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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GRAFEN OKSIT KATKILI NANOKOMPOZIT DOKU iSKELELERININ
SUPERKRITIK CO; ORTAMINDA HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Simge YILDIRIM

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ayse KARAKECILI

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda, kemik doku miihendisligi i¢in 3-boyutlu, gézenekli,
biyobozunur ve biyouyumlu 6zellikte polikaprolakton ve polikaprolakton-grafen oksit
doku iskelelerinin siiperkritik CO; ortammda (SK-CO;) elde edilmesi ve
karakterizasyonu hedeflenmistir. Bu hedefle siiperkritik ortaminda faz ayrimi yontemi
kullanilmistir. En uygun c¢alisma kosullarin1 belirlemek i¢in yapilan c¢alismalar
sonucunda hazirlanan doku iskeleleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
karakterize edilmis ve uygun morfolojik yapiya sahip (gozeneklilik, gézenek boyutu)
doku iskeleleri belirlenmistir. Buna gore 165 bar basing, 35 °C sicaklik, 2.5 saat
difiizyon, 2.5 saat ¢oziicili uzaklastirma ve 5g/dk CO;, akis hiz1 kosullarinda hazirlanan
doku iskelelerinin homojen goézenek dagilimina sahip oldugu bulunmustur. Tez
calismasinin  ikinci asamasinda polikaprolakton-grafen oksit doku iskeleleri
polikaprolakton ¢ozeltisine belli oranlarda (% 1 ve % 3 % w/w) grafen oksit eklenerek
stiperkritik akiskan ortaminda faz ayirma yontemiyle elde edilmistir. Hazirlanan doku
iskeleleriyle yiiriitiilen hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda MTT testi gergeklestirilmistir.
Polikaprolakton -grafen oksit doku iskelelerinin hiicre canlilig1 lizerine in-vitro ortamda
toksik etkisinin olmadigi goriilmistiir. Elde edilen bulgular 1s1ginda, hazirlanan
polikaprolakton-grafen oksit doku iskelelerinin kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Mayis 2018, 71 sayfa

Anahtar Kelimeler: Doku miihendisligi, siiperkritik karbondioksit, kompozit, doku
iskelesi, polikaprolakton, grafen oksit.



ABSTRACT

Master Thesis

FABRICATION AND CHARACTERIZATION OF GRAPHENE OXIDE
MODIFIED NANOCOMPOSITE TISSUE SCAFFOLDS USING
SUPERCRITICAL CARBONDIOXIDE

Simge YILDIRIM
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The aim of the study is to fabricate three dimensional, porous, biodegradable and
biocompatible polycaprolactone and polycaprolactone-graphene oxide scaffolds by
using supercritical carbondioxide (CO,) assisted process for tissue engineering
applications. For this aim; supercritical carbondioxide assisted phase separation method
were used. Scaffolds were characterize by using scanning electron microscopy (SEM) to
determine the most suitable process conditions. The optimum conditions were decided
to be 165 bar pressure, 35 °C temperature, 2.5 h diffusion, 2.5 h solvent extraction and
5g/min CO; flow rate. In the second part of the study, various amounts of graphene
oxide (% 1 and % 3 % w/w) were added to polycaprolactone solution to fabricate
polycaprolactone-graphene oxide nanocomposite scaffolds by using supercritical
carbondioxide assisted phase separation. Characterization studies, were performed by
using SEM, raman spektroscopy, X-Ray Diffractometry (XRD), Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR-ATR) and Differential Scanning Calorimetry (DSC)
analysis. Cell culture studies were carried out with these scaffolds. It was seen that
polycaprolactone-graphene oxide scaffolds do not have any toxic effects on cell
viability at in vitro environment. It was concluded that polycaprolactone-graphene oxide
scaffolds fabricated by using supercritical carbondioxide shall be used for bone tissue
engineering applications.

May 2018, 71 pages

Key Words: Tissue engineering, supercritical carbondioxide, composite, scaffold,
polycaprolactone, graphene oxide
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1. GIRIS

Doku miihendisligi, klinik problemleri ¢6zmek i¢in biyoloji ve miihendislik stratejilerini

kullanarak hasar goéren doku ve organlari onarmay1 amaglamaktadir.

