periferik kan ve diş pulpu bulunur. Yenidoğan dokusunda ise amnion, plasenta, 

göbek bağı ve insan göbek kordonu kanı gibi dokulardan elde edilir [80]. MSC’lerin 

in vitro elde edilmesi, büyütülmesi ve manipüle edilmesi nispeten daha kolay 

olduğundan uygun bir hücre adayıdır [81]. MSC'ler daha az immünojeniktir; düşük 

tümörojenitesi, ESC’lerden ve fetal kökenli kök hücrelerden daha az etik probleme 

sahip olması nedeniyle otolog veya allojenik hücre kaynağı olarak kullanılabilirler 

[82]. Kompleks bir dizi faktörün expresyonuna dayanarak, MSC’ler beynin 

nörokorunması ve nörorejenerasyonunu çoklu mekanizmalarla destekler [83]. Bu 

faktörler, sitokinler ve büyüme faktörleri gibi çözünür sinyalleri ve ECM bileşenleri 

gibi çözünmeyen faktörleri içerir. MSC transplantasyonuyla inflamasyon, 

immünomodülasyon da azalma, çevre beyin hücrelerinin korunması ve ayrıca 

konak anjiyogenezin, nörogenezin ve sinaptogenezin uyarılması sağlanabilir. 

İlaveten, MSC’lerin düşük bir yüzdesi, in vivo olarak nöral hücrelere 

transdiferansiye olabilir ve kayıp nöral dokunun yerini alabilir [84].  

1.1.8 Büyüme Faktörleri 

Büyüme faktörleri, hücre çoğalmasını ve farklılaşmasını düzenleyebilen çeşitli 

hücreler tarafından üretilen proteinler ve polipeptitleri ifade eder. Sinir 

rejenerasyonu, hücreler, ECM molekülleri ve büyüme faktörleri arasındaki birçok 

karmaşık etkileşim tarafından modüle edildiğinden, sinir hasar bölgelerindeki 

büyüme faktörlerinin varlığı, sinir rejenerasyonunda ilgili çeşitli hücre tiplerinin 

hayatta kalma, çoğalma, göç ve farklılaşmasının kontrolünde hayati bir rol 

oynamaktadır [71]. 

Sinir hasarından sonra, sinir hücreleri tarafından salgılanan endojen büyüme 

faktörlerinin akson rejenerasyonunu destekleyebileceği ancak bu destekleyici 

etkinin, büyüme faktörleri üretiminde zamanla belirgin bir düşüş göstererek 

sürdürülemeyeceği gösterilmiştir [85]. Bu nedenle, sürekli ve kontrollü bir büyüme 
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faktörü ihtiyacı duyulmuştur. Nöral iskele içindeki destek hücreleri tarafından 

dolaylı olarak sağlanan nörotrofik hareketlerin yanı sıra, eksojen büyüme faktörleri 

nöral iskeleye doğrudan eklenebilir ve sinir greftlerinin temel bir bileşeni olarak 

görev yapabilir.  

1.1.8.1 Nörotrofik Faktörler 

İstenen bir hücresel yanıtı ortaya çıkarmak için hidrojellere nörotrofik faktörler 

eklenebilir. Epidermal büyüme faktörü (EGF), FGF, HGF, IGF-1, PDGF, VEGF gibi 

nörotrofik faktörlerin yanı sıra NGF, BDNF, NT-3 ve NT 4/5 içeren nörotrofinler 

etkilerini göstermek için tirozin kinaz reseptörlerine bağlanır. Nörotrofinler ayrıca, 

TNF-α reseptörleri ailesinin bir üyesi olan p75'e bağlanarak etkilerini gösterirler. 

GDNF, neurturin, persephin ve artemin de dahil olmak üzere diğer nörotrofik 

faktörler, spesifik olarak glial hücre dizisinden türetilir ve etkilerini GDNF aile 

reseptörü GFR-α aracılığıyla uygular. Çoğu sinyalleme molekülü gibi, tüm bu 

nörotrofik faktörler genellikle in vivo peptidazların hızlı proteolizinden dolayı kısa 

ömre sahiptir. Ancak bu engel, nörotrofik faktörlerin hidrojellere tutunması 

sayesinde uzun süreli, lokalize olarak taşınması ile önlenebilir. Bu durum, gelişmiş 

nöronal hayatta kalma, çoğalma, göç, farklılaşma, akson büyümesi ve sinaptik 

plastisiteye izin verir. Ayrıca, çoklu nörotrofik faktörleri birleştirmenin karşılıklı 

etkiler oluşturduğu gösterilmiştir [86]. Nöral doku mühendisliğinde yaygın olarak 

kullanılan nörotrofik faktörler ve etkileri Tablo 1.4’de özetlenmiştir. 

Tablo 1.4 Nörotrofik faktörlere nöral yanıtlar [1] 

Nörotrofik faktörler Desteklenen nöral yanıt 

BDNF, NT-3, NT-4/5, CNTF, GDNF 

NGF, NT-4/5, GDNF 

NGF, BDNF, NT-3 

NGF, NT-3, CNTF, FGF 

NGF, NT-3, NT-4/5, CNTF, GDNF, FGF 

NGF, NT-3, GDNF, FGF 

Motor nöron sağkalımı ve büyümesi 

Duyu nöron sağkalımı 

Duyu nöron büyümesi 

Omurilik rejenerasyonu 

Periferik sinir rejenerasyonu 

PSS-MSS geçiş bölgesinde duyu siniri 
büyümesi 
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1.1.9 Nöral Doku Mühendisliğinde Elektrik Stimülasyonu 

1.1.9.1 Sinir Hücrelerinin Elektriksel Özellikleri 

Elektriksel sinyal, sinir fonksiyonuna özgüdür. Tamamen gelişmiş nöronlar, motor 

fonksiyonları ve duyusal algılamayı sağlamak için vücut boyunca elektriksel 

uyarıların hızlı ve uzun mesafeli iletimini gerçekleştirir. Sinir sinyalleri, hızlı nöronal 

depolarizasyon kaskadlarını içeren aksiyon potansiyelleri sayesinde hızlı bir şekilde 

(120 ms-1 ye kadar) hareket eder [87]. Nöronlar gibi uyarılabilir hücrelerde bulunan 

bu özel elektriksel aktivite biçiminin yanı sıra, tüm canlı hücreler iyon akışları ve zar 

ötesi potansiyellerinin kontrolü yoluyla homeostazı korumak için elektrik sistemleri 

kullanır. Bu süreçler sinir sinyali iletiminden daha yavaş ve daha uzun zamanda 

meydana gelir. Na+, K+, H+, Ca2+ ve Cl− gibi iyonlar endojen biyoelektrikliğin temelini 

oluşturur, ayrıca daha büyük yük taşıyan biyomoleküller de katkıda bulunabilir 

[88]. Bu yüklü türlerin yönlü hareketi akım üretirken, ayrışmaları elektriksel 

potansiyel farkı veya voltaj üretir. Endojen olarak üretilen elektrik sinyallerinin 

sinir sistemi dahil birçok doku tipinin embriyonik gelişimini kontrol ettiği 

bulunmuştur [89]. Hücre göçü, yara iyileşmesi ve doku rejenerasyonu da endojen 

elektrik alanları tarafından düzenlenmektedir [87], [88]. Örneğin, omuriliğin büyük 

ve kalıcı elektrik sinyalleri üreterek hasara tepki verdiği ve uygulanan elektrik 

stimülasyonunun insan ve diğer memelilerde omurilik onarımını teşvik edebileceği 

gösterilmiştir [90]. 

1.1.9.2 Elektrik Stimülasyonu ve Etkileri 

Transplante edilen hücreler konakçı dokularda kolayca kaybedildiği ve düşük 

sağkalım oranlarına sahip olduğu için, doku veya organların hızlı ve tam 

rejenerasyonu çok zordur [91]. Ayrıca, yara bölgesine göç eden hasarlı hücreler 

daha ciddi sonuçlar doğuracaktır [92]. Bu nedenle hücre çoğalması, göçü, 

farklılaşması ve diğer hücresel süreçleri içeren in vitro ve in vivo hücre davranışının 

manipülasyonu gerekir [93]. Birçok büyüme faktörü ve nörotrofik faktörün hücre 

farklılaşması ve onarımında önemli bir biyokimyasal rol oynadığı bilinmektedir. 

Ancak, iskele topografyası ve sertliği, mekanik kuvvetler ve elektrik alanları gibi 

biyofiziksel faktörler de hücrelerin davranışını ve doku gelişimini etkileyebilir [87], 

[94]. 
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Biyofiziksel bir faktör olarak, elektrik stimülasyonu (ES), yara iyileşmesi, doku 

onarımı, embriyogenez, organizmaların yeniden modellenmesi ve büyümesi gibi 

biyolojik süreçlerde önemli bir rol oynar [95], [96]. Klinik ortamda, sinir, kemik, bağ 

ve eklem kıkırdağı gibi yaralı dokuların iyileşmesini hızlandırmak için 

nöromüsküler sistemdeki hasarlı dokuları canlandırmak için elektriksel tedavi 

uygulanmıştır [96], [97]. Ayrıca, birçok çalışma ES'nin hücre davranışlarını in vitro 

ve in vivo etkili bir şekilde manipüle edebileceğini göstermektedir. Örneğin, insan 

MSC’leri, bir aya kadar darbeli elektromanyetik alanlara maruz kaldığında artan 

proliferasyon ve farklılaşma potansiyeli göstermiştir [98]. Ayrıca, ES, NSC’lerin nörit 

büyümesini geliştirebilir ve farklılaşmasını da manipüle edilebilir [99]. İnsan 

vücudunda, stimülasyona maruz kalan her hücre ve lokal biyoelektrik sinyaller 

çeşitli dokulardaki hücreleri etkiler [100]. ES, hücrelerin kendiliğinden sinyaller 

iletmelerini tetikler, bunun sonucunda göç, farklılaşma ve proliferasyon gibi 

doğrudan hücre aktivitelerine destekler. Ayrıca ES, diğer tekniklerle sinerjik olarak 

kullanılabilir, böylece tüm sürecin maliyetini azaltır [101], [102]. 

Hücresel düzeyde, bir elektrik alanı (DC veya düşük frekanslı AC) in vitro veya in 

vivo uygulandığında, hücre düzeyinde bazı durumlar meydana gelir (Şekil 1.7). İlk 

olarak hücrenin katoda bakan tarafının zarı depolarize edilir ve anoda bakan taraf 

hiperpolarize edilir. Bu, integrin sinyallerini uyaran voltaj kapılı K+ kanallarının 

aktivasyonuna veya katot tarafında Ca2+ kanallarının açılmasına ve Ca2+ gradyanına 

neden olan anot tarafında kapatılmasına yol açar. Bu gradyan, Ca2+ salımını 

indükleyebilir ve sitozol kalsiyum konsantrasyonunda aktin hücre iskeletinin 

parçalanmasına yol açan bir artış vardır. Birkaç hücre tipine bağlı yol kalsiyum 

salımlarını düzenler; iyon kanalları, fosfolipaz C (PLC), integrinler ve ATP, 

hücrelerin kalsiyum dinamiğinde rol oynar [103]. Uygulanan elektrik alanı, hücre içi 

ATP seviyelerinde azalmaya neden olur, bu da ERM bağlayıcı protein bağlanması 

inhibe edildiğinde aktin hücre iskeletinin hücre zarından ayrılmasına yol açar. 

