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OZET

GAZ KOPUKLENDIRME YONTEMIi KULLANILARAK POLIETILEN GLIKOL
BAZLI DOKU iSKELELERINiIN SENTEZIi

Begiim AYTUGRUL

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danigmani: Yrd. Dog. Dr. Mehmet Murat OZMEN

Doku mihendisligi uygulamalari igin istenen 0&zelliklere sahip gozenekli doku
iskelelerinin Uretimi, karmasik ve zorlu bir siire¢ olmaya devam etmektedir. Uygun
doku iskelelerinin gelistirilmesi doku miihendisligi arastirmalarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Doku muhendisligi iskelelerinin istenilen hiicresel etkilesimler ve doku
rejenerasyonu icin belirli yapisal ve fiziko-kimyasal ozelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Doku iskelelerinin sahip olmasi gereken en énemli 6zellik igyapilarinin
gozenekli olmasi gerekliligidir. Bu goézenekler, in vitro ortamda doku iskelelerine
yerlestirilen hiicrelerin besin-oksijen transferi ve hicrelerde Uretilen atiklarin
uzaklastiriimasi icin kullanilmaktadir.

Bu tezin amaci, alternatif bir gaz kopuklendirme yontemi ile ¢ boyutlu ve birbirleriyle
baglantili gézenek yapisi olan yeni doku iskeleleri Giretmektir. Literatiirde, boyle bir
yaklasimla doku iskelesi elde edilmesini iceren ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. ilk
basta yapilan deneysel ¢alismalarda, mevcut gaz kopiklendirme yontemlerinden farkli
olarak, bir inert gaza gereksinim duymadan, tek bir kap icerisinde, asit klorr/alkol
kimyasiyla, polietilen glikol (PEG) bazli siingerler Uretilmistir. Cok kollu bir PEG olan
Pentaeritritol etoksilat (PE) ve sebasoil kloririn (SebCl) capraz baglanmasiyla
gerceklesen ekzotermik reaksiyon sonucunda HCl gazinin acgiga ¢ikmasiyla gézenekli bir
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yaplya sahip olan PEG bazli siinger doku iskeleleri elde edilmistir. Sadece PE ve SebCl
arasindaki reaksiyonla elde edilen slingerler kontrol numuneleri olarak ele alinmistir.
Daha sonra ise, reaksiyon sistemine hidroksiapatit (HA), sodyum klorir (NaCl) ve
pudra sekeri (PS) ilave edilerek farkli 6zelliklerde ve literatiirde bulunmayan Ug yeni tip
PEG bazh silinger sentezlenmistir. Referans olarak kabul ettigimiz siingerin mekanik
Ozelliklerini iyilestirmek amaci ile sisteme HA ilave edilerek PEG-HA singerleri
sentezlenmistir. Daha sonra, gézenek yapici olarak diisiiniilen NaCl ve pudra sekeri ise
referans slingerin sistemine eklenerek PEG-NaCl ve PEG-PS slingerleri elde edilmistir.
Uretilen tim siinger formundaki doku iskelelerinin yapisi Fourier déniisimli kizilétesi
spektrometresi (FTIR), gozeneklilikleri taramali elektron mikroskobu (SEM), mekanik
dayanimlari Stable Micro System Texture Cihazi ve denge sisme miktarlari kuru-sismis
agirhklar tartilarak belirlenmistir.

FTIR analizi ile PE ve SebCl arasindaki capraz baglanma reaksiyonlarinin basaril bir
sekilde gerceklestigi anlasilmistir. SEM analizleri sonucunda, Uretilen siingerlerin 200-
500 um gobzenek c¢apina ve birbirleriyle baglantili gézenek yapisina sahip olduklari
gorilmustir. PEG-HA siingerlerine ait SEM goriintilerinde gézenek duvarinda HA tozu
ve topaklanmalarinin oldugu yani HA’nin homojen bir sekilde dagilmadigl tespit
edilmistir. Pudra sekeri ilaveli siingerlerde doku mihendisligi uygulamalari icin olduk¢a
onemli olan hiyerarsik bir gézenek yapisi, yani gaz cikisindan o6tirid olusan biyuk
gozeneklerin  yanisira, PS$’nin  reaksiyon tamamlandiktan sonra sistemden
uzaklastiriimasiyla kigik gozeneklerin olustugu belirlenmistir. NACI katkisiyla ise
siingerlerin gbzenek boyunun arttig1 gértlmaistir. Mekanik 6zellikler en fazla HA katkisi
ile degismis olduklari bulunmustur. Sisme 6zellikleri agisindan degerlendirilme
yapildiginda ise farkh katki maddeleri ilave dilerek Uretilen siingerlerin denge sisme
oranlari arasinda buyk farkhiliklar olmadigi gorilmustar.

Sonug olarak, ¢ok basit ve hizli bir sekilde gerceklesen asit klorir/alkol kimyasi
reaksiyonu ile doku mihendisliginde doku iskelesi olarak kullanilabilecek Ustin
mekanik ozelliklere ve birbirleriyle baglantii gdzenek yapisina sahip yeni
biyomalzemeler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Doku iskelesi, gaz kdpliklendirme, polietilen glikol, hidroksiapatit

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF POLYETHYLENE GLYCOL BASED SCAFFOLDS USING GAS
FOAMING METHOD

Begiim AYTUGRUL

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Mehmet Murat OZMEN

The preparation of a scaffold for tissue engineering applications is a complex and
diffucult process. Key requirements for scaffold fabrication methods include control of
the porosity, pore size, shape and interconnectivity, mechanical properties as well as
the biodegradibility and biocompatibility of the scaffolds. In order to produce a well-
defined scaffold, numerous methods have been proposed. Among the fabrication
technologies that have been used to obtain 3D porous scaffolds, gas foaming has been
extensively utilized in the past decade. However, the necessity to use a pore foaming
agent /gases limits the application of this method.

The aim of this thesis is to synthesize scaffolds with tunable porosity and mechanical
properties by a contradictory gas foaming strategy without using gas foaming reagents
or additionally added gases. Such an approach has been rarely used in the literature.
To achive this aim, acid chloride/alcohol chemistry was employed as a facile and rapid
method to produce polyethylene glycol (PEG) based scaffolds. A hydroxyl
functionalised multi-armed PEGs and an acid chloride cross-linker; sebacoyl chloride
was reacted to form an ester cross-links resulting from the cross-linking between PEG
and acid chloride. During the crosslinking reaction, the superfast exothermic reaction
released HCl gas, which forms scaffolds with a highy interconnected porous internal
structure. Here, the effects of additives, i.e. hydroxyapatite(HA), sodium
chloride(NaCl) and powder sugar on the properties of the novel scaffolds was
investigated. The obtained scaffolds were characterized using Fourier Transform
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Infrared spectroscopy (FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM), swelling and
compression measurements.

FTIR results revealed that the crosslinking reactions between Pentaerythritol
ethoxylate (PE) and sebacoyl chloride (SebCl) were succesfuly accomplished. SEM
images exhibited that the pore size of the sponges was between 200-500 um and the
sponges posseses an interconnected porous structure. The SEM images of the PEG-HA
sponges showed that HA was agglomerated on the pores and thus it was
unhomogenously distributed. Powder sugar included sponges showed a hierarchical
pore structure, that is, large pores due to the gas foaming while small pores because of
the removal of the powder sugar upon completion of the reaction. Furthermore,
addition of NaCl increased the pore sizes. Among the various additives incorporation,
the drastic change in the machanical properties was for PEG-HA sponges. However,
there was no significant change in the equilibrium swelling ratios of the sponges by an
additive inclusion.

In conclusion, the results revelaed that the newly prepared scaffolds are suitable
candidates as tissue engineering scaffolds due to their improved mechanical properties
as well as the pore structure capable of supporting tissue penetration and
vascularization.

Keywords: Scaffold, gas foaming, polyethylene glycol, hydroxyapatite
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Doku mihendisligi multidisipliner bir alan olmakla beraber klasik tedavi yontemlerine
alternatif olarak, hasar goérmis veya islevini kaybetmis doku ya da organlarin
yenilenmesini hedeflemektedir[1]. Hasarli dokunun yenilenmesi veya iyilestiriimesinde
cesitli doku miihendisligi uygulamalari bulunmakta ve farkl yaklasimlar sunulmaktadir.
Mevcut yaklasimlardan birinde, doku olusumunu saglamak amaci ile biyomalzemeler
kullanilmaktadir. Diger bir yaklasimda ise hastanin kendisinden veya uygun bir
vericiden alinmis olan hiicrelerin hasarli dokunun ya da organin bulundugu bdélgeye
yerlestirilmesi saglanmaktadir. Doku veya organin yenilenmesini, fonksiyonlarinin
onarilmasini ve desteklenmesini saglamak amaci ile doku iskelelerinin kullaniimasi ise
doku muhendisligindeki en énemli yaklasim olmaktadir. Yapay hiicre disi matris olarak
da ifade edilen doku iskelesi hiicrelerin tutunmasi, ¢cogalmasi, farklilasmasi icin gerekli

destegi saglayarak yeni doku olusumuna uygun ortam saglamaktadir.

Literaturde, elektrospinning, dondurarak kurutma ve ¢ozlici dokim / tuz stizme, faz
ayirma, dondurarak kurutma, gaz tabanl gibi cesitli yontemler gézenekli doku iskeleleri
olusturmak ig¢in kullaniimaktadir[2]. Fakat bu tekniklerin toksik organik ¢o6zlicliniin
kullanilmasi, ince iki boyutlu (2D) yapilari, homojen olmayan ve sinirh gézeneklilik,
dizensiz sekilli gozeneklerin olusmasi ve gdzenekler arasi baglantinin yetersiz olmasi
gibi dezavantajlari olmaktadir. Bu yontemlerden biri olan gaz képiklendirme yontemi,
gaz kabarciklarini elde etmek icin karbon dioksit (CO;) ve azot (N,) gibi inert gazlarin

kullanilmasini ya da bazi maddelerin (ylzey aktif maddelerin, ¢ozicilerin ve



porojenlerin) ilave edilmesini gerektirmektedir. Son zamanlarda, mevcut gaz
kopliklendirme yontemlerinden farkl olarak, bir inert gaza gereksinim duymadan, tek
bir kap icerisinde, asit klortir/alkol kimyasiyla poli(etilen glikol) (PEG) bazl siinger doku
iskeleleri Uretilmistir. Pentaeritritol etoksilat (PE) ve sebasoil kloriir (SebCl) ¢apraz
baglanma reaksiyonu ile yan Urin olarak hidrojen klorlr gazi (HCI) agiga ¢ikmis ve
gozenekli bir yapiya sahip poliester PEG siingerler sentezlenmistir[3]. Ayrica, doku
iskelesi Uretim yontemi kadar doku iskelesi icin kullanilacak malzeme de olukca
onemlidir. Son zamanlardaki doku iskelesi ¢alismalarinda Uzerinde yogunlasilan poli
(etilen glikol) (PEG) suda ¢oziilebilen hidrofilik bir polimer olmakla beraber, dislk
toksisite, diisiik imminojeniklik gibi bircok 6zelliginden dolay! biyomedikal uygulamalar

icin dikkat cekmektedir.