Doku iskeleleri; dogal hiicre dis1 matris olarak davranan yapilardir. Bu yapilar;
hiicrelerin bir araya gelmesi, ¢ogalmasi ve farklilagmasi i¢in gerekli bir destektir. Doku
iskelelerinin viicut i¢inde kullanilabilmeleri i¢in bir takim 6zelliklere sahip olmalari
gerekmektedir. Bu ozellikler; 3-boyutlu, mikrogézenekli, birbiri ile baglantili gézenek
yapisi, in vitro ve in vivo ortamda kontrollii bozunma, hiicrelerin bir araya gelmesi,
cogalmasi, farklilagmasi i¢in uygun yiizey kimyasi, implantasyon bdlgesine uygun

mekanik dayanima sahip olmasidir (Murphy vd. 2013).

Hastalikli ve zarar goren dokular1 onarmak igin elde edilen doku iskelelerinin elde
edilmesinde biyomateryaller kullanilir. Biyomateryaller, ayni1 zamanda doku gelisimine
direkt olarak katkida bulunacak besin, ila¢ ve biyoaktif faktorler de igerebilirler. Bu
materyaller; metaller, seramikler, polimerler ve kompozit materyallerdir (Naderi vd.
2011).

[lk sentezlenen polimerlerden olan polikaprolakton sentetik bir polimerdir. Biyobozunur
yapisindan dolayr doku miihendisliginde siklikla kullanilmaktadir. Polikaprolakton
polimeri en ¢ok membran olusturularak veya 3-boyutlu iskeleleri olarak
kullanilmaktadir (Woodruff vd. 2010).

Kompozit materyaller; doku miihendisliginde doku iskelelerinin yapisini giiglendirmek
icin kullamilir. Kemik doku miihendisliginde karbon temelli materyaller sik¢a
kullanilmaktadir. Bu materyallerden grafen oksit; giiclii adsorpsiyon kapasitesi

sayesinde hiicre yapismasi ve liremesini saglamaktadir (Shin vd. 2016).

Gozenekli bir yapinin olusumu, doku iskelesi iiretiminde temel amagtir. Gozenekli doku

iskelesi olusturmak icin bir ¢ok klasik yontem vardir. Bu yoOntemler; parcacik



ekstraksiyonu, dondurarak kurutma, gaz kopiiklestirme, faz ayirma, elektroegirme ve
fiber baglama gibi yontemlerdir (Siva vd. 2015). Bu yodntemler; 3-boyutlu yap1
olusturmasina ragmen, kontrolsiiz gozenek boyutu ve baglanti, zayif mekanik dayanim,
¢Oziicii ya da porojen atiginin yapimin toksisitesini etkilemesi gibi olumsuzluklar
getirmigtir. Ayrica bazi1 klasik yontemlerde sicakligi arttirmak gerektiginden (gaz
kopiiklestirme) bu durum biyolojik faktdrlerin ve ilaglarin bozulmalarina neden
olmaktadir. Son yillarda 6ne ¢ikan siiperkritik akiskan teknolojisi doku iskelelerinin

tiretiminde biiylik 6neme sahiptir.

Stiperkritik akiskanlar; basinci ve sicakligi belli bir kritik degerin {iistiinde olan
akiskanlardir. Bu akigkanlar bazi1 6zellikleri ile sivilara, baz1 ozellikleri ile de gazlara
benzedigi i¢in ’akiskan’ kavrami kullamilir. Gazlar gibi diisiik viskoziteye ve
difiizyona; sivilar gibi de birtakim ¢6ziicli 6zellikleri ile yliksek yogunluga sahiptirler.
Bir ¢ok akiskan siiperkritik akiskan olarak kullanilmaktadir. Bunlar; metan etan, argon,
propan, su, aseton ve karbondioksittir. Kullanimi en yaygin olan CO;’dir. CO2’nin
secilme nedenleri; kolay bulunur olmasi, yanici olmamasi, hiicrelerde toksik madde
olusturmamasi, kararli yapida olmasi, pahali olmamasi, ¢evre dostu olmasi ve kritik

sicaklik ve basincinin kolay ayarlanabilir olmasidir.

Stiperkritik akigkanlar; doku miihendisliginde son yillarda artan 6neme sahiptir. Doku
iskelesi tiretiminde siiperkritik akiskanlarla en ¢ok kullanilan yontemler; faz ayirma, gaz

koptiklestirme ve jel kurutma yontemleridir.