Büyüme faktörleri, elektrik alan nedeniyle yeniden dağıtılan reseptörlere bağlanır 

ve bu, aktin polimerizasyonunu tetikler. Sonuç olarak, hücre içi sinyal yolları 

etkinleştirilir [103], [104]. 
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Şekil 1.7 Elektrik alanının hücre üzerindeki etkisinin ve kalsiyum dinamiğinin 
şematik görünümü [103] 

1.1.9.3 Elektriksel Stimülasyon Yöntemleri Ve Parametreleri 

ES yöntemleri temel olarak üçe ayrılabilir: doğrudan bağlantı, kapasitif bağlantı ve 

bir elektromanyetik alan kullanma. Doğrudan bağlantıda, elektrotlar doğrudan 

kültür ortamına yerleştirilir ve ES'yi vermek için iskeleye bağlanır (Şekil 1.8 (A)). Bu 

yöntem kolay kullanımı nedeniyle yaygın olarak kullanılır. Ancak elektrodun 

yetersiz biyouyumluluğu, ortamla temasın sıcaklık artışına, pH değişikliklerine ve 

zararlı yan ürünlerin oluşmasına neden olması gibi dezavantajları bulunmaktadır 

[105]. Bir çalışmada, elektrospun PLA/PANI iskelesinde kültürlenen NSC’lere 

uygulanan ES'nin artmış nörit büyümesi sergilediğini gösterilmiştir. Gümüş elektrot 

ve platin elektrot, ortama yerleştirilen nanofiber iskelenin karşı uçlarına 

yerleştirildi ve sabit tek kutuplu trapezoidal darbelere bağlandı. Stimülasyon ile 

NSC’lerden yayılan ortalama nörit uzunluğu, ES olmayanların ortalama 

uzunluğundan yaklaşık %100 daha yüksekti [106].  

Kapasitif bağlantı, doğrudan bağlantıya kıyasla biyolojik olarak daha güvenlidir. 

Şekil 1.8 (B)'de gösterildiği gibi iki elektrot, iskele üzerine kültürlenen hücrelere 

düzgün bir elektrik alanı sağlamak için karşıt uçlara yerleştirilir. Bu sistem invaziv 

değildir ve homojen ES sağlamak için iletken bir iskele gerektirmez [107]. İlgili bir 

çalışmada, kondrositlere 4 mV/cm ES sağlamak için kapasitif bağlantı sistemi 

kullanılmış, bu hücre proliferasyonunu önemli ölçüde arttırmıştır [108]. 
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Şekil 1.8 Elektriksel stimülasyon yöntemleri: (A) Doğrudan bağlantı, (B) Kapasitif 
bağlantı ve (C) İndüktif bağlantı [109] 

Üçüncü tip bağlatı ise Şekil 1.8 (C)’de gösterildiği gibi indüktif bağlantıdır. İndüktif 

bağlantı genellikle hücre kültürü sisteminin etrafına yerleştirilmiş, darbeli 

elektromanyetik alan uyarımı (PEMF) adı verilen iletken bir bobin tarafından 

üretilen kontrol edilebilir bir elektromanyetik alan kullanır. Uyaran, insan 

vücudundaki doğal potansiyel aktarımını taklit etmek için darbe ile iletilir [109]. 

PEMF, hücrelere doğrudan ES uygulamak yerine hedef hücrenin yakınında 

potansiyel sağlar. PEMF tedavisinin temel dezavantajı zaman ve kaynak tüketimidir. 

Örneğin, bazı tedaviler için günde 10 saat ya da oldukça yüksek voltaj gerekir [107]. 

Tablo 1.5, yukarıda belirtilen her bir yöntemin avantajlarını ve dezavantajlarını 

listelemektedir. 

Tablo 1.5 Üç ES yönteminin avantajları ve dezavantajları [107] 

Yöntemler Avantajlar Dezavantajlar 

 

Doğrudan bağlantı 

 

Kolay operasyon. 

 

Elektrotun yetersiz 
biyouyumluluğu, ortamla 
temasın sıcaklık artışına, pH 
değişikliklerine ve zararlı yan 
ürünlerin oluşumuna yol açması. 

Kapasitif bağlantı 

 

Biyolojik olarak daha 
güvenli. 

Elektrotlar arasında yüksek 
voltaj, daha uzun işlem süresi. 

 

İndüktif bağlantı 

İnsan vücudundaki doğal 
potansiyel aktarımını taklit 
eder, hücrelere doğrudan 
temas etmez. 

Beklenmedik bir bölgede tümör 
oluşumu, zaman ve kaynak 
tüketimi. 
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ES'nin farklı parametreleri, hücre davranışını düzenlemek için oldukça önemlidir. 

ES, dalga formunun darbe, sinüzoidal, kare, üçgen ve testere dişi desenine sahip 

olduğu monofazik ve bifazik formda olabilir. Kesik kesik veya sürekli stimülasyon 

kullanımı başka bir parametredir. Stimülasyon parametrelerine göre monofazik 

stimülasyon, hedef dokunun polarize edilmesinde etkilidir, ancak bir metal 

elektrodun yüzeyindeki Faradaik reaksiyonu nedeniyle oksidasyon-indirgeme 

işlemi yoluyla reaktif oksijen türleri oluşturabilir [110]. Özellikle uzun süreler veya 

yüksek frekanslarda iletilen büyük akım darbeleri durumunda, Joule ısıtma 

etkisinden hücre hasarı oluşabilir [111]. Aksine, bifazik stimülasyon, yük birikimini 

önlediğinden, elektrotlarda daha düşük seviyelerde elektroliz ürünleri ürettiğinden 

ve daha geniş periyotlarda ve daha yüksek voltajlarda uygulanabildiğinden daha 

avantajlı olabilir [112]. Örneğin az yük birikimi ve toksik yan ürünler nedeniyle 

nöral dokuyu uyarmak için klinik uygulamada genellikle bifazik stimülasyon tercih 

edilir ve nöronal kayıp olasılığı daha düşüktür. Monofazik stimülasyon ise kısa süreli 

deneyler için kullanılabilir, ancak uzun süreli uygulamalar bifazik stimülasyon 

gerektirir [107]. 

1.1.9.4 Elektriksel Stimülasyonun Hücre Hizalanması ve Göçüne   

Etkileri 

Yönlendirilmiş hücre göçü ve hizalaması doku oluşumu, doku rejenerasyonu ve yara 

iyileşmesine katkıda bulunarak rejeneratif tıp için etkili olabilir [113]. Hücre 

hizalaması ve göçünün içerdiği voltaj geçişli iyon kanalları, G-protein birleştirme 

reseptörleri, integrinler, hücre polarizasyonu ve endojen elektrik alanları gibi 

mekanizmaların bu etkilerden sorumlu olduğu düşünülmektedir [114]. 

Yönlendirilmiş hücre göçü, hedefin yaralı sinir boşlukları boyunca nöronları 

yönlendirmek ve hücreleri desteklemek olduğu nöral doku mühendisliğinde 

özellikle önemlidir.  

ES, hücre hizalaması üzerinde önemli bir etkiye sahiptir ve rastgele hücreleri 

hizalanacak şekilde yönlendirir, ES'nin yönü değiştikçe hücre hizalama yönü 

kademeli olarak değişir [115], [116]. Kardiyak yağ dokusundan türetilen progenitör 

hücreler, endotel progenitör hücreler, vasküler endotel hücreler, BMSC'ler, adipoz 

türevi stromal hücreler gibi bazı hücre tipleri, elektrik alan vektörlerinin yönüne dik 
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olarak hizalanır. ES hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesini sağladığı için 

ventriküler miyositler, kardiyomiyositler, miyoblastlar, PC-12 hücreleri, 

osteoblastlar gibi bazı hücreler ise alan vektörlerine paralel olarak hizalanır [107]. 

ES yoğunluğu genellikle <10 V/cm'dir ve ES yoğunluğu arttıkça hücreler daha iyi 

hizalanmış, ancak hücre aktivitesi nispeten azalmıştır [108], [109] . 

Hücre hizalamasının yanı sıra ES, hücre göçünde önemli bir rol oynar. ES'ye yanıt 

olarak hücrelerin yönlü yer değiştirmesine elektrotaksis denir [118]. ES'nin hücre 

göçü üzerindeki yol gösterici etkisi de hücre tipine bağlı olarak değişir. NSC'ler, 

makrofajlar, fare nöral öncü hücreleri, osteobolastlar, endotelyal progenitör 

hücreler katoda doğru iken, BMSC'ler ve insan dermal fibroblastları anoda 

doğrudur. ES polaritesinin ters çevrilmesi hücrelerin göç yönünü tersine çevirdi 

[117], [119]. ES yoğunluğu, hücre göçünü minimum 0.1 V/cm'den maksimum 12 

V/cm'ye uyarabilir ve hücrelere önemli bir zarar vermez, hücre fenotipini veya 

farklılaşma potansiyelini etkilemez [120]. Aynı zamanda, daha yüksek ES kuvveti ile 

hücreler gittikçe artan göç hızı ve mesafe göstermiştir [120], [121]. Fizyolojik 

seviyenin üzerinde olan 1 V/cm ila 10 V/cm aralığında ES’nin insan BMSC'lerinin 

göç oranını arttırdığı gösterilmiştir. Bu davranış transplante edilen hücrelerin 

lezyon bölgesinde tutulması için gerekli olabilir [121], [122]. 

1.1.9.5 Elektriksel Stimülasyonun Hücre Çoğalması ve Farklılaşması 

Üzerine Etkileri 

ES, hücre çoğalmasını etkilemede ve farklılaşmasını yönlendirmede de önemli bir 

rol oynamaktadır [123], [124]. Rejeneratif tıpta karşılaşılan en büyük zorluk, 

yaralanma veya hastalık sonucu kaybedilen hücreleri karşılamaktır [125]. Örneğin, 

aşırı hücre kaybından sonra, çoğu doku kalpteki fibröz kollajen skarlar gibi izler 

üretir, bu da iskemik bir ortama neden olur ve oksijen iletimini sınırlar [126]. Ayrıca 

implantasyon için yeterli hücrelerin toplanması da büyük bir zorluktur. Bu 

durumlarda, tohum hücrelerinin çoğalması ve çok satırlı farklılaşma yetenekleri çok 

dikkat çekmiştir [127]. 