Yukarida bahsedildigi gibi doku iskelesi elde etmek icin yapilan yogun calismalara
ragmen, istenilen Ozelliklerdeki doku iskelesi Uretiminde halen zorluklar
yasanmaktadir. Clinkl doku iskelesinin bir 6zelligini optimum saglanmasi igin ugras
verilirken bir diger 6zellik zarar gormektedir. Bu nedenle, biyoyuyumlu ve biyobozunur
Ozelliklere sahip olmasinin yanisira, hem yiiksek mekanik dayanim gosteren hem de
birbiri ile i¢sel baglantili, Gi¢ boyutlu gézenekliligi olan yeni tir biyomalzemelere ihtiyag

duyulmaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinda, bir doku iskelesinde olmasi gereken optimum 06zelliklere sahip
yeni bir gbzenekli biyomalzemenin kontra bir gaz kopuklendirme yontemiyle liretimi
amaclanmistir. Burada, literatlirdeki geleneksel gaz koplklendirme yontemlerinden
farkli olarak, kopuklendirme ajani veya gazi ilave etmeden sadece reaksiyon
bilesenlerinin ¢apraz baglanmasi sonucu gaz cikisi ile gézenekli bir yapi olusturulmak
istenmektedir. Reaksiyon sistemine, mekanik ve gdzeneklilik 6zelliklerini iyilestirimek
amaci ile cesitli katki maddeleri (HA, NaCl ve pudra sekeri) ilave edilerek yeni tir ¢apraz

bagli slingerlerin sentezlenmesi ve karakterize edilmesi hedeflenmistir.



1.3 Hipotez

Bu tez kapsaminda, literatirde doku iskelesi Uretim calismalarinda ¢ok az sayida
kullanilan, asit klorur/alkol kimyasiyla gergeklestiriimis gaz kopuklendirme
yonteminden vyola cikilarak, farkh katki maddeleri ilavesiyle doku mihendisligi
uygulamalarinda kullanilacak stinger formunda birbirinden farkli 6zelliklere sahip yeni
biyomalzemelerin  Uretilebilecegi  ongorllmistir.  Bu  katki  maddelerinin,
biyomalzemelerin icyapisini degistirebilecegi 6rnegin hiyerarsik yapida ikili bir gozenek
yapisini olusturabilecegi duslintilmustur. Ayrica, katki maddelerinin stingerlerin elastik
ozellikleri Gzerinde oldukga biiyik bir etkisi olabilecegi tahmin edilmistir. Oldukga basit
ve hizli bir ydontem olan asit klorir/alkol reaksiyon sistemine ucuz ve kolay bulunabilen
katki maddelerinin ilavesiyle, yeni tir biyomalzemelerin avantajli bir yaklasimla

hazirlanabilecekleri varsayilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGI

2.1 Doku Mihendisligi

insan viicudu karmasik sistemlerden olusan bir yapiya sahiptir. Sistemler organlardan,
organlar dokulardan, dokular ise hiicre ve hicre disi matristen (HCM) meydana
gelmektedir[4]. Bir dokunun ya da organin hasar gormesi veya kaybedilmesi, canh
viicudunda gorilebilecek ve yasam kalitesini etkileyecek en 6nemli sorunlardan biri
olmaktadir. insan yasamini etkileyen bu probleme ¢dziim olmak ve geleneksel tedavi
yontemlerindeki sinirlari asmak amaciyla ortaya ¢ikan doku muhendisligi kavrami

glinimuzde ¢ok blyk ilgi gormekte ve bircok alanda farkli uygulamalari yapilmaktadir.

ilk olarak Langer ve Vacanti tarafindan 1993’te ortaya ¢ikmis olan doku mihendisligi
kavrami bilim ve miuihendislik ilkelerini uygalayarak farkh disiplinleri bir araya
getirmektedir. Doku muhendisliginin temel amaci bir organ veya dokunun goérevini
yerine getirmek, korumak ve iyilestirmektir[1]. Doku miihendisligi doku iskelesi,
biyosinyal molekdlleri ve hicreler olmak lizere l¢ temel bilesenden olusmaktadir.
Biyosinyal molekdlleri yeni doku olusumu siiresince yapisma, ¢ogalma, yayllma ve
farklilasma gibi hiicresel islevleri desteklemek amaciyla kullanilirken, hiicre disi matrisi
taklit edebilen doku iskeleleri ise bu hicresel islevlerin gergeklesebilecegi uygun
ortamin saglanmasi icin kullanilmaktadir. Sekil 1.1’ de gorildtgl gibi, hastadan alinan
hiicreler uygun kaltir kosullari altinda ¢ogaltilmakta, ardindan (¢ boyutlu bir doku
iskelesine ekilmekte ve hiicreler cogalarak kendi hiicre disi matrislerini (HDM)

sentezledikten sonra olusan yeni doku hastanin istenilen bolgesine yerlestirilmektedir.
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Doku miuhendisligi yaklasimi, insan viicudunda bulunan yumusak doku (kas, deri,
organlar vb.) ve sert doku (kikirdak, kemik) icin uygulanmaktadir[5]. Doku miihendisligi
uygulamalarinin en temel 6gesi, hedef dokuyu olusturabilme potansiyeline sahip
hlcrelerin tutunmasini ve ¢ogalmasini saglayan ve olusturulmasi hedeflenen dokunun

U¢ boyutlu yapisini belirleyen doku iskelesidir.

Islevsel doku

D e ({0 3
[ Ua b v
a 1 ]
3 L=ty

Doku iskelesi Dokunun gelismesi

Sekil 2. 1Doku muhendisligi yaklasimi sematik gdsterimi: Hastadan alinin hiicrenin
uygun kultir kosullarinda ¢ogaltilmasi, ardindan (g boyutlu bir doku iskelesine ekilmesi
ve hiicrelerin cogalarak kendi hiicre disi matrislerini olusturmasi[6]

2.2 Doku iskelesi

Doku muhendisligi yaklasiminin ana bilesenlerinden bir olan doku iskelesi, hiicre disl
matriksi (HDM) taklit ederek, hiicrelerin yapismasi, c¢ogalmasi, farkhlasmasi ve
bliylmesi icin uygun bir ortam yaratmak, sagliksiz dokunun mekanik 6zelliklerini
iyilestirmek ve saglkl yeni doku olusumunu saglanincaya kadar bu 6zellikleri korumak
doku iskelelerinin temel gérevleri olmaktadir. implante edilebilen doku iskeleleri sekil

ve implantasyon bolgesinin konumuna bagli olarak, iki boyutlu (2D) film biciminde ya



da Ug¢ boyutlu (3D) godzenekli yapilar olarak hazirlanmaktadir. Doku iskeleleri, kalp
valfleri, kan damarlari, cilt, tendonlar, sinirler, kaslar ve karaciger gibi bircok farkh
dokudan tiretilmektedir[2]. Olusturulmak istenilen dokuya goére doku iskelesi
ozellikleri farkhliklar gostermektedir. Bu nedenle doku iskelesinin lretimi sirasindan
kullanilacak yonteme ve malzemelerin segimine dikkat edilmesi gerekmektedir.
Asagidaki bolimlerde doku iskelesinin sahip olmasi gereken 6zelliklerden, liretiminde

kullanilan malzemelerden ve uretim yontemlerinden bahsedilmektedir.

2.3 Doku iskelesinde Kullanilan Malzemeler

Doku iskelesi yerine kullanilacagl dokuya benzer 6zelliklere sahip olmasi gerektigi igin
uygun malzeme secimi yapmak olduk¢a énemlidir. istenilen dzelliklere sahip potansiyel
doku iskele malzemeleri temel olarak, dogal polimerler, sentetik polimerler, metaller,
seramikler ve bu malzemelerin kombinasyonlari olarak sayilabilmektedir[7]. Bu
malzemeler kullanilacak dokuya gére tercih edilmektedir. Ornegin, kemik gibi sert doku
uygulamalari icin doku iskele malzemesi olarak polimer, seramik ya da kompozitlerden
kullanilirken, deri gibi yumusak doku uygulamalarinda ise dogal polimerler veya

sentetik polimerler kullaniimaktadir[8].

2.3.1 Dogal Polimerler

Dogal polimerlerin vicut icerisinde bulunmalari, vicuttaki hiicre disi matrise (HDM)
olan benzerlikleri ve yilksek biyouyumluklari nedeniyle doku iskele malzemesi olarak
oldukga fazla tercih edilmektedir. Bununla birlikte dogal polimerlerin yiksek sicaklikta
bozunmalari, islemedeki zorluklari, imminojenisitesi ve hayvan kokenli patojen
aktarimindan  kaynakh bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Kolajen, nisasta,
glikozaminoglikan (GAG), kitin ve kitosan gibi dogal polimerler kikirdak, kemik, deri ve
sinirleri tamir etmek i¢in kullanilmistir. Bunlar arasindan kollajen, kitosan ve ipek kemik

doku mihendisligi uygulamalari igin siklikla tercih edilen dogal polimerlerdir[9].

2.3.2 Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler, dogal polimerler ile karsilastirildiginda doku iskeleleri tretimi icin

gerekli olan tekrarlanabilir fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahiptirler. Yiksek
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dayaniklihk, biyobozunurluk ve biyouyumluluk, sekillendirme kolayligi, zararli olmayan
parcalanma Urind, uzun sureli uygulamalarda kullanim avantaji ve ylksek gozeneklilik
orani gibi pek ¢cok 6zellige bulunmaktadir[10], [11]. Poli (glikolik asit) (PGA), poli (laktik
asit) (PLA), bunlarin kopolimerleri poli [(laktik asit -CO- (glikolik asit)] (PLGA) ve
polikaprolakton (PCL) gibi alifatik poliesterler, doku mihendisligi uygulamalar igin en
yaygin olarak kullanilan sentetik polimerlerdir[12], [13]. Farkli malzeme gruplariyla
birlestirilerek kompozit olusturan sentetik polimerlerin biyouyumluluklarini arttirmak

mumkindar [14].

2.3.2.1 Polietilen Glikol (PEG)

Polietilen glikol (PEG) ylksilz, suda ¢oziinen, ucucu olmayan, renksiz ve hidrofilik
karakterli bir polimerdir [15], [16]. Bu 6zelliklerinin yanisira disik toksisite, dusilik
immunojenisite ve protein direnci gibi yararh 6zellikler sergileyen birgok farkli molekdl
agirhklarina sahip bir yapisi mevcuttur[17]. Sekil 2.2 deki, PEG iki hidroksil u¢ grup
iceren bir yapidadir. Dogrusal PEG zincirlerinin yanisira, iki veya daha fazla PEG
zincirleri baglayicilar ile bir araya gelerek dallanmis PEG zincirleri de Sekil 2.3’

gorildugi gibi olusturmaktadir. [19], [20].