Tez ¢aligmasinin amaci; mikrogézenek yapisinda polikaprolakton-grafen oksit doku
iskelelerinin siiperkritik CO;, (SkCO;) ortaminda elde edilmesi ve karakterizasyon
caligmalariyla doku miihendisliginde kullaniminin incelenmesidir. SkCO; ile faz ayirma
yontemi kullanilarak % 15 derisimde hazirlanan PCL ¢ozeltisinden doku iskeleleri elde
edilmistir. Elde edilen doku iskelelerinin SEM ile gdzenek yapilari, XRD ile
kristalinitesi, raman spektroskopisi ile grafen oksidin yapiya katilip katilmadigi hiicre
kiiltiiri ¢aligmalarinda ise doku iskelelerinin biyouyumlulugu incelenmistir. Arastirma
sonuglarindan elde edilen bulgular 15181nda, kompozit doku iskelesinin kemik doku

mithendisligi uygulamalarinda kullanilabilecegi gortilmiistiir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bu kisimda tez calismasini igeren teorik bilgiler verilmistir. Ilk olarak doku
miithendisligi ve doku miihendisligi bilesenleri ele alinmis, daha sonra tez c¢alismasi
kapsaminda iiretimi yapilan doku iskelelerinin sahip olmasi gereken genel 6zellikler
aciklanmis ve bu doku iskelelerinin ne tiir biyomateryallerden {iretildigi iizerinde
durulmustur. Tez ¢alismasinda kullanilan polikaprolakton ve grafen oksidin yapilari ve
Ozellikleri aciklanmistir. Son olarak, doku iskelesi iiretilmesinde kullanilan klasik
yontemlerin {izerinde durulmus ve tez kapsaminda kullanilan stiperkritik akiskan

teknolojisi ile doku iskelesi iiretimi ve bu yontemin avantajlari agiklanmustir.

2.1 Doku Miihendisligi

Belirli bir hastalik ya da kaza sonucu organ veya dokularda hasar meydana
gelebilmektedir. Bu durumdan etkilenen dokular ya da organlar orijinal yetenegine geri
dondiiriilememektedir. Allogreft (saglikli bireyden alinan) veya otogreft (hastanin
kendisinden alinan) transplantasyon cerrahisinde basarili sonucglar elde edilmesine
karsin, iyilesme siirelerinin uzun olmasi, nakledilen dokunun veya organin viicut
tarafindan reddedilmesi ve organ bekleyen hastalarin fazlaligina oranla dondr sayisinin
azligt onemli dezavantajlar1 olusturmaktadir. Doku ve organ nakillerinin bu
dezavantajlarindan dolayr doku miihendisligi arastirma alami ortaya c¢ikmistir. Doku
miithendisliginin ilk ve en 6nemli tanimi 1993 yilinda Robert Langer tarafindan
yapilmustir. Robert Langer doku miihendisligini; zarar goren doku ve organlar1 onarmak
icin biyoloji ve miihendislik ilkelerini uygulayan disiplinler aras1 bir bilim dali olarak
tanimlamaktadir (Langer ve Vacanti 1993). Doku miihendisligi; biyopsi ile hiicrelerin
izole edilmesi ve biyomateryallerden hazirlanan yapay destek iskelelerinin {lizerinde
cesitli biyomolekiiller varliginda ¢ogaltilmasi ve elde edilen yapilarin viicuttaki hasarlt

bolgeye yerlestirilmesi prensibine dayanmaktadir (Mi vd. 2015) (Sekil 2.1).



—~ Hiicre izolasyonu
j Hiicrelerin kiiltiir
ortaminda

\\ I cogaltilmasi

Doku iskelesinin Hiicrelerin doku
viicuda iskelesinin
nakledilmesi tizerine ekilmesi

Sekil 2.1 Doku miihendisligi yaklasimiyla doku rejenerasyonu
(https://link.springer.com, 2017a)

2.2 Doku Miihendisligi Bilesenleri

Doku miihendisliginde ii¢ dnemli bilesen hiicreler, biyosinyal molekiiller ve doku
iskeleleridir (Sekil 2.2).
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Hiicre farklhilagmasimi ve
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Sekil 2.2 Doku miihendisliginde bilesenler (Hiicreler + Doku Iskelesi + Biiyiime
Faktorleri = Doku Miihendisligi Yapist) (www.researchgate.net, 2013)


https://link.springer.com/

Hiicreler, doku iyilesimi ve onariminda biiyiik 6neme sahiptir. Doku miihendisliginde
kullanilan hiicreler ¢esitli kaynaklardan elde edilmektedir. Hastanin kendisinden alinan
hiicreler otogreft hiicre, baska bir insandan alinan hiicreler allogreft hiicre ve
hayvanlardan alinip hastaya implante edilen hiicreler de zenogreft hiicre olarak
tanimlanmaktadir. Ancak en ¢ok kullanilan hiicre tipi baska hiicrelere farklilagabilen

kok hiicrelerdir (Murphy vd. 2013).