Uygun ES, genellikle <1 V/cm sürekli stimülasyon altında hücre çoğalmasını teşvik 

edebilir [128]. ES yoğunluk aralığında, hücre proliferasyon hızı artan yoğunluk ile 

artar [129]. >100 V/cm'lik yüksek yoğunluklu ES, kısa sürede (<1 ms) tek bir 
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stimülasyonda hücre proliferasyonu için uygundur, ancak aşırı yüksek yoğunluk 

hücre ölümüne yol açar [107]. Zhu ve diğ., kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 

NSC’lerin proliferasyonunun ES ile (100 μA ve 24 s koşullarında) %35 arttığını 

ortaya koymuşlardır [130].  

 Tezin Amacı 

Nörodejeneratif hastalıklar veya fiziksel yaralanmalar merkezi sinir sistemi 

fonksiyonunun kaybına neden olur. Sinir yenilenmesi, MSS'nin düşük rejeneratif 

kapasitesi ve karmaşıklığı nedeniyle zorlu bir klinik süreçtir. Kök hücre temelli 

tedavi, hasarlı sinirin rejenerasyonunda umut verici bir yaklaşım olmasına rağmen, 

bu hücrelerin doğrudan transplantasyonu, kısa süreli hücre sağkalımı ve konakçı 

doku ile sınırlı entegrasyon gibi problemlere neden olduğundan, nöral dokuların 

hızlı ve tam rejenerasyonunu zorlaştırmaktadır. Bunun dışında, nöral hasarların 

onarımında hücrelerin spesifik bölgelere yönlendirilmesi ve manipüle edilmesi de 

kritik bir sorundur. Bu noktada nöral doku mühendisliği yaklaşımıyla istenilen 

yapısal özelliklerde, doğal hücre dışı matrisi taklit eden, biyouyumlu, biyobozunur, 

elektroaktif 3B nöral iskelelerin geliştirilmesi, hasarlı bölgede hücreler için gerekli 

fiziksel desteği ve konakçı doku ile daha iyi entegrasyonu sağlayarak yeni doku 

gelişimiyle sonuçlanabilir. Ayrıca, elektriksel stimülasyon uygulanmasıyla da bu 

hücrelerin davranışı düzenlenerek hasarlı bölgede daha hızlı iyileşme sağlanabilir. 

Bu tez çalışmasında 3B baskı tekniği kullanılarak bizmut ferrit (BFO) 

nanopartiküllerini içeren nöral doku iskelelerinin geliştirilmesi ve bu iskelelerin 

mezenkimal kök hücrelerle kültürlenerek biyouyumluluğunun değerlendirilmesi 

hedeflenmekte; ayrıca elektrik stimülasyonu uygulanarak, BFO nanopartiküllerinin 

varlığında, hücrelerin nöral iskele üzerinde davranışının belirlenmesi 

amaçlanmaktadır. 

 Hipotez 

Sinir hücrelerinin içsel elektroaktivitesi nedeniyle, nöral doku mühendisliğinde 

elektroaktif malzemelerin kullanımı elektrik stimülasyonu uygulamasında 

önemlidir. Çünkü elektroaktif biyomalzemeler elektrik uyaranının lokal olarak 

taşınmasına izin verir, sinir hücresi büyümesi ve doku onarımı için fiziksel bir 
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kılavuz sağlar ve stimülasyon seviyelerinin ve süresinin dışardan kontrolüne izin 

verir. Mekanik desteği, iletkenliği ve biyouyumluluğu arttırmak için polimerleri 

iletken nanopartiküller ile birleştirmek malzemelerin işlevlerini 

gerçekleştirmesinde etkili stratejilerden biridir [131]. Bu bağlamda, çalışmada 

iletken malzeme olarak BFO tercih edilmiştir. BFO nanopartikülleri, basit ve düşük 

maliyetli bir yöntem olan birlikte çökelme ile üretilmiş ve hücreleri elektrik 

stimülasyonunun etkisinde yönlendirmek amacıyla nöral iskelelere dahil edilmiştir.  

Nöral iskelede ana malzeme olarak biyouyumluluğu, biyobozunurluğu ve nöral 

doku mühendisliği için uygun bir hücre ortamı oluşturması nedeniyle poli-laktik asit 

(PLA) kullanılmıştır. Geleneksel yöntemlere kıyasla, iskele şekil ve yapısının kolayca 

kontrolünü sağlayan, 3B baskı tekniği kullanılarak nöral iskeleler geliştirilmiştir. 

Üretilen 3B basılmış iskelelerin biyouyumluluğunu değerlendirmek için insan 

adipoz dokudan türetilmiş mezenkimal kök hücreler (hADMSC) kullanılmıştır. 

Elektrik stimülasyonunun, yara iyileşmesindeki rolü ve farklı hücre tiplerinin 

çoğalmasını, farklılaşmasını ve göçünü uyarmada etkili olduğu doğrulanmıştır. Bu 

çalışmada elektrik stimülasyonunun etkisiyle, hücrelerin iskele üzerinde BFO 

nanopartiküllerine yönelim göstereceği öngörülmektedir. BFO nanopartiküllerinin 

varlığının, sinir dokusunun onarımı için nakledilen hücreleri lezyon bölgesine 

yönlendirilmesinde etkili olacağı düşünülmektedir. 
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2  
GENEL BİLGİLER 

 

 Ferroik Özellikler ve Multiferroikler 

Ferroelektrik malzemeler sıcaklığa bağlı bir düzene sahiptir. Spesifik bir sıcaklık 

bölgesinde, merkez-simetrik faz (kübik faz), eşkenar dörtgen, ortorombik veya 

dörtgen faz gibi merkez-simetrik olmayan faza dönüştürülür. Paraelektrikten 

ferroelektriğe bu geçiş sıcaklığına Curie sıcaklığı (Tc) denir. Ferroelektrik 

malzemelerin tanımlayıcı bir özelliği, Şekil 2.1'de gösterilen polarizasyon elektrik 

alan (P-E) histerezis döngüsünden gelir. Polarizasyon, ferroelektrik malzemeye 

alternatif bir elektrik alanı uygulanarak değiştirilir. Kendiliğinden polarizasyon, 

büyük bir pozitif (+PS, -PS) değerinde doymuş polarizasyondan tanımlanır. Bu 

durumda, ferroelektrik alanlar polarizasyon yönüne hizalanır. Kalan polarizasyon, 

sıfır dışında elektrik alandaki polarizasyondan belirlenir. Sıfır polarizasyon 

durumuna ulaşmak için alan ters çevrilmelidir. Bu alan değerine zorlayıcı alan denir 

[132]. 

 

Şekil 2.1 Polarizasyon-elektrik alan histerezis döngüleri [132] 
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Ferromanyetik malzemeler geçiş (Ni, Co, Fe) ve nadir toprak (Sm, Nd) metal 

elementleri içerir. Geçiş elemanları, paralel dönme hizalaması için pozitif bir 

değişim integrali oluşturan uygun atomlar arası mesafeye ve d orbital yarıçapa sahip 

eşlenmemiş elektronlar içerir. Ferromanyetik (ferrimanyetik) malzemelerin 

manyetik alan bağımlılığını histerezis dögüsü gösterir (Şekil 2.2). Manyetik olmayan 

durumdan başlayarak (H = M = 0) tipik bir ferromagnet için, manyetizasyon, 0ABC 

doğrusal olmayan izini takip eden uygulanan alanla artar ve doygunluk durumuna 

(Ms) ulaşır. Ham eğri olarak adlandırılan eğri 0ABC boyunca, küçük bir başlangıç 

kısmı 0A tersine çevrilebilir, burada dış alan çıkarıldığında mıknatıslanma sıfıra 

dönebilir. A noktasının ötesinde, mıknatıslanma değişimi geri döndürülemez hale 

gelir. Harici bir alan, pozitif ve negatif doygunluk alanları arasında değiştiğinde, 

ferromanyetik mıknatıslanma, CDEFGHC'de gösterildiği gibi histerezis döngüsünü 

gösterir. Tipik bir histerezis döngüsü için, mıknatıslama normalde H=0'da sıfır 

değildir (D, G), sıfır alanındaki mıknatıslanmanın büyüklüğü kalan mıknatıslanma 

(Mr) olarak adlandırılır. Manyetizasyonun sıfıra eşit olduğu alanın değerine, aynı 

zamanda histerezis döngüsünün yarım genişliği olan zorlayıcı alan (Hc) denir. 

Ferromanyetizma, sıcaklığa bağlı olan elektron-elektron etkileşiminden gelir. 

Manyetik bir materyalin doyma mıknatıslanması sıcaklığa bağlıdır. Ferromanyetik 

bir materyalin M0 olarak tanımlanan mutlak sıfır derecelerde doyma 

mıknatıslanmasıyla, yüksek bir M sıcaklığında doymuş mıknatıslanma azalacaktır 

[132]. 

 

Şekil 2.2 Mıknatıslanma-manyetik alan histerezis döngüleri [132] 
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Multiferroikler 

Multiferroikler; birleştirilmiş elektrik, manyetik, mekanik ve yapısal özelliklerin bir 

sonucu olarak ferroelektriklik, ferromanyetizma, ferroelastisite vb. etkileri 

eşzamanlı sergileyen çok işlevli bir malzeme sınıfıdır (Şekil 2.3) [133]. Bu 

malzemeler, dış elektrik alanının mıknatıslanmayı değiştirmesini ve bunun tersini 

mümkün kılan manyetoelektrik etki olarak bilinen, ferroelektriklik ve manyetizma 

arasında bağlantı gösterme potansiyeline sahiptir. Bu tür sistemler doğada nadirdir 

ve örnekler BiFeO3, BiMnO3 ve YMnO3 gibi perovskit oksitlerde bulunabilir. BiFeO3 

günümüzde oda sıcaklığında multiferroikliği nedeniyle çok daha fazla ilgi 

görmüştür. Elektrik polarizasyonu ile manyetik moment arasındaki birleşme 

nedeniyle verilerin elektrikle yazılmasına ve daha sonra manyetik olarak 

okunmasına izin verebilecek bu tür malzemelerin yeni nesil cihazların temeli olacağı 

öngörülmektedir. Spintronik cihazlarda, sensörlerde, çoklu durum hafıza 

elemanlarında, elektrikle kontrol edilebilen ferromanyetik rezonans cihazlarında ve 

manyetik olarak modüle edilmiş piezoelektrikli transdüserlerde bulunabilir [134].   