O /H

H O

n

Sekil 2. 2 Polietilen glikoliin (PEG) yapisi

Dogrusal veya dallanmis formda bulunan PEG gida, ila¢ ve kozmetik uygulamalari igin
Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis bir polimerdir[21]. PEG bazl
hidrofilik capraz bagli polimer matrisler, ya da hidrojeller, doku miihendisligi icin
populer bir doku iskelesi olmaktadir [22]. Biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak
kullanilan PEG hidrojelleri, kemik rejenerasyonu, kikirdak onarimi ve vaskilarize doku
olusumu da dahil olmak lizere doku mihendisligi alaninda calismalari mevcut olup,

farkli potansiyel uygulamalari icin arastiriimaktadir [23], [24], [25].
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Sekil 2. 3 Cok kollu PEG’lerin kimyasal yapisi a) 4 kollu PEG ve b) 6 kollu PEG [26]

2.3.3 Metaller ve Seramikler

Metaller ve seramikler tipta biylk gelismelere katkida bulunmus doku iskele
malzemeleridir. Paslanmaz celikler, kobalt bazl alasimlar ve titanyum bazl alasimlar
implant metalleridir[27]. Cok sert ve kirilgan bir yapiya sahip olan en tipik seramikler
ise aliminyum, zirkonyum, kalsiyum fosfat ve biyocamdir[28]. Biyosermikler sahip
olduklari bioaktiflik ve biyouyumluluk 6zellikleri ile kemik onarimi igin dolgu malzemesi

ve yapay kemik matriksi olarak kullaniimaktadir.

2.3.3.1 Hidroksiapatit

Kalsiyum fosfat esash bir biyoseramik bir malzeme olan hidroksiapatit
[Ca10(P04)6(0OH),], tipta bircok alanda yaygin olarak kullaniilmaktadir[29]. Dogal kemik
dokusunun inorganik bilesenine ¢ok benzer bir kimyasal yapiya sahip oldugu igin kemik
doku mihendisligi uygulamalarinda olduk¢a dikkat c¢ekmektedir. Mikemmel
biyouyumlulugu sayesinde catlak ve kirik olan kemiklerin onariminda, yapay kemik
olarak  c¢esitli  protezlerde ve metalik biyomalzemelerin  kaplanmasinda

uygulanmaktadir. HA non-toksik bir malzeme yani zehir etkisi olmadigi icin meydana



gelebilecek vicut reaksiyonlari minimumdur. HA’e ait mekanik o6zellikler asagidaki

gizelge 2.1 ile verilmistir.

Cizelge 2. 1 HA’nin mekanik 6zellikleri [30]

Elastisite moduli (GPa) 4.0-117
Basi mukavemeti (MPa) 294
Egilme mukavemeti (MPa) 147
Sertlik (Vickers, GPa) 3.43
Poisson orani 0.27
Yogunluk (teorik, g/cm?®) 3.16

2.3.4 Kompozitler

iki veya daha fazla sayidaki malzemenin birlesmesi ile meydana gelen kompozitler,
kendi yapisini olusturan temel malzemelerden bagimsiz olarak farkli o6zellikler
tasimaktadir[31]. Glinimiizde, polimerlerin ve seramiklerin kompozitleri doku
iskelesinin mekanik dayaniklihigini arttirmak ve doku etkilesimini iyilestirmek amaci ile
gelistirilmektedir [32].Genellikle, doku iskeleleri tasarlanirken polimerlere, gliglendirici
madde olarak toz seramikler, cam, karbon ya da polimer lifler ilave edilmektedir.
Boylelikle doku iskelesinin yiksek dayaniklihga ve diisik elastik modtile sahip olmasi
hedeflenmektedir. Kompozitlerin yapisal igeriklerinde yapilan degisikliklerle kirilganhk
Ozelligi, asinma direnci ve metal iyonlarin organizmaya yayilmasi dnlenebilmekte ya da
azaltilabilmektedir. Yapisal saglamliklarina ragmen hafif olmalari da 6nemli bir avantaj

saglamaktadir.

2.4 Doku iskelesinde istenilen Ozellikler

Uretilen doku iskelesinin istenilen &zelliklere sahip olmasi ve kullanilan malzemelerin
buna uygun olarak secilmesi cok onemlidir. Bu 0Ozelliklere sahip olmayan doku
iskelelerinin vicut icerisinde kullanilmasi istenmeyen sonuclar dogurabilmektedir.
Asagida bir doku iskelesinde olmasi istenen ozellikler genel sekilde 6zetlenmistir[11],

[33].



1.Biyouyumluluk

Doku iskelesi icin en onemli 6zellik kullanilan malzemenin biyouyumlulugudur. Vicut
icerisinde reaksiyona girmemeli; dokular igin inert olmali ve immiinolojik herhangi bir
tepkiye yol agmamalidir. Doku iskelesine ait parg¢alanma Urinleri viicuda zarar

vermemeli yani toksik etkisi olmamahdir.

11.Biyobozunurluk

Doku iskelesinde kullanilan malzemenin biyobozunmasi, canli organizmalar tarafindan
kimyasal olarak kirilmasi ve fiziksel Ozelliklerinin  degismesi sonucunda
gerceklesmektedir. Viicut icerisine yerlestirildikten sonra istenilen siirede dogal olarak
parcalanabilmeli ve bdylece hicrelere kendi hiicre disi matrislerini (HDM)
sentezlemeleri icin gereken zamani kazandirabilmelidir. Segilen polimerin yapisina ve
kullanilan hiicre tiiriine gére bozunma siiresi degismektedir. istenilen bozunma siiresi

uygun polimerlerin kullaniimasi ile ayarlanabilmektedir.

Ill.Mekanik Dayanim

Doku iskelelerinin yerlestirildigi ortam icerisinde mekanik etkiler sebebiyle pargalanip
dagilmamasi gereklidir. Kullanilan malzemeler dogal sireg igerisinde yavas yavas

bozunmali ve kendisini olusturan monomerlere yikilmahdir.

IV.Uygun Yiizey Kimyasi

Hicre baglanmasinin ilk olarak malzeme vyilizeyinde baslamasindan ve doku
olusumunun hiicre-malzeme etkilesmesine bagli olmasindan dolay! doku iskelesenin
sahip oldugu yuzey oldukca onemlidir. Bu nedenle, doku iskelesinin ylizeyindeki

fonksiyonel gruplar hiicre yapismasini artirabilir veya azaltabilir.

V.Gézenekli Yapi

Yiksek gozeneklilige sahip doku iskeleleri, hiicre olusturmasi, ¢cogalmasi ve 3 boyutlu
yeni doku olsumu icin énemli bir rol oynar. Hicrelerin polimerik biyomalzemelerin
Uzerine yerlesmesi, oksijen ve besin maddelerinin gecisini saglamasi icin yapinin yiksek
oranda gozeneklilik 6zelligine sahip olmasi gerekmektedir. Doku iskelesi ya da slinger
yapisi Uretimi yapilirken istenilen gézenek miktari ve boyutu icin uygun teknikler

kullanilmaktadir[9]. Degisik makro yapilarda uretilen doku iskeleleri, blylk ylzey
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alanina sahip olduklari igin hicre yapismasina olanak saglamaktadir[27]. Doku
rejenerasyonu ise doku iskelelerinin sahip olduklari mikro yapilar ile baglantih

olmaktadir[34].

2.5 Doku iskelesi Uretim Teknikleri

Doku iskelelerinin Uretimi icin faz ayirma (phase seperation), eriyik kaliplama (porogen
leaching), pargacik uzaklastirma, fiber baglanma (fiber bonding), elektro egirme
(electro spinning), dondurarak kurutma (freeze-drying), emilsiyon dondurarak
kurutma (emulsion freze-drying) ve gaz kdpiklendirme (gas foaming) gibi birgok farkh
yontem kullaniilmaktadir. Kullanilan yonteme gore birbirinden farkli 6zelliklere sahip
doku iskeleleri elde edilmesi nedeniyle liretim esnasinda yontem segimi ¢ok buyik

Onem tasimaktadir. Asagida bu yontemler hakkinda kisa bilgiler sunulmaktadir.

2.5.1 Faz Ayrimi (Phase Separation)

Homojen birgok bilesenli bir sistem, bazi kosullar altinda, termodinamik agidan kararsiz
hale gelir ve sistemdeki serbest enerjiyi azaltmak icin birden fazla faza ayrilma
egilimindedir. Bir polimer ¢ozeltisinde, bir zengin faz ve bir hafif faz olmak (izere iki faz
vardir. Sistemden ¢0Ozicu uzaklastirildiktan sonra, polimer bakimindan zengin faz
katilasir. Bu yontem, kati-sivi faz ayirimi (solid-liquid phase separation) ve sivi-sivi faz

ayirimi (liquid-liquid phase separation) olmak tzere ikiye ayrilir[35].

Kati-sivi faz ayiriminda, sicakligin duslrilmesi ile bir polimer ¢ozeltisinden ¢oziicl
kristaller olusur. Ardindan ¢o6zlict kristalleri yapidan uzaklastirilarak gézenekli doku

iskeleleri elde edilir.

Sivi-sivi faz ayiriminda ise, polimer disiik donma noktasina sahip bir ¢6ziicl icerisinde
¢Ozllir ve ardindan bu cozelti ¢ozliclinin donma noktasinin altinda sogutulur.
Vakumlu kurutma ile donmus olan ¢6ziicii yapidan uzaklastirilarak gézenekli doku

iskeleleri elde edilir.
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Faz ayrimi gergeklesir

Poli Dondurma Liyofilizasyon
Kalp - rolimer > '
polimer  c8ziicll buz polimer gozenek
kristalleri

Sekil 2. 4 Faz ayirimi ydonteminin sematik gosterimi[36]

2.5.2  Eriyik Kaliplama

Eriyik kaliplama yonteminde, herhangi bir ¢6zlici kullanilmaksizin polimer ve porojen
madde karistirlmaktadir. istenilen geometriye sahip kaliba karisim dékildiikten sonra
kaliba uygulanan isi ile polimer eriyik hale getirilmektedir. Porojen maddesinin icinde
¢Ozlinebilecegi ¢coziicl ile etkilestiriimesi sonucu porojen yapidan uzaklastiriimakta ve
boylece istenilen geometriye sahip, gozenekli ve Ug¢ boyutlu doku iskeleleri elde

edilmektedir[37].

2.5.3  Pargacik Uzaklastirma

Parcacik uzaklastirma yoénteminde, polimer uygun bir ¢6zlici igerisinde
¢Ozlindurdldikten sonra belirli pargacik boyutuna sahip bir porojen madde bu
¢Ozeltinin icine ilave edilmektedir. Sodyum klorir, seker, parafin ve jelatin porojen
olarak kullaniimaktadir[38]. Yapismayacagl diz bir yere dokilen karisim, ¢oziici ile
uzaklastiriimaktadir. Boylece icinde porojenlerin bulundugu kati polimerik yapi elde
edilmektedir. Bu yapidan porojenlerin uzaklastirilmasi igin porojen maddenin
¢Ozlinebilecegi herhangi bir ¢ozlicl ile etkilesmesi saglanmaktadir. Su jelatin, sodyum
kloriir ve seker icin ¢bzlici olarak kullanilirken parafin i¢in hekzan kullaniimaktadir.
Gozenekler porojenlerin terk ettigi bolgelerde meydan gelmektedir[39], [40]. Parcacik
uzaklastirma yontemi ile gézenek boyutu ve o6zellikleri kullanilan porojen boyutuna

gore degisebilen doku iskeleleri tiretilmektedir.
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Sekil 2. 5 Cozlict dokiimu-parcacik uzaklastirma yonteminin sematik gosterimi[36]

2.5.4 Fiber Baglama (Fiber Bonding)

En eski doku iskelesi Gretim yontemleri arasinda fiber baglama yontemi yer almaktadir.
Bu yontem, biyobozunur bir polimer olan poli laktik-ko-glikolik asit (PGA) ameliyat
ipliklerinin doku iskelesi olarak kullanilabilmesi amaci ile gelistirilmektedir. Ancak PGA
ameliyat iplikleri kullanilmasi ile elde edilen oOriilmemis ag dokularinin mekanik

dayanimlari yeterli olmamaktadir[37].