Hormonlar, sitokinler, biiyiime faktorleri gibi biyosinyal molekiiller ise doku
iskelesindeki hiicrelerin davranigini ve fonksiyonunu onemli Olciide etkilemektedir.
Doku miihendisligi uygulamalarinin basarili olmasi; hiicre yapismasi, gogli ve
farklilagmasini etkileyecek olan uygun biyosinyal molekiiliin se¢ilmesine baglidir
(Murphy vd. 2013). Doku miihendisliginde biyosinyal molekiil olarak en ¢ok kullanilan

biiylime faktorleri ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Doku onariminda kullanilan biiytime faktorleri ve ilgili dokudaki
fonksiyonlar1 (Lee vd. 2011)

Biiyiime faktorii | Ilgili doku Fonksiyonu

BMP-7 Kemik, kikirdak, bobrek | Osteoblastlarin farklilsmasi ve gogii/

Bobrege ait dokularin gelisimi

EGF Deri, sinir Epitalyel hiicre gelisimi, iiremesi ve

farklilasmasinin diizenlenmesi

VEGF Kan damarn Endotelyal hiicrelerin canliligi, gocii
ve iliremesi
TGF-p Kemik, kikirdak Kemik olusumunu saglayan hiicrelerin

iiremesi ve farklilagsmasi

Hiicre dis1 matris (extracellular matrix, ECM) olarak gorev yapan doku iskelelerinin
rolii, istenilen mikro ¢evreyi olusturup hiicrelerin liremesine ve gociine izin vererek
normal doku gelisim siirecini saglamaktir. Doku iskelesi; hiicrelerin yapismasi,
cogalmasi ve goglinli gerceklestirebilecegi yapay destek malzemeler olarak
tanimlanmaktadir. Siirecin en sonunda ise yeni doku olusumu saglandiginda, yapay

doku iskeleleri bozunmaktadir (Campardelli vd. 2015).
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2.2.1 Doku iskelelerinin genel karakteristik ozellikleri

Doku olusumunu veya rejenerasyonunu gerceklestirmek icin elde edilen doku

iskelelerinin birtakim 6zelliklere sahip olmasi gereklidir.

2.2.1.1 Biyouyumluluk

In vitro olarak hazirlanmis doku iskelesi viicuda nakledildiginde viicut yapiyi
reddetmemeli, iltihapli reaksiyon olusturmamali, hiicre gelisimi ve liremesini saglamali

ve toksisite gostermemelidir (Patel vd. 2011).

2.2.1.2 Biyobozunurluk

Doku iskeleleri kalic1 implantlar olmadig1 i¢in viicuda nakledildiginde belli bir siire
sonra bozunma egilimi gosterirler. Doku iskelesi, viicut kendi hiicre dist matrisini
olustururken hiicrelerin geg¢isine izin vermek i¢in biyobozunur olmalidir. Yan iiriinler
ve bozunma diirlinleri toksik olmamali ve viicuttan kolayca atilabilmelidir (Patel vd.

2011).

2.2.1.3 Mekanik ozellikler

Doku iskelesi implante edildigi bolgeye gore belirli sikistirma ve ¢ekme giicline sahip
olmalidir. Mekanik ozellikler doku iskelesi bozunup yeni doku olusumu

gerceklesinceye kadar muhafaza edilmelidir (Patel vd. 2011).

2.2.1.4 Ug¢ boyutlu (3B) yap1

Doku iskelesi makroskopik ve mikroskopik olarak yerini alacagi dokuyla uyumlu
kompleks 3-boyutlu yapiya sahip olmalidir (Patel vd. 2011).



2.2.1.5 Gozenek boyutu ve gozeneklilik

Doku iskelesi 6nemli besin maddelerinin girisine ve olusan atik maddelerin ¢ikisina

olanak verecek gozenek boyutu ve gozeneklilige sahip olmalidir (Patel vd. 2011).
2.3 Doku Iskeleleri Uretiminde Kullamilan Biyomateryaller

Dokuyu en 1iyi bicimde taklit edecek olan bir iskelenin tasarlanmasi doku
miihendisliginde temel amactir. Oncelikli olarak hedef doku igin kullamlacak olan
biyomateryalin secilmesi gereklidir. Bu se¢im doku yenilenmesi ve onarimi igin
onemlidir. Herhangi bir hata yapilmasi durumunda viicut igerisinde istenmeyen

durumlara (iltihap veya piht1 olusumu) neden olabilmektedir (Zohora ve Azim 2014).