 

Şekil 2.3 Multiferroik malzemelerin genel sınıflandırması 
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2.1.1 Bizmut Ferrit (BiFeO3 – BFO) 

Perovskit bizmut ferrit (BiFeO3-BFO), polar R3c uzay grubu ile eşkenar dörtgen 

biçimsiz bir hücreye sahip tek fazlı en önemli multiferroik malzemelerden biridir 

(Şekil 2.4) [135]. Bu perovskit BFO oda sıcaklığında aynı anda güçlü ferroelektriklik 

ve zayıf G-tipi antiferromanyetizma gösterir [136]. Ferroelektrik Curie sıcaklığına 

TC=1103 K ve antiferromanyetik Neel sıcaklığına TN = 643 K sahiptir. 62 nm’lik uzun 

bir frekansa sahip manyetik sikloidal spin yapısından dolayı oda sıcaklığında zayıf 

ferromanyetizma sergiler [137]. Ferroelektriklik ve manyetizma geçiş metali 

iyonlarının d kabuklarının farklı doldurma durumları ile ilgilidir. Boş d kabukları 

esas olarak ferroelektrikte bulunurken, manyetizmada kısmen doldurulmuş d 

kabukları gereklidir. Bi3+’ ün yalnız elektron çifti ferroelektrikliğe ve Fe3+ iyonlarının 

kısmen doldurulmuş 3d yörüngesi G-tipi antiferromanyetizmaya neden olur [138]. 

 

Şekil 2.4 Perovskit yapısında BiFeO3 

BFO’nun sentrosimetrik perovskit yapısı Şekil 2.4’de gösterilmektedir. Bizmut 

Ferrit, A = Bi3+, B = Fe3+ olan perovskit yapısında ABO3 olarak da tanımlanır. Küçük 

B katyonu (mor), oksijen anyonlarının (kırmızı) oktahedronunun merkezindedir. 

Büyük A katyonları (sarı) birim-hücre köşelerinde yer alır. Sentrosimetrik olmayan 

yapıya, oksijen anyonlarına göre A veya B katyonlarının veya her ikisinin merkezden 

kaydırılmasıyla ulaşılır ve kendiliğinden polarizasyon büyük ölçüde bu kayma 

tarafından oluşturulan elektrik dipol momentinden kaynaklanır [139]. Bi3+ iyon 

köşe pozisyonunda, Fe3+ gövde merkezli pozisyonda ve O2- tüm yüzey merkezli 

pozisyonda yer almaktadır. Kafes parametreleri a = 5.58 Å, b = 5.58 Å ve c = 13.9 

Å’dir [140]. 



34 

 

2.1.1.1 BFO Sentezleme Yöntemleri 

BFO, 1960’larda keşfedilmesine rağmen, saf faz sentezindeki zorluklar nedeniyle 

endüstride uygulanamamıştır. Sentezi sırasında Bi2O3, Bi2Fe4O9 ve Bi25FeO39 gibi 

safsızlık fazları oluşur. Bu fazlar stokiyometrisini değiştirir ve oksijen boşluğu 

oluşturur. Ayrıca, işlem sırasında demirin oksidasyon durumu değişebilir, bu da 

uygulamalarda istenmeyen kaçak akımlara yol açar. Saf faz BFO sentezi, Bi2O3–Fe2O3 

sisteminin kinetik ve termodinamik özellikleri nedeniyle oldukça zordur  [134]. Bu 

nedenle partikül büyüklüğünü, boyutlarını kontrol ederek ve BFO'yu uygun 

dopantlarla değiştirerek saf BFO sentezlenmesi için çalışılmıştır [141]. 

BFO nanopartikülleri katı hal reaksiyonları, hızlı sıvı sinterleme ve ıslak kimyasal 

yöntemlerle (sol jel, otomatik yanma, hidrotermal, birlikte çökelme) sentezlenebilir 

(Şekil 2.5). Her sentez tekniğindeki temel amaç, endüstriyel uygulamalar için uygun 

maliyetli, basit bir prosedür ile mümkün olan en düşük sıcaklıkta en yüksek saflığı 

elde etmektir [134]. Tüm bu mevcut yöntemler, proses sıcaklığı, basınç, süre ve 

ayrıca kurutma, yanmalar ve sinterleme gibi çeşitli sıcaklık muamelesi aşamalarını 

içeren parametreler gerektirir. Ayrıca tek faz, safsızlık içermeyen BFO sentezi için 

etkin bir şekilde optimize edilmesi gereken farklı çözücüleri, şelatlama ajanlarını, 

polimerizasyon ajanlarını vb. gerektirir [133]. 

 

Şekil 2.5 BFO sentezleme yöntemleri 
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Birlikte çökelme 

Birlikte çökelme, yaygın olarak kullanılan sentez yöntemlerinden biridir. 

Endüstriyel uygulamalar için daha büyük ölçekte kolayca aktarılabilen basit, uygun 

maliyetli ve hızlı bir süreç olarak öne çıkar. Bu yöntem ile tehlikeli organik 

çözücüler, yüksek basınç veya sıcaklık altında işlemler gerektirmeden çevre dostu 

bir yoldan yüksek saflıkta nanomalzeme üretilir [142]. Demir oksitlerin ve metal 

ferrit nanopartiküllerin birlikte çökeltme ile sentezinde, Fe(III) ve M(II) 

(reaksiyondaki M; Fe2+, Mn2+, Co2+, Cu2+, Mg2+, Zn2+ ve Ni2+ katyonlarından biri 

olabilir) tuzlarının sulu çözeltileri genellikle bir alkalin çözeltisi içinde karıştırılır ve 

bu da manyetik çökeltinin oluşumunu sağlar. Oluşan kimyasal reaksiyonun 

denklemi (2.1)’deki gibidir [143]. 

                   M2+ (aq) + 2Fe3+ (aq) + 8HO- (aq) → MFe2O4 (s) + 4H2O                           (2.1) 

Ancak, parçacık boyutu, şekli, kristallik ve manyetik özelliklerin kontrolü gibi 

zorluklar bu yöntemi hala sınırlamaktadır [142]. Saf tek fazlı BiFeO3, termodinamik 

yasalara dayanan parametreleri kontrol ederek, birlikte çökeltme metodu 

kullanılarak (2.2)’deki denklem sağlanarak sentezlenebilmektedir [144]. Birlikte 

çökelme metodu ile BFO sentez aşamaları Şekil 2.6’da gösterilmektedir. 

                                  Bi5O(OH)9.(NO3)4 + Fe(NO3)3.9H2O → BiFeO3                               (2.2) 

Şekil 2.6 Birlikte çökelme metodu ile BFO sentez aşamaları 
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Sol-jel yöntemi 

Sol-jel yöntemi, moleküler öncüllerin, metal alkoksitlerin, bir "sol" veya bir 

dispersiyon oluşturan etanol/su çözeltisi içinde kontrollü hidrolizine ve 

yoğunlaşmasına dayanır. Solventin uzaklaştırılması veya kimyasal reaksiyon 

yoluyla bir yoğuşma ve polimerizasyon ile sonuçlanan bir "jel" oluşur. Bu yöntem 

tipik olarak dört adımdan oluşur: (i) hidroliz, (ii) yoğuşma, (iii) kurutma ve (iv) ısıl 

işlem. Son ısıl işlem aşaması, son parçacıkların kristalli bir yapıya kavuşması için 

gereklidir, çünkü diğer üç aşama oda sıcaklığında meydana gelir [142]. İyi kristalize, 

saf perovskit BFO nanoparçacıkları elde etmek için, sol-jel yöntemi 

kullanılmaktadır. Çünkü moleküler düzeyde ve nispeten düşük bir sentez 

sıcaklığında kolayca düzgün bir bileşim elde edebilir [145]. Bu yöntemin dezavantajı 

karmaşık çözeltiler ve toksik reaksiyonlar içermesidir [134].  

Hidrotermal yöntem 

Hidrotermal işlem, yüzey aktif maddeler ile birlikte yüksek sıcaklıklarda (130 °C ila 

250 °C) ve yüksek buhar basınçlarında (0.3 ila 4 MPa) çözdürülmüş sulu metal tuzu 

öncü çözeltilerinden kristal fazların oluşumuna dayanan kimyasal bir yöntemdir. Bu 

işlem partikül büyüklüğü ve şekli üzerinde kolay kontrol sağlar. Yüksek basınç ve 

sıcaklıklara duyulan ihtiyaç ve reaksiyon süresi dezavantajlarıdır [142]. 

Hidrotermal yöntem, sol-jel işlemi ile karşılaştırıldığında, BFO'yu nispeten daha 

düşük bir sıcaklıkta doğrudan sentezleyebilir. BFO malzemesinin saflığını, 

morfolojisini ve boyutunu daha iyi kontrol etme fırsatı sunar [145]. 
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3  
MATERYAL VE METOT 

 

 BiFeO3 Nanopartiküllerinin Sentezi 

3.1.1 Birlikte Çökelme Yöntemi İle BiFeO3 Nanopartiküllerinin Sentezi 

Hızlı ve uygun maliyetli bir yöntem olan birlikte çökelme yöntemi ile bizmut(III) 

nitrat (Bi(NO3)3.5H2O, Mn=1.461,99 g/mol), demir(III) nitrat (Fe(NO3)3.9H2O, 

Mn=403.95 g/mol), nitrik asit (HNO3, %65) (Merck KGaA, Almanya) ve amonyak 

(NH4OH, %25) (ISOLAB, Wertheim, Almanya) kimyasalları kullanılarak BiFeO3 

nanopartiküllerinin sentezi gerçekleştirilmiştir. 

BFO sentezi için, 1.86 g Bi(NO3)3.5H2O tartılarak 10 ml nitrik asit içerisine ve 2.58 g 

Fe(NO3)3.9H2O tartılarak 10 ml distile su içerisine eklenmiştir. İki farklı beherde 

hazırlanan karışımların, manyetik karıştırıcıda 300 rpm’de 15 dk boyunca 

çözünmesi sağlanmıştır. Bu iki çözelti ayrı bir beherde biraraya getirilerek, homojen 

bir karışım elde etmek için 300 rpm’de 15 dk boyunca karıştırılmıştır (Şekil 3.1(a)). 