2.5.5 Elektro Egirme (Elektro Spinning)

Elektro-egirme yonteminde polimer c¢ozeltisi damlatiimak icin Sekil 2.6’da gorildigi
gibi bir enjektor ile bekletilir. Toplama plakasina ve polimer ¢6zeltisine yiksek gerilim
uygulanmasi ile egirme islemi baslar. Bu asamada damlacigin damlamasini engel olan
ylzey gerilim kuvvetleri ve damlacigl harekete gecirerek egrilmesini saglayan
elektriksel kuvvetler olmak Gzere iki farklh kuvvet grubu polimer ¢ozelti damlasi tGizerine
etki eder. Elektriksel kuvvetlerin ylizey gerilim kuvvetini yenmesi ile polimerik ¢ozelti
egrilir ve toplama panelinde fiber formuna sahip Urin birikir. Toplama paneli ile
damlatma noktasi arasindaki mesafe bagh olarak olusan fiber kalinligi dogrudan
degismektedir. Aradaki bu mesafenin artmasiyla orantili fiberlerin capi kiicilmektedir.
Nanofiberlerden olusan ince membranlarin elde edilmesi icin bu yontem

kullaniimaktadir[41].
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Sekil 2. 6 Elektro egirme yonteminin sematik gosterimi[36]

2.5.6 Dondurarak Kurutma (Freeze-Drying)

Dondurarak kurutma yénteminde, hazirlanan polimerik ¢ozeltiler uygun sartlar altinda
dondurulur ve daha sonra liyofilize edilir. Polimer ¢ozlclsu liyafilizasyon islemiyle
uzaklatirilarak makro gozenekli doku iskelesi Uretilmis olur. Bu yontem ile ylksek

gozeneklilige sahip doku iskeleri elde edilmesi mimkiinddr.

2.5.7 Emiilsiyon Dondurarak Kurutma (Emulsion Freeze-Drying)

Bu yontemde, hidrofobik polimer ¢ozeltisinde sulu bir faz eklenerek emidilsiyon
hazirlanmaktadir. Bu emdlsiyon 6nce dondurulup daha sonra liyofilizasyon islemi
uygulanir ve ¢6zicinln uzaklastirilmasiyla birlikte G¢ boyutlu doku iskeleleri elde

edilmektedir[42].

2.5.8 Gaz Kopiiklendirme (Gas Foaming)

Gazl kopik haline getirme yontemi temel olarak bir polimer fazi boyunca dagiimis gaz
kabarciklarinin biylmesini ve nikleasyonunu icermektedir[43]. Gaz kabarciklarinin
olusumu, disik ya da yiksek basing altinda polimer fazina bir inert gaz ilave
edilmesiyle veya bir kopuklendirme ajani tarafindan kimyasal reaksiyon ile

gerceklesebilmektedir. Asagidaki bolimde, gaz tabanli doku iskelesi ({retim
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tekniklerden ve tez galismasinda kullanilan gaz kopuklendirme yénteminden detayli

olarak bahsedilmektedir.

2.6 Doku iskelesi Uretiminde Kullanilan Gaz Koépiiklendirme Yontemleri

Doku muhendisligi uygulamalari igin istenilen bitin 6zelliklere sahip doku iskelelerinin
Uretimi oldukca zorlu bir slire¢ olmaya devam etmektedir. Doku iskelesi tGretimi icin bir
onceki bolimde bahsedilen teknikler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu
yontemler kullanildiginda 3 boyutlu yapi eksikligi, kontrol edilemeyen gézenek boyutu
ve birbirine bagl olmayan gézeneklilik gibi bazi dezavantajlar ile karsilagilmaktadir. Tez
calismasi kapsaminda kullanilan yeni gaz kopilklendirme tekniginin de iginde
bulundugu bircok farkli gaz tabanli teknik doku iskelesi (iretiminde karsilasilan
olumsuzluklara ¢6ziim olmayi hedeflemekte ve yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu tez
calismasinda, siinger formundaki doku iskelelerinin Uretimi igin literatirdeki geleneksel
gaz kopuklendirme yontemlerine goére daha basit ve hizli bir yaklasim olan asit
klortir/alkol kimyasi yontemi temel alinmistir ve bu yéntemle alakali genel bilgiler

asagida Bolim 2.6.4’te verilmektedir.

2.6.1 Karbondioksit (CO,) Kullanimi ile Gaz Képliklendirme Yéntemi

Karbondioksit (CO;) kullanimi ile gaz kopuklendirme ydnteminde, Sekil 2.7’de
goruldugl gibi ylksek basingli CO, gazi polimerin doygunluga ulasmasini saglamaktadir.
Kullanilan basincin ortam seviyesine gelene kadar dislrilmesi ve cekirdeklenme ile
polimer matriksin yapisinda CO, gazindan dolayl gézenekler olusmaktadir[44], [45],
[46], [47]. Yiksek basingli CO, kullanimi hidrofobik polimerlerde [44], [45], hidrofilik
polimerlerde[48], [49], [46]ve hidrofobik / hidrofilik kompozitlerde [47] g6zeneklilik
Uretimi icin uygulanmistir. Polimer icerisinde ¢oziinen gazin miktarina bagh olarak
gozeneklilik ve gozenek boyutu degisim gostermektedir. Ancak, bu yontem ylizeylerin
gozenekliligi icin uygun olmakla beraber kapali gdzenekler olusturmaktadir. Birbiriyle
baglantili olmayan gézenek yapilarina sahip olmasi doku iskeleleri icin tercih edilmeyen
bir 6zellik olmaktadir. istenildigi gibi icsel baglantili gézenek saglanamadigi icin baska

yontemler ile beraber kullanilarak gézenekli bir doku iskelesi elde edilmektedir.

15



polimer
basincin dilstirlilmesi s \

. karbon dl)nk\ll 0 R ve VCklrdL’LlC"mC 1\ ’ g
® capraz baglayici ajan G NSy >

- . . o
polimer ¢dzeltisi A

" Gl \
4 '
polimer yapinin yiiksek basingta gbzenck

CO.'nin yapidan ayrilmasi
CO,’ye doyurulmas: . yop ’

Sekil 2. 7 CO, kullanimi ile gaz kdplklendirme yonteminin sematik gosterimi[36]

2.6.2 Kopiiklendirme Ajani Kullanimi ile Gaz Képiiklendirme Yontemi

Geleneksel gaz koplrtme tekniginde, sodyum bikarbonat(NaHCOs) veya sodyum
karbonat (Na,COs) gibi bir kdplrtme ajani, orta asidik ¢ozeltilerde N, ve CO, gibi bir atil
gaz olusturmak icin bir polimer fazina ilave edilmektedir. Bu kopiklendirme ajanlarinin
asit ile etkilesmesi sonucu veya yiksek sicaklikta bozunmasi ile CO, gaz baloncuklari
meydana gelmekte ve polimerik yapi icerisinde yayilan gaz kabarciklari gézenekli yapiy
olusturmaktadir[50], [51], [52], [53]. Polimerin gbzenekli yapisi, dagilmis gaz fazindan
(streksiz faz) polimerin surekli fazi ¢ikarildiginda olusmaktadir. Bu yontemde, lretilmis
polimerik koplkler gaz ve sivi yogunlugu arasindaki blylk farktan dolayr kinetik
kararlihga duslik olmaktadir. Sivi faz asagl dogru akma egilimindeyken, gazin yukari
dogru hareket etme egilimi; gozeneksiz alt tabaka ve oldukca gozenekli Ust ylizeye
sahip homojen olmayan bir kdplik olusumuna yol agmaktadir[54], [55], [56]. Cozeltinin
viskozitesinin artirilmasi, sicakhk degisimlerinde hizl katilasmaya ugrayan polimerlerin
kullanilmasi (6rnegin jelatin) ve son olarak da, gaz kabarciklarinin iretiminden sonra
polimerizasyonu ¢abuk baslatmasi icin polimer ¢ozeltisine ¢apraz baglayici ve baslatici
eklenmesi ile polimerik kopuklerin destabilizasyonu en aza indirilebilmektedir. Bu
teknik, alginat[57], jelatin[56], poli (etilen glikol) diakrilat (PEGDA) [58], ve poli (L-

laktik) asit (PLLA) [59] gibi polimerlerde gdzeneklilik olusturmak igin kullaniimaktadir.

2.6.3  Asit Kloriir/ Alkol Kimyasi Kullanilarak Gozenekli Doku iskelesi Elde Edilmesi

Mevcut gaz koplklendirme yontemleri, gaz (retmek icin kullanilan inorganik
karbonatlar ve asidik ¢ozeltilerin ilave edilmesi doku iskelelerin uygulama alanlarini
sinirlayabilmektedir. Ayrica kullanilan yizey aktif maddeler ve gbdzenek vyapicilar

yeterince iskeleden uzaklastirilamaz ise biyouyumluluk ile ilgili sorunlara neden
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olabilmektedir[43]. Ozcelik ve ark. tarafindan polyester PEG slingerlerinin Uretimi igin
bir tek-kap sentez yaklasimi sunulmustur. Bu yaklasimda, SebCl ve PE’in hidroksil ug
gruplari arasindaki reaksiyon ile capraz baglanmasi sonucu, ester baglari olusmakta ve
es zamanli olarak hidrojen klorilr (HCI) gazi a¢iga ¢ikmistir. HCI gazinin agiga ¢ikmasiyla
es zamanl olarak birbirine bagh oldukca biylik gozenekleri olan slinger formundaki
yapl meydana gelmistir. Boylelikle, asit klorlr/alkol kimyasi kullanilarak bir inert gaz

olmadan goézenekli slingerler elde edilmistir [3], [60].
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada, gaz kopiklendirme yontemi ile poli(etilen glikol) bazl siingerler temel
alinarak farkh iceriklere sahip singer formundaki doku iskelelerinin sentezi,
karakterizasyonu ve mekanik 06zelliklerinin incelenmesi igin gerekli ¢alismalar
yapilmistir. Bu bolimde, tez kapsaminda yapilan deneysel calismalar hakkinda ayrintih
olarak bilgi verilmistir. ilk olarak, tez calismasi esnasinda kullanilan materyaller ve
ekipmanlar siralanmistir. Ardindan poli(etilen glikol) bazli ve farkl ilaveler yapilarak
Uretilen slingerlerin elde edilme prosedirid anlatiimistir. Bir sonraki kisimda ise
siingerlerin yapisal karakterizasyonu icin yapilan yiritilen SEM analizleri, mekanik

dayanim testleri, sisme ¢alismalari ve FTIR analizlerinden bahsedilmistir.