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan biyomateryaller; metaller, seramikler,

polimerler ve nanobiyokompozitler olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 2.3).

|

J

Metaller Seramikler Polimerler

Biyonanokompozitler

Sekil 2.3 Doku iskeleleri tiretiminde kullanilan biyomateryaller (www.wikipedia.org, 2010)

Metaller; essiz elektriksel ve termal iletkenliklerinden dolayr biyomateryal olarak
kullanilmaktadir. Metallerin bazi elektronlar1 bagimsiz hareket ettigi icin kolaylikla
iletilebilirler. Baz1 metaller mekanik 6zellikleri ve korozyon direnglerinden dolayi tercih
edilmektedir. Biitiin bu avantajlariin yaninda smirli islenebilirlik gdsterme ve

biyobozunur olmamalar1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Seramikler ise genellikle



inorganik, 1siya dayanikli ve polikristalin materyallerdir. Seramikler uzun yillardan beri
kullanilmaktadir. Ancak diigiik gekme gerilimi ve kirilgan yapilarindan dolay1 kullanimi
kisitlanmaktadir. Metaller ve seramiklerin dezavatajlarindan dolay1 son yillarda doku
miihendisliginde Polimerlerle yapilan ¢alismalar 6n plana ¢ikmustir. Polimerlerin farkli
bicim ve oranlarda hazirlanabilmeleri yaygin olarak kullanilmalarini saglamistir.

Polimerler, dogal ve sentetik olarak siniflandirilabilir.

Dogal Polimerler, dogada kendiliginden olusan polimerlerdir. Dogada en ¢ok bulunan
dogal polimer bitki ve agaclarin temel yapisinda bulunan seliilozdur. Nisasta ve jelatin
de dogal polimerler i¢inde degerlendirilmektedir. Aljinat, kollajen ve hyaluronik asit en
cok kullanilan dogal polimerlerdir (Cizelge 2.2). Canlilarin hareketlilik, yaslanma ve
duyu gibi 6zelliklerinden sorumlu olan bu polimerlere biyopolimerler de denmektedir
(Sacak 2012).

Sentetik Polimerler: Uygun monomer veya ¢ikis maddeleri kullanilarak dogrudan
insanlar tarafindan dretilir. Polilaktik asit, poli(laktik-ko-glikolik asit) en ¢ok kullanilan
sentetik polimerlere 6rnek verilebilir (Sagak 2012), (Cizelge 2.2).

Dogal polimerlerin birgok avantajlar1 vardir. Biyoaktif, biyobozunur, biyouyumludurlar.
Ancak bu malzemeler belli basli dezavantajlara sahiptirler. Bunlar; fizikokimyasal
Ozelliklerini kontrol etme imkam kisithdir, bozunma hizlarim1 ayarlamak zordur,
sterilizasyon ve saflastirma tekniklerinde zorluklar yasanmaktadir ve farklh

kaynaklardan elde edildiginde patojen/viral durumlar goriilmektedir (Naderi vd. 2011).

Bircok sentetik polimer ¢esitli avantajlarindan  dolayr doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmaktadir. Bu avantajlarindan biyouyumluluk, islenebilirlik ve
bozunma hiz1 gibi gerekli kriterler polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve poli
(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi poliesterlerle basariyla gergeklestirilmistir. 3-B
yapt olusturmak ig¢in sentetik polimerlerin mekanik ozellikleri, bozunma hizlar1 ve
gozenekliligi ayarlanabilmektedir. Fakat bu avantajlarina ragmen, bu materyaller

biyoaktiflik acisindan zayiftir (Naderi vd. 2011).