Sonrasında, çökelti oluşturmak için karışıma amonyak çözeltisi yavaşça eklenerek 

pH değerinin 10-12 aralığında olması sağlanmıştır (Şekil 3.1(b)). pH 10.6 olduğunda 

çökelti alınarak (Şekil 3.1(c)), filtre kağıdından geçirilmiş ve toksik ürünleri 

uzaklaştırmak için birkaç kez distile su ile yıkanmıştır (Şekil 3.1(d, e)). Çökelti 

içerisindeki suyun tamamen buharlaşması için etüvde 24 saat boyunca 100 °C’de 

kurutulmuştur. Son olarak, kristalize ve saf bizmut ferrit tozları elde etmek için 3 

saat boyunca 550 °C'de kalsinasyonu sağlanmıştır (Şekil 3.1(f)). 
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Şekil 3.1 Birlikte çökelme yöntemi ile BiFeO3 üretim aşamaları: Bi(NO3)3.5H2O ve 
Fe(NO3)3.9H2O çözeltilerinin karıştırılması (a), birlikte çökelme işlemi (b, c), 

filtreleme ve yıkama işlemi (d, e), kalsinasyon işleminden sonra elde edilen BiFeO3 

tozları (f) 

 PLA ve PLA/BFO Çözeltilerinin Hazırlanması 

Üretilecek olan doku iskelelerinin ana malzemesi olan PLA’nın (2003D, Nature 

Works LLC, Minnetonka, MN), 3B biyobaskı yöntemine uygun olacak şekilde 

çözeltileri hazırlanmıştır. İki ayrı beherde, 1 g PLA 10 ml kloroform (Merck KGaA, 

Almanya) içerisinde, manyetik karıştırıca 300 rpm’de 1 saat boyunca karıştılarak 

ağırlıkça %10’luk PLA çözeltileri elde edilmiştir. Beherlerden birine optimizasyon 

çalışmalarında en uygun miktar olarak belirlenen 0.2 g BFO eklenerek aynı 

karıştırma hızında 30 dk boyunca karıştırılmış ve ağırlıkça %10 PLA/%2 BFO 

çözeltisi hazırlanmıştır. Hazırlanan çözeltiler 3B baskı için 10 ml’lik şırıngalara 

doldurulmuştur. 
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 PLA ve PLA/BFO İskelelerinin Tasarımı ve 3B Baskısı 

Baskı işleminden önce SolidWorks yazılımı kullanılarak 20 mm × 20 mm × 5 mm 

boyutlarında bir kare prizma tasarlanmıştır. İskelenin baskı parametrelerinin 

ayarlanması için tasarım bir Stereolitografi (STL) dosyasına dönüştürülmüş ve 3B 

baskı cihazının yazılımına (Simplify) aktarılmıştır. Simplify programı ile iskelelerin 

iç özellikleri belirtilen baskı parametrelerine göre ayarlanmıştır: %70 doluluk oranı, 

16.7 mm/s baskı hızı, 0.4 mm iğne çapı, 0.48 mm ekstrüzyon genişliği, %4 

ekstrüzyon çarpanı ve 0.1 mm kalınlık (Şekil 3.2 (a)). Tüm deneyler oda sıcaklığında 

gerçekleştirilmiştir. Doku iskelelerinin 3B baskısı, laboratuvarda modifiye edilmiş 

Ultimaker 2+ cihazı ile gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.2 (b)). Değişiklik olarak, 

Ultimaker 2+ cihazında bulunan nozul ve ısıtma bölmesi baskı kafasından 

çıkarılarak yerine Şekil 3.2(c)’de gösterilen, biyoyazım için şırınganın 

yerleştirilebilmesini sağlayacak kafa (nozul) monte edilmiştir. Cihazın sahip olduğu 

X-Y-Z eksenlerin hareketleri (X-Y eksenleri kafa hareketi, Z ekseni ise tabla hareketi) 

ile de tasarlanan modelin basım işlemi tabla üzerinde gerçekleştirilmiştir. Baskı 

parametreleri optimize edildikten sonra, 3B biyoyazıcı ile üç farklı formda iskele 

basılmıştır. Şekil 3.2 (d, e, f) 'de gösterildiği gibi sırasıyla, %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 üç boyutlu yapıda BFO davranışını 

gözlemlemek için; %2 BFO hatlı %10 PLA iskelesi elektrik stimülasyonu ile hücre 

davranışının gözlemlenmesi için üretilmiştir. Elde edilen numuneler SEM, FTIR, 

DSC, XRD, çekme testi ve MTT hücre testleri yapılarak karakterize edilmiştir. 
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Şekil 3.2 SolidWorks programında iskele tasarımı ve tasarlanan iskelenin Simplify 
programı ile ayarlanan simüle görüntüsü (a), modifiye edilmiş Ultimaker 2+ cihazı 
(b), biyoyazım işlemi (c), 3B basılmış PLA iskele (d), PLA/BFO kompozit iskele (e), 

PLA/BFO (hat) iskele 

 Karakterizasyon 

3.4.1 Partikül Boyutu Analizi (DLS) 

Dinamik ışık saçılımı (DLS) (Partica SZ-100Z, ABD) ile çözelti içerisindeki BFO 

partiküllerinin boyut dağılımı ölçülmüştür (Şekil 3.3). Saçılan ışığın şiddetindeki 

değişim, parçacığın hareketine buna bağlı olarak da parçacığın büyüklüğüne, 

ortamın vizkozitesine ve sıcaklığa bağlıdır. 
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Şekil 3.3 BFO partikül boyutu ölçümünde kullanılan cihaz (Partica SZ-100Z, ABD) 

3.4.2 Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) 

Taramalı elektron mikroskobu, malzemelerin morfolojik özelliklerinin 

belirlenmesinde kullanılan, yüksek çözünürlüklü görüntü elde etmeyi sağlayan bir 

cihazdır. BFO partiküllerinin ve 3B basılmış iskelelerin morfolojileri Şekil 3.4’de 

gösterilen taramalı elektron mikroskobu (SEM) (MA-EVO10, ZEISS, Almanya) ile 

incelenmiştir. SEM analizinden önce, doku iskeleleri elektriksel iletkenlik 

kazanabilmeleri için kaplama cihazı (SC7620, Quorum, ABD) ile 60 saniye boyunca 

Au ile kaplanmıştır (Şekil 3.5). BFO partiküllerinin kimyasal bileşiminin yarı 

kantitatif analizi için SEM’de bulunan enerji dağıtıcı X-ışını spektrometresi (EDX) 

kullanılmıştır. 

 

Şekil 3.4 Taramalı elektron mikroskobu (SEM) (MA-EVO10, ZEISS, Almanya) 
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Şekil 3.5 Kaplama cihazı (SC7620, Quorum, ABD) 

3.4.3 Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) 

BFO partiküllerinin ve 3B basılmış iskelelerin kimyasal bağ yapıları, Fourier 

Dönüşümü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) (JASCO, FT/IR-4700, Japonya) cihazı ile 

analiz edilmiştir (Şekil 3.6). Tüm spektrumlar 4 cm-1 çözünürlük değerinde ve 4000-

400 cm-1 dalga boyu aralığında alınmıştır. Analiz sırasında cihaz tarafından yayılan 

ışınlar, ölçümü yapılan numune tarafından absorbe edilir ve malzemedeki 

fonksiyonel gruplar absorbsiyon bandları yardımı ile tespit edilir. 

 

Şekil 3.6 Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi cihazı (JASCO, FT/IR-4700, 
Japonya) 
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3.4.4 Termal Analiz (DSC) 

BFO partiküllerinin ve 3B basılmış iskelelerin termal davranışları, Şekil 3.7’de 

gösterilen diferansiyel tarama kalorimetre cihazı (DSC-60 Plus, Shimadzu, Japonya) 

ile karakterize edilmiştir. Her numune tartılarak alüminyum ölçüm kaplarına 

yerleştirilmiş ve nitrojen gazı altında, 25-300 °C sıcaklık aralığında çalışılmıştır. 

Isınma oranı 10 °C/dk olarak ayarlanmıştır. 

 

Şekil 3.7 Diferansiyel tarama kalorimetre cihazı (DSC-60 Plus, Shimadzu, Japonya) 

3.4.5 X-Işını Kırınımı (XRD) Analizi 

X-ışını kırınımı (XRD) yöntemi ile BFO partiküllerinin ve 3B basılmış iskelelerin 

kristal yapıları analiz edilmiştir. Analiz için Cu-Kα radyasyon kaynağına (λ=1.54060 

A°) sahip, Shimadzu marka, 6100 model (Japonya) cihaz kullanılmıştır (Şekil 3.8). 
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Şekil 3.8 X-ışını kırınımı cihazı (Shimadzu – 6100, Japonya) 

3.4.6 Mekanik Özelliklerin Analizi 

Üretilen 3B iskelelerin mekanik özelliklerini incelemek için, Şekil 3.9’da verilen 

5000 N’luk maksimum kapasiteye sahip çekme cihazı (EZ-LX, Shimadzu, Japonya) 

kulllanılmıştır. Basılan tüm doku iskeleleri 9 mm × 18 mm dikdörtgen levhalar 

halinde kesilmiş ve her iki uçtan mekanik tokalarla tutturulmuştur. Çekme testi oda 

sıcaklığında (23 °C) ve 5 mm/dk hız ile gerçekleştirilmiştir.  

 

Şekil 3.9 Çekme cihazı (EZ-LX, Shimadzu, Japonya) 
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 Hücre Kültürü 

Bu çalışmada kullanılan insan adipoz dokudan türetilmiş mezenkimal kök hücreler 

(hADMSC), Marmara Üniversitesi Pendik Eğitim ve Araştırma Hastanesi'nde 

(İstanbul), lomber omurga ameliyatında alınan derialtı yağ dokusundan izole 

edilmiş ve karakterizasyon testleri gerçekleştirildikten sonra hücre kültüründe 

kullanılmıştır. 3B basılmış iskeleler, 24 oyuklu hücre kültür plakalarında bir gece 

boyunca UV altında sterilize edilmiştir. Hücrelere mikro ortam oluşturmak için, 

iskeleler 37 °C'de %5 CO2 ile bir saat boyunca %10 FBS (fetal sığır serumu), 0.1 

mg/ml penisilin/streptomisin ile sağlanan DMEM büyüme ortamında inkübe 

edilmiştir. İnkübasyondan sonra, büyüme ortamı toplanmış ve kalan ortam bir 

mikropipet ile atılmıştır. 5×104 hADMSC, 24 oyuklu plakalarda 3B basılmış iskeleler 

üzerine, standart hücre kültürü prosedürüne göre kültürlenmiştir. Aynı sayıda tek 

tabakalı hücreler (2B) de kontrol grubu olarak hücre-3B iskeleleri ile birlikte 

inkübatörde 37 °C'de, %5 CO2 ile 7 gün boyunca inkübe edilmiştir. Verilen zaman 

aralığında iskelelerin sitotoksisitesini belirlemek için Glentham Life Sciences'dan 

alınan MTT (Metiltiazol difenil tetrazolyum) sitotoksisite saptama kiti 

kullanılmıştır. 560 nm dalga boyunda sitotoksisite testinin absorbans değerlerini 

ölçmek için Elisa okuyucu (Perkin Elmer, Enspire) kullanılmıştır. Doğru sonuçları 

elde etmek için, deney üç kez tekrarlanmış ve sonuçların ortalama değerleri 

ortalama sonuç olarak alınmıştır. 3B basılmış iskelelerdeki hücrelerin morfolojileri, 

taramalı elektron mikroskobu (MA-EVO10, ZEISS, Almanya) ile gözlemlenmiştir. 1, 

3 ve 7 günlük inkübasyondan sonra, büyüme ortamı alınmış ve iskeleler %4 

glutaraldehid (Sigma Aldrich) ile fikse edilmiştir. Daha sonra, iskeleler bir dizi etanol 

seyreltikleri ile yıkanmış ve havada kurutulmuştur. Kurutulan iskeleler altınla 

kaplanmış ve SEM’de görüntülenmiştir. 