3.1 Materyal ve Ekipman

3.1.1 Kullanilan Materyal

PEG bazl stingerlerin sentezi icin kullanilan materyaller hakkinda temel bilgiler asagida

verilmistir:

Pentaeritritol Etoksilat (PE)

Firma: Aldrich
Ortalama Molekiil Agirhgi: 797

Aldrich firmasindan temin edilen pentaeritritol etoksilat (Sekil 3.1), herhangi bir islem

yapilmadan kullaniimistir.
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HO
Sekil 3. 1 Cok kollu PEG olan Pentaeritritol etoksilatin (PE) kimyasal yapisi
Sebasoil Kloriir (SebCl)
Firma: Sigma-Aldrich
Ortalama Molekiil Agirhgi: 239.14

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen sebasoil kloriir (Sekil 3.2), herhangi bir islem

yapilmadan, temin edildigi gibi kullanilmistir.

O

Clk/\/\/\/\”c'

O

Sekil 3. 2 Sebasoil kloririn (SebCl) yapisi

Hidroksiapatit (HA)

Firma: Sigma-Aldrich
Molekiil Agirhgi: 502.31

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen hidroksiapatit (Sekil 3.3), herhangi bir islem

yaptimadan kullaniimistir.
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Sekil 3. 3 Hidroksiapatitin (HA) yapisi

Sodyum Karbonat (Na,CO3)

Firma: Merck
Molekil Agirhigi: 105.99 g/mol

Merck firmasindan temin edilen sodyum karbonat (Sekil 3.4), herhangi bir islem

yapilmadan kullaniimistir.
Etanol (C;HsOH)

Firma: Merck

Molekiil Agirhigi: 46.07 g/mol

Merck firmasindan temin edilen etanol, slingerlerin yikama prosediiri icin herhangi bir

islem yapilmadan kullanilmistir.

Sodyum Kloriir (NaCl)

Firma: Sigma-Aldrich
Molekiil Agirhgi: 58.44

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen NaCl, farkh icerikli doku iskelelerinin elde

edilmesinde katki malzemesi olarak herhangi bir islem yapilmadan kullaniimistir.

Pudra Sekeri

Marketten temin edilen pudra sekeri, farkli icerikli doku iskelelerinin elde edilmesinde

katki malzemesi olarak herhangi bir islem yapilmadan kullaniimistir.
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Distile Su (Milipore)

Distile su, hazirlanmis doku iskeleleri igin yikama prosediri ve sisme ¢alismalari
esnasinda Yildiz Teknik Universite Biyomiihendislik Béliimi’nde bulunan Milli-Q

cihazindan kullaniimistir.

3.1.2  Kullanilan Ekipman

Doku iskelelerinin sentezlenme islemleri sirasinda kullanilan temel ekipmanlar

asagidaki gibi siralamistir.
eVial (30 ml)
ePipet (1 ml)
eKronometre
eHassas Terazi
eKumpas
eProblu Termometre
eVorteks Cihazi
eEtiv-Vakum Cihaz
eStable Micro Systems Cihazi

oSEM

3.2 Yontem

Poli (etilen glikol) (PEG) bazli slingerler, yeni gaz kopuklendirme yontemi kullanilarak
pentaeritritol etoksilat (PE) ve sebasoil klortiriin (SebCl) belirli oranda karistiriimasiyla
elde edilmistir. Bu tez calismasinda, belirli bir orana sahip PEG bazli siinger kontrol
ornegi olarak alinmis ve farkh iceriklere sahip PEG bazl doku iskelelerinin sentezi
gerceklestirilmistir. Hidroksiapatitin (HA) , sodyum kloririn (NaCl) ve pudra sekerinin
(PS) degisik miktarlarda ilave edilmesiyle birbirinden farkh o6zelliklere sahip doku
iskeleleri sentezlenmistir. Boylelikle, tez kapsaminda kontrol 6rnegimiz poli(etilen

glikol) bazli siingerler PEG-Kontrol, HA ilaveli olan slingerler PEG-HA, NaCl ilaveli olan
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sungerler PEG-NaCl ve pudra sekeri ilaveli olanlar ise PEG-PS olarak kodlandirilmistir.
Elde edilen siingerlerin sentezleri ve olusan serileri hakkinda ayrintil bilgiler asagida

verilmistir.

3.2.1 PEG Bazli Siingerlerin Elde Edilmesi

Kontrol 6rnegi olarak PEG bazl stuingerlerin tretilmesi icin, 1:2 mol oraninda Pe/SebCl
karisimi kullanilmis ve toplam hacim 4 ml olarak belirlenmistir. Sekil 3.5’de goruldigu
gibi, oncelikle PE ve SebCl bir pipet yardimi ile viale ilave edilmistir. Agzi sikica
kapatilmis vial icerisindeki PE ve SebCl 30 sn vorteks ile karistirildiktan sonra ¢eker ocak
icerisinde diz bir zemine birakilmis ve reaksiyonun tamamlanarak gaz kabarciklarinin
olusmasi icin 60 sn beklenilmistir. 60 sn sonunda vialin kapagi acilarak 30 dk boyunca
reaksiyonun yan urinid olan hidrojen klorir (HCI) gazinin agiga ¢ikmasi saglanmistir.
Daha sonra, vial icerisinden sentezlenen stinger dikkatli bir sekilde cikarilmis ve alt-lst
ylzeyleri temizlenmistir. Elde edilen PEG bazli slingere, Bolim 3.2.2’de detaylica
anlatildig1 gibi noétralize edildikten sonra yikama, kurutma ve saklanma prosediri

uygulanmistir.

Vorteks t=0sn t=10sn t=20sn
Igleminden 60 sn sonra PEG Bazh
sonra kapak agilir. Siinger

Sekil 3. 4 PEG bazl slingerlerin elde edilme prosediriiniin sematik gosterimi

3.2.2  Hidroksiapatit ilaveli (PEG-HA) Siingerlerin Elde Edilmesi

Hidroksiapatit ilaveli PEG siingerlerin (retilmesi icin, Sekil 3.6’da goruldigu gibi
oncelikle 2,44 ml hacminde PE bir pipet yardimiyla 30 ml hacmine sahip plastik vial

icerisine alinmistir. Hidroksiapatitin mekanik dayanima olan etkisini incelemek icin
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belirledigimiz miktarlarda (Cizelge 3.1) HA viallere ilave edilmistir. HA‘in PE igerisinde
homojen olarak dagilmasini saglamak icin 90 sn boyunca PE VE HA bilesenleri
vortekslenmistir. Karistirma isleminden sonra PE-HA karisimi Gzerine 1,57 ml SebCl
eklenmistir. PE-HA-SebCl bilesenleri olan vialin kapagi sikica kapatilarak 30 sn boyunca
vortekslenmistir. Vorteks cihazindan alinan vial diz bir zemine koyulmus ve
reaksiyonun gercekleserek gaz kabarciklarinin olusmasi icin 60 sn beklenilmistir.
Gerceklesen reaksiyon sonucu vial icerisinde singer olusumu meydana gelmis ve
reaksiyonun yan Grini olarak hidrojen klorir (HCI) gazi agiga ¢ikmistir. Gaz gikisinin
saglanmasi i¢in ¢eker ocakta vial, agzi agilarak 30 dk boyunca bekletilmistir. Daha sonra
olusan slingerler viallerden cikarilmis ve bisturi bicagl yardimiyla alt-tst yizeyleri
temizlenmistir. Stingerler istenilen buylklikteki parcalara ayrilmistir. Her bir slingerin
notralizasyonu igin 30 mM sodyum karbonat ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozeltide 1 saat
bekletilmislerdir. Cozeltiden alinan siingerler 10 dk boyunca ditile su ile yikandiktan
sonra %80 etanol ve %20 distile su karisimi icerisinde 10 dk dehitre edilmislerdir.
Distile su ardindan etanol-su karisimi ile yilkama prosediirii en az 3 defa tekrarlandiktan
sonra stingerler %100 etanol igerisinde 5 dk bekletilmistir. Etanol igerisinden ¢ikarilan
stingerler temiz bir saat cami tizerine alinarak etiiv-vakum (30°C, 20 mbar) cihazina
yerlestirilmistir. 24 saat boyunca kurutma islemi yapilan siingerler karakterizasyon

analizlerinde kullanilmak tzere plastik vialler iginde saklanmigtir.
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Sekil 3. 5 HA ilaveli Stingerlerin elde edilmesinin sematik gésterimi

Cizelge 3. 1 PEG-HA siingerlerinin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler

PE SebCl (ml) HA
Numune % W/V Hacim Mol Hacim Mol M(“g(:;m
ismi (ml) (mmol) (ml) (mmol)

PEG-Kontrol - 2,44 3,67 1,57 7,33 -
PEG-HA10 10 2,44 3,67 1,57 7,33 0,4
PEG-HA20 20 2.44 3,67 1.57 7,33 0,8
PEG-HA30 30 2,44 367 1,57 7,33 1,2

3.2.3  Sodyum Kloriir ilaveli (PEG-NaCl) Siingerlerin Elde Edilmesi

Sodyum kloriir (NaCl) ilaveli PEG slingerlerin sentezi, katki maddesi olarak NaCl
eklenmesi sonucu gerceklestirilmistir. Tim asamalar bolim 3.2.2."de anlatildigi gibi tek

tek uygulanarak PEG-NaCl siinger olusumu saglanmis, ardindan yikama, kurutma ve
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saklanma prosedirleri uygulanmistir. Farkh miktarlardaki NaCl ilavesi ile elde edilen

PEG-NaCl slinger serisine ait icerik bilgileri (cizelge 3.2) asagidaki gibidir.

Gizelge 3. 2 PEG-NaClstingerlerinin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler

PE SebCl (ml) NaCl
Numune | %W/V | Hacim Mol Hacim Mol M(ilg(:.)arl
ismi (ml) (mmol) (ml) (mmol)
PEG-Kontrol - 2,44 3,67 1,57 7,33 -
PEG-NaCl10 10 2,44 3,67 1,57 7,33 0,4
PEG-NaCl20 20 2.44 3,67 1.57 7,33 0,8
PEG-NaCl30 30 2,44 367 1,57 7,33 1,2

3.2.4  Pudra Sekeri ilaveli (PEG-PS) Siingerlerin Elde Edilmesi

Farkli igeriklere sahip stingerleri birbiriyle kiyaslamak amaci ile HA ilaveli ve NaCl ilaveli
PEG bazli siingerlere ek olarak %20 w/v konsantrasyonuna sahip pudra sekeri ilaveli
siingerin sentezi yapilmistir. Bu asamada, katki maddesi olarak pudra sekeri ilave
edilmis ve ardindan B6lim 3.2.2.”de anlatildigi gibi tim asamalar ayni sekilde yapilarak
pudra sekeri ilaveli siinger olusumu saglanmis, ardindan yikama, kurutma ve saklanma

prosedirleri uygulanmistir.

Cizelge 3. 3 PEG-PS stingerlerinin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler

PE SebCl (ml) Pudra
- - Sekeri
[+)
Numune % W/V | Hacim Mol Hacim Mol Miktar:
ismi (ml) (mmol) (ml) (mmol) (gr)
PEG-Kontrol - 2,44 3,67 1,57 7,33 -
PEG-PS20 20 2.44 3,67 1.57 7,33 0,8
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3.3 Karakterizasyon Testleri

3.3.1 ATR-Fourier Transform Infrared Spektroskobi (FTIR) Analizi

Gaz kopuklendirme yontemi ile elde edilen singerlerin yapisal 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla ATR-Fourier Transform Infrared Spektrometre (FTIR) cihazi
(Shimadzu-IR prestige 21) kullanilmistir. Kurutulmus orneklerin ylizeyinden kesit
alinarak kiigtik pargalar halinde analiz igin hazirlanmistir. PEG-Kontrol érnegi, PEG-HA
ornegi ve reaksiyonun temel bilesenleri (PE, SebCl, HA) icin FTIR spektrumlari

alinmistir. FTIR spektrumlari 750-4000 cm™ dalga boyu araliginda degerlendirilmistir.

3.3.2 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile hazirlanan singerlerin gézenek boyutu,
gozenek yapisi ve gozenekler arasi baglantilari degerlendirilmistir. SEM goruntileri igin
taramali elektron mikroskobu cihazi (Jeol, JSM-6510LV) kullaniimistir. Kuru durumdaki
siingerden jilet kullanilarak bir i¢ kesit alinmistir. Bu i¢ kesitler, Sekil 3.7'de goruldugi
gibi plate lizerine yerlestiriimis ve numunelerin Uzeri Sputter-coater S150 B Edwards
cihazinda altin-paladyum ile kaplanmistir. Yiksek vakuma (10® Pa) maruz birakilan

numuneler istenilen blyiklige getirilerek goriintllenmistir.
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Sekil 3. 6 PEG bazli stingerlerin plate Gzerindeki gérintileri a) Sentezlenen PEG-HA
siingerinin FTIR analizi icin ylizeyinden alinan kesit gorlintlisi b) Numunelerin altin-
paladyum kaplama 6ncesi goriintiileri c) Numunelerin altin-paladyum kaplama sonrasi
goruntuleri

3.3.3 Gozenek Boyutunun Belirlenmesi

Gozenek boyutunun belirlenmesinde, numunelerin SEM cihazi ile alinan i¢ kesit
gorintilerinden yararlanilarak Image J programi kullanilmistir. Sentezlenen kontrol
ornegi ve farkl iceriklere sahip stingerlerin her biri icin ortalama gozenek boyutlar
hesaplanmis ve standart sapmalari belirlenmistir. Elde edilen bu degerler SEM

goruntileriile birlikte degerlendirilmistir.

3.3.4  Sisme Olgiimleri

Vakum-etiv cihazinda (30°C, 20 mbar) kurutulmus siingerin kuru agirhgi hassas terazi
ile olclildikten sonra siinger sismesi icin ditile su icerisine koyularak bekletilmistir.
Belirli zamanlarda (2, 4, 24, 48, 72 saat) sismis agirliklari 6lglilmis ve her agirhik

Olcimiinden sonra ditile su degistirilmistir. Sisme ¢alismalari her bir singer igin ayni
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prosedir uygulanarak yapilmistir. Slngerlere ait sisme orani Esitlik 3.1’e gore

hesaplanmistir.
Denge sisme Orani = W,/ W, (3.1)

Bu esitlikte Wy, stingerin kuru agirligini, W, ise sliingerin t zamandaki sismis agirligini

ifade etmektedir.

3.3.5 Mekanik Dayanim Testleri

PEG bazli singerlerin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla yapilan mekanik
dayanim testleri icin Sekil 3.8’de gorlilen Stable Micro Systems cihazi kullanilmistir.
Mekanik dayanim testleri icin ditile su icerisinde denge sisme oranina ulasmis, ¢aplari
15 mm ve kalinliklari 15 mm olan numuneler kullanilmistir. Sikistirma testleri Imm/dk
sabit baslik hizi ile 5 kg yiik altinda gerceklestirilmistir. Gergeklesen mekanik dayanim
testi sonucunda, gerilim-gerinim egrileri farkli igeriklere sahip her bir slinger igin elde

edilmistir.

Her bir numunenin basma testi esnasinda dlglilen gerilim, gerinim ve ealstik moduil

asagidaki gibi hesaplanmistir:

Gerilim, numune ylzeyine uygulanan kuvvetin (F), numune ylizey kesit alanina (A)

bolinmesi ile hesaplanmistir.
Gerilim (MPa) = Kuvvet (F) / Alan (A) (3.2)

Gerinim, numunenin kuvvet uygulama esnasinda uzunluk degisiminin (AL), kuvvet

uygulanmadan énceki ilk uzunluguna (L) bélinmesi ile elde edilmistir.

Gerinim (%) =AL/ L (3.3)
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Sekil 3. 7 Mekanik dayanim testleri icin kullanilan Stable Micro Systems cihazinin
goruntusu

3.3.6 Siinger Olusum Reaksiyonlarinin Termodinamik incelenmesi

PEG bazli stingerlerin Uiretimi sirasinda, ekzotermik reaksiyon esnasinda agiga ¢ikan isi
takip edilerek reaksiyonun ilerlemesi gézlemlenmistir. ilave edilen malzemelerin (HA,
NaCl ve pudra sekeri) reaksiyon kosullarina etkisini incelemek icin, sekil 3.9’da
goruldiugl gibi viallerin kapaklari Uzerine kigulk bir delik agilarak prob termometre
daldirilmistir. Vorteks asamasindan, silingerlerin olusumuna kadar gecen sirede
belirlenen zaman araliklari igin sicaklik degerleri kaydedilmistir. Kontrol drnegi ve farkh
icerikli singerlere ait zamana karsi sicaklik degisim degerleri grafik cizilerek
degerlendirilmistir. Termodinamik degerlendirme yapilirken t=0 ani vorteksten dnceki
sicaklik degeri olarak kabul edilmis ve sicakhk degisimi (AT) her 10 saniyede bir prob

termometreden okunan t degerlerine gore hesaplanarak grafige aktariimistir.
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Sekil 3. 8 Reaksiyon esnasindaki sicaklik degisimini dlcmek amaciyla vial icerisine
yerlestirilmis prob termometreye ait goriinti
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BOLUM 4

SONUGLAR VE TARTISMA

4.1 PEG Bazli Siingerlerin Olusumu

Bu calismada, geleneksel gaz koplklendirme yontemlerinin disinda bir teknik
kullanilarak, sadece iki ana bilesenin reaksiyonu sonucu gaz cikisinin saglanmasiyla
farkli  ozelliklere sahip, biyouyumlu ve biyobozunur, olduk¢ca gbzenekli
biyomalzemelerin elde edilmesi amaglanmistir. Bu amag icin, asit klorlr/alkol kimyasi
kullanilarak, PEG bazli siingerlerin olusumu tek bir kap igerisinde higbir toksik 6zelligi
olmayan PE ve SebCl bilesenlerinin ¢apraz baglanmasi sonucu saglanmistir. Bu temele
dayanarak, PEG bazli siingerlerin Uretimi, Sekil 4.2" de gorildigu gibi, dort kollu PEG ile
sebasoil klorur arasindaki ekzotermik olan asit klortir/alkol reaksiyonu sirasinda agiga
¢tkan HCI gazi sonucu gergeklesmistir. Reaksiyon sistemine ilave edilen HA, NACI ve
pudra sekeri gibi katki maddelerinin Uretilen biyomalzemelerin mekanik ve sisme
Ozelliklerine etkisi incelenmistir. Asagidaki boélimlerde goriilecegi Uzere doku
mihendisligi uygulamalari igin agik, birbiriyle baglantili ve i¢ boyutlu gdzenekliligi olan

ic yapiya sahip doku iskeleleri elde edilmistir.

On denemelerimizde, PE ve SebCl arasindaki ¢apraz baglanma sonucu gerceklesen
reaksiyon icin farkli oranlarda denemeler yapilmis ve optimum PE/SebCl orani 1:2 mol
olarak belirlenmistir. Bu oranda sentezlenen siingerler referans olarak kabul edilmis ve
PEG-Kontrol olarak adlandiriimistir. Sisteme katki maddelerinin ilave edilmesiyle
Uretilen diger slingerler bu kontrol numunesiyle mukayese edilmistir. Siingerlerin
gozenek olusumu esnasinda, i¢ yaplyl etkileyen en énemli asamalardan birinin PE ve

SebCl’e uygulanan vorteksleme hizi vesiresi oldugu tespit edilmistir. Bunun icin
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vorteks islemi farkli siirelerde ve degisik hizlarda gerceklestirilerek, PE ve SebCl karisimi
icin optimum kosullar 30 sn (hizl) olarak belirlenmistir. Vorteks isleminin ardindan,
vialin ¢eker ocak igerisine birakildigi ilk an t=0 olarak kabul edilmistir. Sekil 4.1’ de
gorildugl gibi gaz kabarciklari olusumu ekzotermik reaksiyon sicakligi etkisiyle t='5 sn
itibaren baslayarak, kabarciklar yukari dogru yikselmis ve 30 sn gibi cok kisa bir siirede
reaksiyon tamamlanarak singer formundaki doku iskelesi olan biyomalzemeyi

olusturmustur.

Sekil 4. 1 PEG bazl slinger doku iskelesinin vorteks isleminden sonra reaksiyonun

gerceklesme siresine ait goéruntisu.

Bu asamadan sonra vialin kapagi acilarak HCI gazinin ¢ikisi saglanmis ve sentez sonucu
elde edilen silingerler vial igerisinden cikarilarak, diizgiin olmayan alt-lst yuzeyler
temizlenmis, Sekil 4.2’de yukarida gorildigi gibi dizglin silindir bir yapi elde
edildikten sonra Bolim 3.2.2°de belirtildigi gibi notralizasyon ve yikama islemleri
sonrasinda kurutularak potansiyel doku mihendisligi uygulamalari icin kullanima hazir
bir hale getirilmistir. Sekil 4.2, ayrica reaksiyona giren temel bilesenler arasindaki
capraz baglanma reaksiyonlar ile ester baglarinin olusumunu sematik olarak
gostermektedir. Slingerin biyobozunurlugu bu tir ester baglarinin kirilmasi yoluyla
gercgeklestiginden, yapida olusan bu baglar doku mihendisligi yaklasimlari agisindan
oldukca 6nem arz etmektedir. Dolayisiyla, bu calismada Uretilen ester bagh sentetik
PEG bazh slingerler bir doku iskelesi olarak, doku mihendsiligi icin ciddi bir potansiyel

teskil etmektedir.
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Ester Baf

Sebasol Klorr

/

Penaeritritol Etoksilat

Sekil 4. 2 Sebasoil kloriree ait asit kloriir gruplari ve pentaeritritol etoksilatin hidroksil
gruplari arasindaki reaksiyon ile ester capraz baglarinin olusumunun sematik gésterimi
([3] 'den degistirilerek)