 Elektrik Stimülasyon Sisteminin Hazırlanması 

Düşük maliyetli, bifazik bir cihaz son derece düşük frekansta (2 Hz (Delta dalga) & 

7.83 Hz (Schumann Rezonans)) elektrik stimülasyonu ile mezenkimal kök hücre 

göçünü teşvik etmek üzere tasarlanmıştır. Tasarlanan cihaz, hücre kültürlerini eş 

zamanlı olarak uyarabilmektedir. Cihaz; voltaj genlik kontrol devresi, frekans ve 
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zaman kontrol devresi, negatif voltaj dönüştürücü devresi bileşenlerinden 

oluşmaktadır (Şekil 3.10(a)). Elektrik stimülasyonu için, Ag/AgCl elektrotları 

(referans elektrotlar) kullanılarak stimülasyon cihazı ile 6 çukurlu hücre kültürü 

mikroplakaları arasında bağlantı kuran bir sistem oluşturulmuştur. Ag/AgCl 

elektrotları, biyouyumlu ve düşük maliyetli olduğu için tercih edilmiştir. Hücre 

plakası üzerine iki adet 7.3 mm’lik delik açılmış ve elektrotlar 3B iskele ile elektrik 

teması sağlamak üzere hücre plakasına yerleştirilmiştir (Şekil 3.10(b)). Elektrotlar, 

stimülatör çıkışlarına timsah klipsler ile bağlanmıştır. 

 

Şekil 3.10 Elektrik stimülasyon sistemi: elektrik stimülasyon cihazı (a), Ag/AgCl 
elektrotları yerleştirilmiş hücre kültür mikroplakası (b) 

 3B Basılmış İskelelerde Kültürlenen hADMSC'lere Elektrik     

Stimülasyonu Uygulanması 

Elektrik stimülasyonunun hADMSC’ler üzerindeki etkisini araştırmak için 3B 

basılmış BFO hat içeren PLA iskeleleri kullanılmıştır. Stimülasyon deneyinden önce, 
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BFO hatlı PLA iskeleleri, %70 etanol çözeltisi içerisinde 1 saat boyunca sterilize 

edilmiş, ardından 24 saat UV ışığına maruz bırakılmıştır. Sterilize edilmiş iskeleler 

24 oyuklu plakalara yerleştirilmiştir. Daha sonra hADMSC'ler, iskele başına 5×103 

hücre yoğunluğunda kültürlenmiştir. Hücre kültürlü iskeleler, 37 °C'de %5 CO2 ile 1 

saat boyunca inkübe edilmiştir. Hücreler iskeleler üzerinde optimal büyümeye 

ulaştığında, kültürlenmiş iskeleler elektrik uyarımı için 6 oyuklu bir plakaya 

alınmıştır. Bu iskelelerden biri, elektrik stimülasyonuna tabi tutulmayan kontrol 

grubu olarak kullanılmıştır. Diğer iskelenin bulunduğu hücre plakasına ise bölüm 

3.6’da anlatıldığı gibi elektrik stimülasyon cihazına bağlı Ag/AgCl elektrotları 

yerleştirilmiştir. Elektrik stimülasyonu için tasarlanan sistemin şematik gösterimi 

Şekil 3.11’de verilmiştir.  

 

Şekil 3.11 hADMSC kültürlü 3B basılmış BFO hatlı PLA iskelesine elektrik 
stimülasyonu için tasarlanan sistemin şematik gösterimi 

BFO hatlı PLA iskelesi; 48 saat boyunca inkübatör içerisinde elektrik 

stimülasyonuna (8V, 20 mA, 2 Hz frekans) maruz bırakılmıştır. Stimülasyon 

işleminin tamamlanmasının ardından, kontrol grubu ve uyarılmış iskelelere 

floresan boyama işlemi yapılmıştır. 
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 Elektrik Stimülasyonu Sonrası 3B Basılmış İskelelerin  

Floresan Boyanması 

Elektrik stimülasyonu sonrası, hADMSC'lerin kontrol grubu ve uyarılmış iskelelere 

tutunmasını ve yönelimini gözlemlemek için hücre nükleus boyası olan DAPI 

boyaması gerçekleştirilmiştir. İlk aşamada, iskeleler 20 dk boyunca %4 formaldehit 

ile fikse edilmiş ardından üç kez PBS ile yıkanmış ve çekirdeklerinin boyanması için 

10 dk boyunca DAPI (1:5000) ile inkübe edilmiştir. İskeleler, nihai bir adım olarak 

PBS ile yıkanmıştır. Daha sonra cam bir slayt üzerine monte edilmiş ve hücre/iskele 

etkileşimlerini gözlemlemek için lazer taramalı konfokal mikroskop (LSM 700, 

ZEISS, Almanya) kullanılmıştır. 
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4  
DENEYSEL BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

 Karakterizasyon 

4.1.1 Partikül Boyutu Analizi (DLS) 

Dinamik ışık saçılması (DLS) yöntemi ile çözelti içerisindeki BFO partiküllerinin 

boyut dağılımı ölçülmüş ve sonucu Şekil 4.1’de verilmiştir. BFO tozları etanol 

içerisinde disperse edilmiş, ardından 1 dk boyunca sonike edilmiş ve 18400 RCF'de 

santrifüjlenmiştir. Çözelti içerisindeki partiküller brownian hareketi yaparlar. DLS 

tekniği, çözelti içerisindeki bu partiküllerden saçılan ışığın şiddetinin ve değişiminin 

ölçülmesi temeline dayanır. Büyük parçacıklar ışığın küçük açı ve yüksek şiddette 

kırılmasını; küçük parçacıklar büyük açı ve küçük şiddette kırılmasına sebep olurlar. 

Bu kırınımlar, cihazda tespit edilerek parçacık boyutlarının saptanması gerçekleşir 

[146]. Şekil 4.1’de verilen DLS ölçümüne göre, BFO partiküllerinin ortalama boyutu 

144 nm olarak saptanmıştır. Bu sonuç, BFO’nun birlikte çökelme yöntemi ile 

nanopartikül olarak başarıyla sentezlendiğini göstermektedir. 

 

Şekil 4.1 DLS metodu ile BFO partiküllerinin boyut analizi 
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4.1.2 Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) 

Birlikte çökelme yöntemi ile üretilen BFO nanopartiküllerinin SEM görüntüleri ve 

EDX analizi Şekil 4.2’de gösterilmektedir. BFO nanopartiküllerinin nispeten üniform 

bir boyut dağılımına sahip olduğu görülmüştür (Şekil 4.2(a)). EDX analizine göre, 

tüm partiküllerde bizmut ağırlıkça %71.5 ve demir ağırlıkça %10 olarak 

bulunmuştur ve herhangi bir safsızlık gözlenmemiştir (Şekil 4.2(b)). 

 

Şekil 4.2 BFO nanopartiküllerinin SEM görüntüleri (a) ve EDX analizi (b) 

3B basılmış iskelelerin SEM görüntüleri ve por boyutu dağılım grafikleri Şekil 4.3; 

4.4; 4.5’de gösterilmiştir. SEM görüntüleri, PLA ve kompozitlerinin üniform bir 

morfolojiye sahip olduğunu göstermektedir. Şekil 4.3(a)’da saf PLA iskelesinin SEM 

görüntüsü verilmiştir. PLA iskelesi kare gözenek şekli sergilemiş ve ortalama por 

boyutu 294.29 μm olarak ölçülmüştür (Şekil 4.3(b)). 
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Şekil 4.3 Saf PLA iskelesinin SEM görüntüleri (a) ve por boyutu dağılım grafiği (b) 

Şekil 4.4(a)'da verilen SEM görüntüsü, PLA/BFO iskelesinin düzgün gözenek şekline 

sahip olduğunu göstermiştir. PLA/BFO iskelesi için ortalama por boyutu 285.44 

μm’dir (Şekil 4.4(b)). PLA ve PLA/BFO doku iskeleleri arasında morfoloji ve yüzey 

dokusu açısından büyük farklılıklar yoktur, ancak PLA/BFO doku iskelesi BFO'nun 

varlığını gösteren daha pürüzlü bir yüzeye sahiptir [147]. 

Şekil 4.4 PLA/BFO iskelesinin SEM görüntüleri (a) ve por boyutu dağılım grafiği (b) 

BFO hatlı PLA iskelesi, Şekil 4.5(a)'da görüldüğü gibi düzgün gözenek şekline 

sahiptir ve ortalama gözenek boyutu 241.84 μm olarak ölçülmüştür (Şekil 4.5(b)). 

Bu iskelenin, saf PLA iskelesinden morfolojik olarak tek farkı, ortasında 300 µm 

kalınlığında BFO hattı içermesidir. Tüm bu sonuçlara göre, 3B baskı istenen gözenek 

boyutu ve geometride iskelelerin üretimine izin verir [148]. Gözeneklerin varlığı ile 

besin ve atık difüzyonu gerçekleştirirken, hücre göçü ve proliferasyonunu da 

destekleyebilecek doku iskeleleri geliştirildiği kanıtlanmaktadır. 
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Şekil 4.5 PLA/BFO (hat) iskelesinin SEM görüntüleri (a) ve por boyutu dağılım 
grafiği (b) 

4.1.3 Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) 

Şekil 4.6, BFO nanopartikülleri ve 3B basılmış iskelelerde bulunan kimyasal bağların 

FTIR spektrumlarını göstermektedir. Şekil 4.6(a)'da, BFO için, yaklaşık 2369 cm-

1'deki bant, örnekte bulunan atmosferik karbondioksitin varlığından 

kaynaklanmaktadır [149]. Yaklaşık 810 cm-1 ve 1388.5 cm-1 pozisyonlarındaki 

pikler tutulmuş nitratların varlığından kaynaklanmaktadır [150]. Spesifik olarak, 

yaklaşık 450 cm-1 ve 525 cm-1'deki iki güçlü absorpsiyon piki, perovskitlerde 

oktahedral FeO6 gruplarının karakteristiği olan Fe-O gerilme titreşimleri ve O-Fe-O 

bükülme titreşimleri modlarına bağlanır. Metal-oksijen bandının varlığı, BFO'da 

perovskit yapısının oluşumunu destekler [151]. 

Şekil 4.6(b-d), sırasıyla PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskelelerinin absorpsiyon 

piklerini göstermektedir. Saf PLA için karakteristik pikler, yaklaşık 1748 cm-1 (C=O 

gerilmesi), 1452 cm-1 (-CH3 asimetrik deformasyon), 1180 cm-1 (C-O-C gerilmesi), 

1042 cm-1 (C-CH3 gerilmesi)  ve 867 cm-1 (C-COO gerilmesi) de görülmüştür [152]. 