4.2 Siinger Olusum Reaksiyonlarinin Takibi ve Termodinamik Degerlendirilmesi

PEG bazh singerlerin olusumu sirasinda bilesenler arasinda ekzotermik bir reaksiyon
gerceklesmis ve bu nedenden dolayl zamana bagli olarak i1si degisimleri gorGlmdistdr.
Bu 1s1 degisimleri Bolim 3.9’da verildigi gibi vialin igine daldirilan bir termometre probu
yardimiyla izlenmistir. Ana bilesenlere uygulanan vorteks isleminden sonra
reaksiyonun baslamasi ile eszamanli olarak sicakligin artmasi, gaz kabarciklarinin
olusmasina ve vial icerisinde yukari dogru ilerlemesine neden olmustur. Sisteme dahil
edilen farkh ilavelerin (HA, NaCl ve pudra sekeri) reaksiyon (zerindeki etkisini
incelemek amaciyla slinger olusumu sirasinda 1si degerlerindeki degisimin takibi
yapilmistir. Bu islem PEG-Kontrol 6rnegi ve %20 w/v oraniyla elde edilmis PEG-HA,
PEG-NaCl ve PEG-PS slingerleri icin yapilmis ve sonuclar mukayese edilmistir. Elde
edilen veriler zamana karsi i1s1 degisimini gostermek amaci ile Sekil 4.3’de gorildigi

gibi grafige aktariimistir.
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Sekil 4. 3 PEG-Kontrol ve %20 w/v konsantrasyonlu PEG-HA, PEG-NaCl, PEG-P$
siingerlerine ait reaksiyonlarin gerceklesme strecindeki zamana karsi 1si degisim grafigi

Sekil 4.3'de gorulugh gibi kontrol 6rneginin ve farkli iceriklere sahip stingerlerin
reaksiyon boyunca sicaklik degisimlerinde cok biylik sapmalar olmamistir. Buna
ragmen, HA, NaCl ve pudra sekeri katkisiyla elde edilen silingerlerin sicaklik degisim
egrilerinde sola dogru bir kayma oldugu yani reaksiyon sistemindeki i1si ylikselmesinin
kontrol numunesine gore daha hizli gerceklestigi goriilmektedir. Bunun sebebi; kontrol
orneginden farkh olarak, ilave edilen maddenin PE ile iyice karismasi i¢in 90 sn boyunca
¢ok hizli bir vorteks islemine tabi tutulmus olmasina baglanmis ve bdylece hizli
karismanin etkisiyle vial icerisinde bulunan PE ile katki maddesinin baslangi¢
sicakhginin arttigr distinilmustir. Sekil 4.3 incelendiginde, PEG-HA, PEG-NaCl ve PEG-
PS siingerlerinin sicaklik degisim degerlerinde dnemli bir fark olmamasiyla birlikte PE
ile SebCl arasindaki ¢capraz baglanma reaksiyonlarinin 60 sn igerisinde tamamlandigi ve

sitemin dengeye ulastigi anlasiimaktadir.

4.3 ATR-Fourier Transform Infrared Spektrometresi (FTIR) Analizleri

PE ve SebCl arasindaki capraz baglanma reaksiyonunun neticesini incelemek ve

reaksiyon ortamina ilave edilen katki maddelerinin varligini tespit etmek igin,
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sentezlenen PEG-kontrol ve PEG-HA numuneleri ATR-FTIR ile analiz edilmistir.
Singerlere ait FTIR spektrumlari 750-4000 cm™ dalga boyu araliginda esit kosullar
altinda incelenmis ve degerlendirilmistir. Sekil 4.4’te PEG bazli siingerlerin olusum
reaksiyonunun temel bilesenleri olan PE ile SebCl'e ve bu iki bilesenin reaksiyonu
sonucu elde edilen kontrol drnegine ait FTIR spektrumlari verilmistir. Reaksiyondan
once PE’a ait hidroksil gruplari 3500 cm™de bulunurken, SebCl ile reaksiyonundan
sonra hidroksil gruplarindan azalma gorilmistir. Diger taraftan, reaksiyon oncesi
SebCl’iin karboksil piki 1800 cm™de iken, reaksiyon sonrasi ester olusumu nedeni ile
karboksil pikleri 1400 cm™Ve kaymistir. Boylece, PE ile SebCl bilesenlerinin ¢apraz
baglanmasi sonucu olusan kontrol 6rnegine ait spektrum incelendiginde reaksiyonun

basariyla gerceklestigi belirlenmistir.

PEG-Kontrol

SebCl

P S B

P I |

%T

P T I I I T |

|

LA DL DL DL LA DL DL DL DL L DL L |
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

1/ecm

Sekil 4. 4 PEG bazl slingerlerin ana bilesenleri olan PE ile SebCl’e ve PEG-Kontrol
ornegine ait FTIR spektrumlarinin gorintisi

Sekil 4.4’ de PEG-Kontrol ve PEG-HA (%30 w/v) 6rnegine ait FTIR spektrumlarina yer
verilmis ve HA’in slinger yapisina katilip katilmadigi degerlendirilmistir. PEG-HA igin
FTIR spektrumuna bakilirken HA’nin sahip oldugu OH ve PO, titresim modlari
incelenmistir. HA’nin karakteristik pikleri olan 3446 cm™ deki O-H gerilme titresimleri

gortlmustir.
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Sekil 4. 5 PEG-Kontrol ve PEG-HA numunelerine ait FTIR spektrum gorintisi

4.4 SEM Analizleri ile Gozenek Yapisinin ve Boyutlarinin Degerlendirilmesi

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen farkli iceriklere sahip PEG bazli stingerlerin ig
kesit yapilari SEM ile incelenmis ve Orneklerin gekilen gorintileri bu bdélimde
sunulmustur. Gozenek yapisi ve i¢sel baglantili incelenmis olan PEG bazli slingerlere ait
gorintilere Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’ de yer verilmistir.

Cizelge 4. 1 Ayni oranlarda farkli iceriklere sahip PEG bazli siingerlere ait ortalama
gozenek boyutu ve standart sapma degerleri

Numune Kodu | Ortalama Gozenek Standart Sapma
Boyutu (um) Degeri
PEG-Kontrol 275 92
PEG-HA 425 110
PEG-NaCl 370 135
PEG-PS 165 48

SEM analizlerinden yararlanarak gozenek boyutu hesaplanirken, katki maddelerinin
etkisinin ayni kosullar altinda incelenmesi icin %20 w/v konsantrasyona sahip PEG-HA,

PEG-NaCl, PEG-PS numuneleri secilerek SEM goruntileri alinmistir. Cizelge 4.1’de, bu
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SEM goruntileri kullanilarak Image J programi yardimiyla hesaplanan ortalama

gozenek boyutlar standart sapma degerleriyle verilmistir.

Sekil 4. 6 PEG bazl slingerlere ait SEM gorintiileri (X100) a) PEG-Kontrol b) PEG-HA

Sekil 4.6" da ayni blyltmeye sahip HA ilavesiz PEG-kontrol 6rnegi ve HA ilaveli PEG-HA
siinger 6rnegine ait SEM gorintlsu verilmistir. Sekil 4.6.a’da gorilecegi gibi referans
olarak kabul ettigimiz PEG-Kontrol birbiriyle i¢csel baglantili, makro gézenekli bir yapiya
sahip olmakla birlikte ortalama gdzenek boyutu Image J programi kullanilarak 275 + 92
um olarak hesaplanmistir. HCl gazinin agiga c¢ikmasi sonucu birbirine bagh oldukca
buyuk gozenekler olustugu goézlemlenmistir. Sekil 4.6.b ‘de ise %20 w/v oranina sahip
PEG-HA singeri x100 buyltmede incelenmis ve PEG-Kontrol oOrneginin mekanik
ozelliklerini gelistirmek amaci ile sisteme ilave ettigimiz toz formundaki HA
taneciklerinin yapiya tamamen katildig1 acik¢ca gorilmustiir. PEG-HA slingerlerine ait
farkli buyidtme o6lgekleri ile gekilmis diger SEM gorintilerine Sekil 4.7 de yer
verilmistir. Sekilde gorildiugi gibi, HA’in gozenek duvarinda yer aldigi ancak homojen
bir sekilde dagilim saglayamadigi gozlemlenmistir. PEG-HA Ornegine ait gbdzenek

boyutunun 425 + 110 um oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 7 HA ilaveli slingerlere ait SEM gorintileri a) PEG-HA (X500) b) PEG-HA (X5000)

Sekil 4.8’de ise hem PEG-Kontrol d6rnegine hem de ayni blylitme olgegindeki %20 w/v
oraninda katki maddesi ilave edilerek sentezlenmis olan PEG-NaCl ve PEG-PS ait
gorlntilere yer verilmistir. Gozenek boyutunda farklilik yaratmasi hedeflenerek ilave
edilen NaCl ve pudra sekeri katkili slingerlere ait SEM gorintileri incelendiginde hem
gozenek tipindeki hem de gozenek boyutundaki degisimler gortlmuistir. Kontrol
ornegine gore gozenekliligin arttig, NaCl ilaveli singerlerin ortalama gozenek
boyutunun 370 + 110 pum oldugu belirlenmistir. Ancak Sekil 4.8.b’ye ait SEM
gorintdleri incelendiginde NaCl parcaciklarinin beklenilenin aksine sistem icerisinde
hiyerarsik (ikincil) bir goézenek yapisi yaratmadig goézlemlenmistir. Sekil 4.8.c ’de
gorilen pudra sekeri ilaveli slingerde ise gozenekliligin homojen olmadigi ve gdzenek

boyutunun kontrol 6rnegine kiyasla kiguldigu gorilmustir.
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Sekil 4. 8 PEG bazli slingerlere ait SEM goruntuleri (X35) a)PEG-Kontrol b)PEG-NaCl
¢)PEG-PS
PEG-PS’ ye ait farkli bliyitmedeki gorintilere ise Sekil 4.9'da yer verilmistir. Sekil
4.9.a’daki SEM gorintileri incelendiginde, blylik capl goézeneklerin yanisira kiguk
gozeneklerin de yer aldigi hiyerasik bir gozenek yapisinin olustugu belirlenmistir. Sekil
4.9.b’de x3000 bilyitmedeki SEM goriintlslinde kiiclik gozenekler daha net bir sekilde

gortlmustir. Olusan kiglk gozeneklerin ortalama gozenek boyutu 1,2 + 0,5 um iken
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bliylk gozeneklerin ortalama gozenek boyutu 165 + 48 um olarak 6l¢ctlmustir. Burada,
blyuk gozenekler HCI gazinin sistemden ayrilmasi sonucu olusurken kiigik gézenekler
ise gozenek yapici madde olarak davranan pudra sekerinin reaksiyon sonucunda
¢oziinmesinden dolayr olusmustur. Bu tilr hiyerasik yapili malzemeler doku

muihendisligi uygulamari igin ciddi avantajlar saglamaktadir [61], [62].