BFO ilavesiyle, PLA piklerinin pozisyonunda hafif kaymalar gözlenmiştir. Bu 

sonuçlara göre, BFO partiküllerinin FTIR spektrumu, BFO’nun karakteristik 

titreşimlerini; iskelelerin FTIR spektrumları ise, partiküllerin PLA çözeltileri içinde 

iyi dağıldığını göstermiştir.  
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Şekil 4.6 BFO nanopartiküllerinin ve 3B basılmış iskelelerin FTIR spektrumları: 
BFO (a), saf PLA (b), PLA/BFO (c), PLA/BFO (hat) (d) 

4.1.4 Termal Analiz (DSC) 

BFO nanopartiküllerinin ve 3B doku iskelelerinin termal özellikleri Şekil 4.7’deki 

grafikte verilmiştir. 550 °C’de birlikte çökelme işlemi ile hazırlanan BFO 

nanopartiküllerinin DSC eğrisi Şekil 4.7(a)'da gösterilmiştir. 285 °C'deki ekzotermik 

pik, Bi2O3 ve Fe2O3 faz oluşumuna atfedilir. Ayrıca, Bi(OH)3 ve Fe(OH)3'ün metastabil 

bir faza ayrışması nedeniyle oluşan kütle kaybı da bu pike karşılık gelir [133], [153]. 

Şekil 4.7(b-d), PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskeleleri için DSC eğrilerini 

göstermektedir. Şekil 4.7(c)'de saf PLA, yaklaşık 158 °C’de erime sıcaklığının (Tm) 

endotermik pikini ve yaklaşık 62 °C’de camsı geçiş sıcaklığının (Tg) ekzotermik 

pikini gösterir [154]. PLA kompozitleri için Tm ve Tg değerlerinde kaydadeğer 

değişiklikler görülmemiştir, çünkü BFO eklenmesi PLA'nın Tm ve Tg değerlerini 

önemli ölçüde etkilememiştir. Ayrıca, saf PLA için, yaklaşık 100.5 °C' de soğuk 

kristalleşme sıcaklığının (Tcc) ekzotermik piki gözlenmiştir. Şekil 4.7(b); 4.7(d)'de, 

BFO nanopartiküllerinin PLA'ya eklenmesi, soğuk kristalleşme sıcaklığını daha 

yüksek sıcaklığa kaydırmıştır. Bu, BFO içeriğinin soğuk kristalizasyon işlemi için 

daha güçlü bir inhibisyona neden olduğu anlamına gelir [155]. Bu fenomenin kesin 

nedeni henüz açık olmamakla beraber; nanopartiküllerin içeriği ve dağılımı, 

nanopartiküller ve matris arasındaki moleküller arası etkileşimler gibi faktörler 

etkili olmaktadır. 
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Şekil 4.7 BFO nanopartiküllerinin ve 3B basılmış iskelelerin DSC eğrileri: BFO (a), 
PLA/BFO (hat) (b), saf PLA (c), PLA/BFO (d) 

4.1.5 X-Işını Kırınımı (XRD) Analizi 

BFO nanopartiküllerinin ve 3B basılmış iskelelerin kristalinitesini karakterize 

etmek için, X-ışını kırınımı gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.8, BFO nanopartiküllerinin ve 

PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskelelerinin kırınım patternlerini göstermektedir. 

Şekil 4.8(a)'da, BFO, 2θ = 22.5, 32, 38, 45, 52, 56, 64 ve 78°'de keskin kırınım 

piklerine sahiptir. Bu keskin ve yüksek yoğunluklu pikler, sentezlenen BFO 

nanopartiküllerinin iyi bir kristalik derecesine sahip olduğunu gösterir. Çok düşük 

yoğunluklu pikler ise Bi2Fe4O9, Bi25FeO39 gibi ikincil fazlara karşılık gelmektedir 

[156]. Ayrıca, bulunan tüm pikler, R3c uzay grubu ile bizmut ferritin rombohedral 

çarpık perovskit yapısı olarak tanımlanabilir [157]. 

BFO partikül büyüklüğü, XRD analiz verileri kullanılarak Debye-Scherrer formülü 

(4.1) ile hesaplanmıştır [158]. BFO için ortalama partikül büyüklüğü 15 nm olarak 

bulunmuştur. DLS'de elde edilen ortalama partikül boyutu (144 nm), XRD 

(4.1) 
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analizinden elde edilene (15 nm) göre daha büyüktür. Bu farkın nedeni, DLS ölçümü 

için hazırlanan BFO süspansiyonunda meydana gelen aglomerasyonlar olabilir 

[159]. 

                                                  D = 
𝑘.𝜆

𝛽1/2.𝑐𝑜𝑠𝜃
                             (4.1)            

D = partikül büyüklüğü  

k = 0.9 

 λ = 1.54060 Å 

β1/2 = maksimum yarıdaki tam genişlik  

θ = Bragg kırınım açısı 

Şekil 4.8(d)’de PLA için, düşük yoğunluklu keskin pikler 2θ = 22, 62, 78, 82°'de 

gözlenmiştir. 2θ = 16°'deki geniş pik, PLA'nın karakteristik pikidir ve amorf yapısını 

gösterir [160], [161]. Ayrıca, bu amorf eğri, PLA iskelesinin düşük kristallik 

derecesine işaret eder [162]. Şekil 4.8(b)’de gösterilen PLA/BFO iskelesinin XRD 

patterni, BFO nanopartiküllerinin tüm kırınım piklerini ve PLA'nın iki karakteristik 

pikini göstermiştir. 15°'de keskin olanı ve 83°'de düşük yoğunluklu pikini 

göstermiştir. PLA/BFO iskelesinde hem BFO hem de PLA piklerinin gözlemlenmesi, 

homojen karışımın başarılı bir şekilde elde edildiğini kanıtlamaktadır. Şekil 

4.8(c)'de PLA/BFO (hat) iskelesi, neredeyse tüm BFO piklerini ve düşük (83°) ve 

yüksek (18°) yoğunluk değerlerine sahip iki karakteristik PLA pikini göstermiştir. 

PLA'nın kırınım piki, BFO hattın eklenmesi ile 16°'den 18°'ye kayma göstermiştir. 

PLA'nın amorf bir yapıya sahip olduğu spektrumlarından çıkarılabilmektedir. Ancak 

kristalin BFO tozunun eklenmesi ile spektrumlar, hem amorf hem de kristalin pikleri 

içeren yarı kristal yapıları göstermiştir [163]. 
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Şekil 4.8 BFO nanopartiküllerinin ve 3B basılmış iskelelerin XRD spektrumları: 
BFO (a), PLA/BFO (b), PLA/BFO (hat) (c), saf PLA (d) 

4.1.6 Mekanik Özelliklerin Analizi 

Mekanik mukavemet, nöral doku mühendisliği uygulamalarında iskelenin 

stabilitesinin ve bütünlüğünün belirlenmesinde önemli bir parametredir [164]. 3B 

doku iskelelerinin mekanik özellikleri Şekil 4.9’da gösterilmiş ve Tablo 4.1'de 

özetlenmiştir. İskelelerin elastisite modül değerleri, elastik deformasyon bölgesinin 

eğimi (%0.1-1 gerinim bölgesi) ile hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.9 3B basılmış PLA (a) ve PLA/BFO (b) iskelelerinin gerilme-gerinim grafiği 

Deneysel ölçümler, PLA/BFO kompozitlerinin saf PLA'dan daha düşük modüllere 

sahip olduğunu göstermektedir. PLA matrisine sert BFO nanopartiküllerinin 

eklenmesinin kompozitlerin modülünü arttırması gerektiği için bu beklenmedik bir 

gözlemdir. Çünkü, BFO nanopartiküllerinin elastisite modülü PLA matrisinden en az 

üç bin kat büyüktür. Bunun nedeni, BFO partiküllerinin varlığında PLA matrisinin 

kimyasal yapısının değişmiş olmasıdır. Sonuçlar ayrıca, BFO temelli kompozitlerin, 

saf PLA'dan daha düşük gerilme mukavemeti ile birlikte, kopmada çok daha düşük 

bir uzamaya sahip olduğunu (saf PLA'dan yaklaşık %50 daha az) göstermektedir. Bu 

gözlemler aşağıdakilere atfedilir: (i) saf PLA iskelesine kıyasla, PLA/BFO 

kompozitlerinin kesitlerinde gerçekleştirilen SEM analizinde görülen BFO 

partiküllerinin aglomere olması sonucu ortaya çıkan kusurların varlığı (Şekil 4.4), 

(ii) düşük elastisite modülü ile kopmada yetersiz uzama arasındaki sinerjinin düşük 

mukavemet ile sonuçlanması. 
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Tablo 4.1 PLA ve PLA/BFO iskelelerinin mekanik özellikleri 

Doku iskelesi Elastisite modülü 
(MPa) 

Gerilme mukavemeti 
(MPa) 

Uzama                          
(%) 

PLA 

PLA/BFO 

34.1 ± 5.3 

21.5 ± 1.06 

0.30 ± 0.03 

0.10 ± 0.04 

5.25 ± 1.73 

2.69 ± 0.44 

 Hücre Canlılığı Analizi 

MSC'ler, belirli bir yaralanma bölgesinden gelen sinyaller doğrultusunda çeşitli 

dokulara (kemik, kıkırdak, iskelet kası, sinir, yağ ve diğer dokular) farklılaşabilen 

çok potansiyelli hücrelerdir [165]. PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskelelerinde 

hADMSC’lerin hücre canlılığı, MTT deneyi ile incelenmiştir. Şekil 4.10, inkübasyon 

dönemi (1, 3 ve 7 gün) boyunca hücre kültürü plakasında, iskele ile kültürlenen 

mezenkimal kök hücreler için MTT absorpsiyon değerlerini göstermektedir. In vitro 

test sonucunda, mezenkimal kök hücrelerin sitotoksik etki göstermediği açıkça 

görülmektedir ve 3B basılmış doku iskelelerinin hücreleri kültürlemek için iyi bir 

malzeme olabileceği söylenebilir. İnkübasyonun ilk gününde, tüm iskeleler için 

hücre canlılığı değerlerinin 2B hücre hattına kıyasla azaldığı gözlenmiştir. Bunun 

nedeni iskelelerdeki ölü hücreler olabilir [166]. İlk gün, maksimum canlılık değeri 

(%71) PLA’da; en düşük canlılık değeri (%57) ise PLA/BFO (hat) için 

gözlemlenmiştir. Sütunlar, 3. ve 7. günden itibaren hücre canlılığı değerlerinde tüm 

iskeleler için sabit bir artış göstermiştir. 3. günde, iskeleler üzerindeki hücre canlılığı 

önemli ölçüde artmıştır. PLA/BFO iskelesi için, maksimum artış (%132) 

gözlemlenmiştir. 7 günlük inkübasyondan sonra, PLA iskeleleri ile kültürlenen 

hücrelerin yaşayabilirliği %113'tür. BFO ile harmanlanmış iskeleler; kontrol 

(p≤0.05), saf PLA ve PLA/BFO (hat) ile karşılaştırıldığında en yüksek canlılık 

(%129) değerini göstermiştir. Bu, PLA ve BFO karışımının hADMSC'lerin 

tutunmasında daha etkili olduğunu gösterir. Tüm bu sonuçlar, 3B basılmış doku 

iskelelerinin hADMSC'lerin proliferasyonu için iyi bir aday olabileceğine işaret eder. 
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Şekil 4.10 3B basılmış doku iskeleleri ile kültürlenen hADMSC'lerin MTT test 
sonuçları 

 3B Basılmış İskelelerde Hücrelerin Tutunması ve Morfolojisi 

Hücrenin bulunduğu ortam, farklı hücre davranışları için önemli bir parametredir 

[167]. hADMSC'lerin 3B doku iskelelerine bağlanması ve morfolojisi, taramalı 

elektron mikroskobu (SEM) ile görüntülenmiştir. Hücre kültürünün 7. gününde, 

hADMSC'ler tüm iskelelere bağlanmış ve spesifik iğ benzeri bir morfoloji 

sergilemişlerdir (Şekil 4.11). Şekil 4.11(a)'da, hADMSC'lerle kültürlenen PLA 

iskeleleri, hücreler için iyi bir mikro ortam göstermiştir. Hücreler doku iskeleleri 

üzerinde büyümüş ve kısmi hücre-hücre etkileşimleri ile belirgin bir üç boyutlu 

morfoloji göstermiştir [168]. PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) iskelelerinde hücreler, saf 

PLA iskelesine kıyasla daha belirgin bir yayılma morfolojisi göstermiştir (Şekil 4.11 

(b,c)). Bu yayılma morfolojisi, fibroblastik dokunun karakteristik ağ benzeri yapısını 

göstermektedir [169]. Hücre dışı matris bu ağ yapısı ile ilişkilendirilebilir. Şekil 4.11 

(b)'de, PLA/BFO kompoziti üzerindeki hücreler genişleyen sitoplazmik çıkıntılar ve 

çoklu filopodi ile yayılmış bir morfoloji göstermiştir [170]. Şekil 4.11(c)’de, 

PLA/BFO (hat) iskelesinde hücreler daha kalabalıktır ve hücre-hücre etkileşimleri 

ile hücre morfolojileri tam olarak görülmüştür. Hücre morfolojisindeki 
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değişikliklerin hücre aktivitesini gösterdiği ve bunun hücrelerin göç davranışını 

arttırdığı bilinmektedir [171]. Sonuç olarak, gözlenen güçlü yapışma ve 

proliferasyon ile tüm iskelelerin biyouyumluluğunun desteklendiği bu 

görüntülerden çıkarılabilir. Ayrıca, PLA/BFO (hat) iskelesi üzerindeki BFO hattı 

yakınında daha fazla hücre yoğunluğu ve hücre-hücre teması, BFO’nun hücre 

yönelimindeki etkisini göstermiştir. 

 

Şekil 4.11 Hücre büyümesinin 7. gününde kültürlenmiş 3B basılmış iskelelerin 
SEM görüntüleri: PLA (a), PLA/BFO (b), PLA/BFO (hat) (c) 

 3B Basılmış İskelelerde Kültürlenen hADMSC'lere Elektrik 

Stimülasyonu Uygulanması 

Elektrik stimülasyonu, hADMSC ile kültürlenmiş 3B basılmış BFO hatlı PLA 

iskelesine uygulanmıştır. Elektrik uyaranını lokal olarak taşımak için BFO hatlı PLA 

iskelesi tercih edilmiştir. Deneysel bölümde belirtildiği gibi, 3B doku iskelesi 48 saat 

boyunca elektrik stimülasyonuna (8 V, 20 mA, 2 Hz frekans) maruz bırakılmıştır. 

Önceki çalışmalar, fizyolojik seviyenin üzerinde olan 1 V/cm ila 10 V/cm aralığında 
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elektrik stimülasyonunun, insan BMSC'lerinin göç oranını arttırdığını göstermiştir 

[122]. 

Şekil 4.12’deki mikroskop görüntüleri, 48 saat sonunda kontrol grubundaki 

hücrelerin iskelede rastgele bir dağılım sergilediğini (Şekil 4.12(a)); uyarılan 

hücrelerin ise BFO hattına doğru hizalandığını (Şekil 4.12(b)) açıkça 

göstermektedir. Bu, elektrik stimülasyonunun hücre hizalaması üzerinde önemli bir 

etkiye sahip olduğunu ve rastgele hücreleri hizalanacak şekilde yönlendirdiğini 

kanıtlamaktadır [115], [116], [172]. Ayrıca BFO nanopartiküllerinin, nöral dokunun 

onarımı için transplante edilen hücreleri lezyon bölgesine yönlendirilmesinde etkili 

olduğu sonucuna varılabilir. 

 

Şekil 4.12 48 saat sonunda kontrol (uyarılmamış) ve uyarılmış PLA/BFO (hat) 
iskelelerinin görüntüleri. Şekil 4.12(b)’deki çizgi, elektrik stimülasyonu ile 

hücrelerin BFO hattına doğru hizalanmasını gösterir. 
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5  
SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 Sonuçlar 

Bu tez çalışmasında nöral doku mühendisliği uygulamaları için 3B baskı tekniği 

kullanılarak poli-laktik asit (PLA) polimeri ve bizmut ferrit (BFO) nanopartiküllerini 

içeren doku iskeleleri geliştirilmiştir. BFO nanopartikülleri basit ve düşük maliyetli 

bir yöntem olan birlikte çökelme ile sentezlenmiş ve hücreleri elektrik 

stimülasyonuyla yönlendirmek için doku iskelesine dahil edilmiştir. Üretilen BFO 

tozları ve 3B basılmış PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO (hat) nöral iskelelerinin 

morfolojik, kimyasal, termal, mekanik ve sitotoksik özellikleri ayrıntılı olarak 

incelenmiş ve sonuçlar değerlendirilmiştir. Ayrıca elektrik stimülasyonunun, 3B 

basılmış BFO hatlı PLA iskelesinde kültürlenmiş hücreler üzerindeki etkisi de 

gözlemlenmiş ve değerlendirilmiştir. 

DLS analizine göre, BFO partiküllerinin ortalama boyutu 144 nm olarak 

ölçülmüştür. Bu sonuç, BFO’nun birlikte çökelme yöntemi ile nano boyutta başarılı 

bir şekilde sentezlendiğini göstermektedir. BFO nanopartiküllerinin nispeten 

üniform bir boyut dağılımına sahip olduğu SEM analizinde görülmüştür. Ayrıca, EDX 

analizinde tüm partiküllerde bizmut ağırlıkça %71.5 ve demir ağırlıkça %10 olarak 

saptanmıştır.  

3B basılmış PLA ve kompozitlerinin SEM görüntülerine göre, tüm iskeleler istenen 

gözenek boyutunda olup üniform bir morfoloji sergilemişlerdir. 3B baskı tekniği ile 

istenen gözenek boyutu ve geometride iskeleler başarılı bir şekilde üretilmiştir. Elde 

edilen görüntülerden, üretilen doku iskelelerinin hücre tutunması, göçü ve 

proliferasyonu destekleyebileceği; besin difüzyonu ve atık eliminasyonu 

sağlayabileceği sonucuna varılmıştır.  

FTIR analizi sonucunda, BFO tozlarının ve PLA’nın karakteristik bantları 

görülmüştür. İskeleye BFO ilavesi, PLA piklerinin pozisyonunu hafif bir şekilde 
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kaydırmıştır. Bu, partiküllerin PLA çözeltileri içinde iyi bir şekilde dağıldığını 

göstermektedir. 

DSC analizi, BFO tozlarının Bi2O3 ve Fe2O3 faz oluşumunu destekleyen ekzotermik 

pikini göstermiştir. BFO’nun PLA iskelesine eklenmesi, PLA’nın DSC eğrisinde soğuk 

kristalleşme sıcaklığını daha yüksek bir sıcaklığa kaydırmıştır. Bu, BFO’nun soğuk 

kristalizasyon işlemi için daha güçlü bir inhibisyona neden olduğunu 

göstermektedir. 

XRD sonuçları, BFO nanopartiküllerinin karakteristik kristal yapısını ve BFO ve PLA 

arasındaki etkileşimlerin varlığını desteklemiştir. BFO’nun ortalama partikül 

büyüklüğü, XRD analiz verileri kullanılarak Debye-Scherrer formülü ile hesaplanmış 

ve 15 nm olarak bulunmuştur. Elde edilen sonucun DLS verilerinden farklı olması, 

DLS ölçümü için hazırlanan BFO süspansiyonunda meydana gelen 

aglomerasyonlardan kaynaklanmaktadır. 

Çekme testi sonucunda, PLA iskelesine BFO eklenmesi PLA’nın elastisite modülünde 

düşüşe neden olmuştur. Bu düşüş, BFO varlığında PLA’nın kimyasal yapısının 

değişmesinden kaynaklanmaktadır. Ayrıca BFO temelli kompozitler, saf PLA'dan 

daha düşük gerilme mukavemeti ile birlikte, kopmada çok daha düşük bir uzama 

sergilemiştir. 

In vitro çalışmalar, 3B basılmış iskelelerin sitotoksik etkisinin olmadığını ve insan 

adipoz dokudan türetilmiş mezenkimal kök hücrelerin (hADMSC) proliferasyonunu 

desteklediğini göstermiştir. En yüksek hücre canlılığı, BFO ile harmanlanmış 3B 

basılmış iskelelerde gözlenmiştir. Ayrıca, hADMSC'lerin tüm iskelelere bağlandığı ve 

spesifik iğ benzeri morfolojiler sergilediği SEM görüntüleri ile de desteklenmiştir. 

BFO hatlı doku iskelesinin 48 saat boyunca elektrik stimülasyonuna maruz 

bırakılması sonucunda, uyarılan hücrelerin BFO hattına doğru hizalandığı 

görülmüştür. Bu, elektrik stimülasyonunun hücre hizalaması üzerinde önemli bir 

etkiye sahip olduğunu ve BFO nanopartiküllerinin, nöral dokunun onarımı için 

hücreleri lezyon bölgesine yönlendirmede potansiyeli olduğunu gösterir. 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında nöral doku mühendisliğinde kullanılmak üzere 3B 

basılmış BFO katkılı doku iskeleleri başarılı bir şekilde üretilmiş ve BFO 
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nanopartiküllerinin hücrelerle biyouyumluluğu ve hücre yönlendirme 

uygulamalarındaki potansiyeli gösterilmiştir. 

 Öneriler 

➢ BFO partikül boyutu ölçümü, Geçirimli elektron mikroskobu (TEM) ile 

desteklenebilir. 

➢ Farklı elektrik stimülasyonu parametrelerinin mezenkimal kök hücreler 

üzerindeki etkisi araştırılabilir. 

➢ Mezenkimal kök hücrelerin nöral dokulara farklılaşması için spesifik hücre 

farklılaştırma markerleri kullanılarak daha ileri in vitro çalışmalar 

yapılabilir. 

➢ Çalışmanın nöral hasarlarının tedavisinde etkisini daha iyi araştırabilmek 

için in vivo çalışma ile desteklenebilir. 
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