SEI oAV
TUBITAK

Sekil 4. 9 Pudra sekeri ilaveli slingere ait hiyerasik yapinin SEM goriintileri a) PEG-PS
(X100), b) PEG-PS (X3000)

4.5 Sisme Testlerinin Degerlendirilmesi

Doku iskelesi olarak kullanilacak biyomalzemenin gerekli siire icerisinde sulu bir
ortamda sisebilme kabiliyetinin incelenmesi gerekmektedir. Bu calismada, hazirlanan
gozenekli stingerlere ait sisme deneyleri kuru halde olan disk formundaki siingerler ile
yuratalmastir. Distile su igerisinde bekletilen numunelerin sismis agirliklar olgtiimis

ve denge sisme oranlari hesaplanarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4. 10 PEG bazli stingerlerin kuru ve sismis durumdaki gériintisi: a) kuru
durumdaki PEG-HA, b) kuru durumdaki PEG-Kontrol, c) sismis durumdaki PEG-HA, d)
sismis durumdaki PEG-Kontrol

Oncelikle, Sekil 4.10" da kontrol &rnegi ile HA ilaveli siingerlere ait sisme dncesi ve
distile su icerisinde bekletilmis slingerlerin sisme sonrasi gorintileri verilmistir. PEG
bazli slingerlere ait gorintilerden anlasilacagl gibi, hacimsel olarak kuru ve sismis
formlari arasinda blyuk bir fark goriilmemistir. Ayrica, siingerlerin ditile su ile sismis
duruma gectikten sonrada sahip olduklari kuru durumdaki orijinal sekillerini

koruduklari gdézlemlenmistir.
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Sekil 4. 11 PEG-HA slinger serisine ait zamana karsi denge sisme oranlari

Daha sonra, HA miktarinin siingerin denge sisme orani lizerindeki etkisini incelemek
amaci ile HA serisindeki numunelerin her biri icin sisme testi uygulanmis ve bu seri
kontrol 6rnegi ile kiyaslanarak degerlendirilmistir. PEG-Kontrol ve PEG-HA serisine ait
denge sisme oranlarinin zamana karsi degisim grafigine Sekil 4.11‘de yer verilmistir.
PEG-HA serisine ait grafik incelendiginde tiim numunelerin yaklasik 24 saat icerisinde
denge sisme oranina ulastigi gorilmustir. HA serisine bakildiginda, %10 w/v oraninda
HA ilave edilerek sentezlenen PEG-HA-10 en yiksek denge sisme oranina sahip oldugu
ve kontrol o6rnegi ile mukayese edildiginde denge sisme oraninda artis oldugu
gozlemlenmistir. Ancak, PEG-HA-20 siingeri, kontrol 6rnegi ile hemen hemen ayni
denge sisme degerine sahip iken PEG-HA-30 slingeri, kontrol 6rneginden daha kiigclik
bir degere sahip oldugu gorilmustlir. Buna gore, sistemdeki HA miktari artikca
slingerin denge sisme orani azalmistir. Bunun nedeninin, HA tozlarinin siingerlerin
gozeneklerini tikayarak suyun gozenek yapisi icine girmesini engellemesi oldugu

dislintiimektedir.
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Sekil 4. 12 PEG-NaCl slinger serisine ait zamana karsi denge sisme oranlari

Sekil 4.12’de goruldagi gibi, farkli miktarda NaCl ilave edilmesiyle sentezlenen PEG-
NaCl serisine ait denge sisme oranlari kontrol 6rnegi ile kiyaslanmistir. PEG-NaCl
serisine ait tlim slingerlerin, kontrol érnegine gore daha yiksek denge sisme oranina
sahip oldugu gorilmustir. Sisteme dahil edilen NaCl miktari arttikca denge sisme orani

azalmistir.
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Sekil 4. 13 %20 w/v oraninda farkli ilaveler ile elde edilmis stingerlere ait sisme oranlari

Ayni oranlarda farkh iceriklere sahip slingerlerin sisme oranlarindaki degisimi
kiyaslamak amaci ile %20 w/v oraninda HA, NaCl ve pudra sekeri katkili stingerler
incelenmistir. Sekil 4.13’'de goriildigu gibi 24 saat sonunda denge sisme oranina ulasan
slingerlerden HA ilaveli olana ait sisme orani digerlerine kiyasla daha disik oldugu

gorilmustir.

4.6 Siingerlerin Mekanik Dayanimlarinin Degerlendirilmesi

Doku iskeleleri olarak kullanilacak PEG bazh siingerlerin yeni doku olusumu sirasinda
uygun destegi saglayabilmesi icin sahip olduklari mekanik ozellikler dikkat edilmesi
gereken parametreler arasindadir. Bu sebeple, sentezledigimiz PEG-Kontrol 6rnegimiz
ve diger PEG bazli slingerler esit kosullar altinda mekanik dayanim testine tabi
tutulmuslardir. Sekil 4.14’de gorildugi Gzere, sismis durumdaki numuneler 5 kg’lik yiik

altina yerlestirilmis ve 1 mm/dk sabit hizli baslik ile oda sicakhginda sikistiriimistir.
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Sekil 4. 14 PEG-HA siinger 6rnegine ait mekanik dayanim testi asamalarinin gérintileri

Ardindan sikistirma testi sonucu elde edilen veriler ile Sekil 4.15'de goérilen gerilim-
gerinim egrileri olarak ¢izilmis ve bu verilerden vyararlanilarak %50 gerinim
degerlerindeki gerilim degerleri Cizelge 4.2’de verilmistir. Sekil 4.14 gortldigi gibi ve
4.15’ten de anlasilacagl Uzere, numuneler yik uygulandigl sire boyunca
parcalanmadan butinlGgind korumus ve ve uygulanan yiuk kaldirildiginda ilk bastaki

orjinal haline donmistar.

Cizelge 4. 2 PEG bazli siingerlerin %50 gerinim altinda gosterdikleri gerilim degerleri

Numune Kodu Gerilim Degeri (kPa)
PEG-Kontrol 3,45
PEG-HA-20 6,71
PEG-HA-30 7,21
PEG-NaCl-20 2
PEG-PS-20 7,41

Cizelge 4.2’deki degerler incelendiginde PEG bazl slingerlere HA ilavesi ile %50 gerinim
degerinde altinda gosterdikleri gerilim degerinde PEG-Kontrol 6rnegine gore yaklasik 2
kat kadar bir artis gozlemlenmistir. Boylece, PEG bazli siingerlerin mekanik
dayanimlarini arttirmak igin yaptigimiz ¢alismalarin amacina uygun oldugu
dogrulanmistir. Elde ettigimiz biyomalzemelerin mekanik dayanimlari HA ile arttiriimis
ve oOzellikle kemik gibi sert doku mihendisligi uygulamalari igin kullanilabilecegi

duslinilmektedir. Diger stinger numunelerine bakildiginda, ayni oranlardaki farkh
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icerikli stingerlerin elastik modul degerleri incelendiginde ilave edilen pudra sekeri

katkisi ile %50 gerinimde gorilen gerilim degeri artmis iken, NaCl ilaveli slingerde

gerilim degerinde azalis oldugu gorilmustir.

Gerilim (MPa)

FLC-Keakral
FIG-HA
PICFE
FLiG-Nell
0,03
0,02 H
0,014 S
Ml -7
0 10 20 30 40 50 &0 70 a0 ap 100
Gerinim

Sekil 4. 15 PEG-Kontrol ve ayni oranlara sahip farkli icerikli PEG-HA, PEG-NaCl, PEG-P$S

siingerlerine ait gerilim-gerinim egrisi
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Sunulan tez kapsaminda, iki ana bilesenenin ekzortermik reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan
HCI gazi ile olusan gozenekli PEG bazli siingerler temel alinmis ve bu siingerlerin sahip
oldugu ozelliklerin gelistiriimesi amacglanmistir. Bu dogrultuda, basarih bir asit
klortr/alkol kimyasi yaklasimi ile PEG bazl stingerlerin elde edildigi sisteme HA, NaCl ve
pudra sekeri gibi katki maddeleri ilave edilerek birbirinden farkh 6zelliklere sahip yeni
biyomalzemeler uretilmistir. Sentezlenen bu malzemelerin karakterizasyon galismalari

yapilmis ve elde edilen genel sonuglar asagidaki gibi 6zetlenmistir:

e Doku iskelelerinin sentezlenmesi icin literatlirdeki mevcut gaz kopuklendirme
yontemlerinde kullanilan koéplrme ajanlarina ve inert gazlara olan gereksinimi
ortadan kaldiran bu yontem ile mekanik dayanimlari ve gézenek yapilari birbirinde

farkli tG¢ yeni biyomalzeme Uretilmistir.

e SebCl ve PE arasindaki ¢apraz baglanma sonucu olan ester bagindan otlrid bu
¢alismada elde edilen tim numunelerin biyobozunurluk 6zelligine sahip oldugu
degerlendirilmektedir. Boylelikle calismamizda, bir doku iskelesinin sahip olmasi
gereken biyobozunurluk sartini saglayan vyeni tiir sentetik biyomalzemeler

Uretilmistir.

e Sentezlenen PEG-HA slingerlerinin gbzenek boyutu 425 + 110 um olarak
hesaplanmistir. Ayrica, PEG-HA numunesinin %50 gerinim degerinde gostermis
oldugu gerilim degerindeki yaklasik 2 kat artis oldugu belirlenmistir. Buna gore,

mekanik dayanimi iyi ve birbiriyle baglantili olduk¢ca blyik goézenekli yapisi ile
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gelecekte yapilacak kemik gibi sert doku mihendisligi uygulamalari igin potansiyel

olusturmustur.

e %20 w/v oraniyla sentezlenen PEG-PS slingerinde HClI gazinin agiga ¢ikmasi ile
bliyik caph gozenekliligin yanisira pudra sekerinin ilavesiyle de kiiclik
gozeneklerinde olustugu belirlenmistir. Boylelikle, doku miihendisliginde hiicre icin
besin ve gaz alisverisini kolaylastiran hiyerasik gézeneklilik yapisininda kullaniima

potansiyeli olan yeni bir tlr doku iskelesi gelistirilmistir.

e NaCl ilave edilerek sentezlenen PEG-NaCl siingerlere ait SEM goriintilerine gore,
kontrol 6rnegine kiyasla PEG-NaCl numunelerinin gozenek boyutunda artis olmasina
ragmen NaCl ilavesinin mekanik dayanim testi sonuclarinda elde edilen gerilim-
gerinim egrisine gore en dislik gerilim degerine sahip oldugu belirlenmistir. Buna ek
olarak, sisteme dahil edilen NaCl ile hazirlanmis PEG-NaCl serisinin tim
siingerlerinin, kontrol 6rnegine gore daha yiksek bir denge sisme oranina sahip

oldugu bulunmustur.

e Kontrol 6rneginde oldugu gibi %20 w/v oraninda sentezlenmis HA, NaCl ve pudra
sekeri ilaveli slingerlerde 24 saat igerisinde denge sisme oranina ulagmistir. Ayni
oranlarda farkli iceriklere sahip slingerlerin denge sisme oranlarindaki degisim
kiyaslandiginda ise PEG-HA slingerine ait degerin en dlstk iken, PEG-NaCl ve PEG-PS
icin yaklasik ayni degerler oldugu gorilmiustir. Bu slingerlerin kuru ve sismis haldeki

hacimleri arasinda bir farkhlik gériilmemistir.

e Tim numuneler sikistirma testi boyunca yapsial biitlinltiglini koruyarak herhangi bir

parcalanmaya ugramamis ve orijinal formunu korumus oldugu gorialmistir.

Yukarida goraldtgu gibi, bu calismada kullanilan asit klorir/alkol kimyasi ile hizh ve
¢ok basit bir sekilde ve ucuz katki maddeleri kullanilarak gézenekli yeni tiir doku
iskeleleri gelistirilebilmistir. Bu yaklagimla, bundan sonraki g¢alismalar igin, baska
polimerler de denenerek, 6rnegin kemik doku muihendisligi icin kiymetli bir polimer
olan polikaprolakton diol ile birlikte HA katki maddesi kullanilarak Gstiin mekanik

ozellikleri olan doku iskelelerinin Uretimi 6nerilmektedir.
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