Cizelge 2.2 Dogal ve sentetik polimerlerin 6rneklendirilmesi

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
Aljinat Polilaktik asit

Kolajen Poliglikolik asit

Fibrinojen Poli (laktik-ko-glikolik asit)
Hyaluronik Asit Polikaprolakton

2.3.1 Polikaprolakton (PCL)

Polikaprolakton (PCL); 1930’larda Carothers ve grubu tarafindan sentezlenen bir
yapidir. PCL; anyonik, katyonik ve koordinasyon tepkimeleri kullanilarak e-
kaprolaktonun zincir ag¢ilimi polimerizasyonuyla ya da 2-metilen-1-3-dioksepanin
serbest radikal zincir agilma polimerizasyonuyla hazirlanir (Sekil 2.4). Biyouyumlu,
biyobozunur, hidrofobik ve  yarikristalin bir polimerdir. Kristalinitesi molekiil
agirligimin artmasiyla azalma egilimi gosterir. Bozunma kinetigi, mekanik o6zelligi,
kolay sekil alma ve uygun gozenek boyutlarinin elde edilmesi doku onarimi ve ilag
salimi gibi uygulamalarda siklikla tercih edilen bir polimer olmasmi saglamistir.
Ozellikle kemik doku miihendisliginde siklikla kullanilmaktadir. Doku onarimmin yani
sira uzun donemli implantlarda, kontrollii salim uygulamalarinda ve yara ortiilerinde
uygulama alani bulmaktadir. Kemik doku i¢in yeterli mekanik dayanima sahip
olmasinin yaninda uzun siire fiziksel 6zelliklerini koruyabilmektedir (Woodruff vd.

2010).

PCL; bircok organik c¢oziicide c¢oziinebilmektedir. Bu c¢oziiciilere kloroform,
diklorometan, karbon tetra kloriir, benzen, toluen, siklohekzanon ve 2-nitropropan 6rnek
verilebilir. Ayrica aseton, 2-biitanon, etil asetat, dimetilformamit ve asetonitril de diisiik
¢ozinirlik gosterirken; alkol, petrol eteri ve dietil eterde ¢6ziinmez (Woodruff vd.

2010).
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Sekil 2.4.a.PCL’nin polimerizasyon reaksiyonu, b. Kimyasal yapisi

Polikaprolaktonun doku miihendisliginde pek cok uygulama alan1 bulunmaktadir. Kas
doku bozukluklarimi onarmak i¢cin PCL/kollajen nanofiberleri farkli yonelimlerle
elektroegirmeyle elde edilen ¢alismada insan kas hiicreleri bu doku iskeleleri lizerinde
kiiltiire edilmistir. Caligmanin sonunda tek yonlii nanofiberler rastgele yonelimli
nanofiberlerle karsilastirildiginda tek yonlii olanlarda kas doku hiicrelerinin doku

onarimini daha iyi gergeklestirdigi goriilmiistiir (Chot vd. 2008).

Kikirdak doku miihendisligi alaninda yapilan bir ¢alismada 3-B, nanofibr6z PCL doku
iskelelerinin iizerinde kondrosit hiicrelerinin yapisma yetenegi degerlendirilmistir.
Kondrositler nanofibr6z PCL doku iskelesi iizerine ekilmis ve serum igermeyen besi
ortaminda kiiltiire edilmistir. Kondrositlerin PCL doku iskeleleri {izerinde canliligi ve
tiremesi incelenmistir.Yapilan analizler sonucu PCL doku iskelesinin kikirdak doku

miihendisligi agisindan uygun oldugu sonucuna varilmistir (Li vd. 2003).

Kardiyovaskiiler doku miihendisligine yonelik ¢alismalarda (Van Lieshout vd. 2005-
2006) aortik damar doku miihendisligi ig¢in 2 tip PCL doku iskelesi gelistirilmistir.
Bunlardan ilki elektroegirmeyle elde edilmis PCL doku iskelesi digeri ise oriilmiis
yapidaki doku iskelesidir. Bu 2 tip doku iskelesi doku miihendisligi proseslerine gore
karsilastirilmiglardir. Fibrin jel igeren insan miyofibroblastlar1 her iki doku iskelesinin
tizerine ekilmis ve Kkiiltiire edilmistir. Kollajen {iiretiminde her iki tipte de fark
goriilmemis  fakat  hiicrelerin  ekilmesindeki ~ durumlar  karsilastirildiginda

elektroegirilmis doku iskelesinde daha etkin oldugu goriilmiistiir. Elekreoegirilmis
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yapinin hiicre gecirme yetenegi ile Oriilmiis yapiin giiclinii kombinleyerek optimal

doku iskelesi elde edilebilecegi sonucuna varmislardir.

Deri doku miihendisligine yonelik c¢alismada iiretilen PCL/kollajen kompozitleri
fibroblastlarin ve keratinositlerin bir araya gelmesini ve iiremesini sagladiklarini

gormiislerdir (Dai vd. 2004).

Schnell vd. (2007)’nin sinir doku miihendisligi ile ilgili ¢alismalarinda periferal sinir
yaralanmasindan sonra sinir onarimi igin bir yol olarak PCL/kollajen kompozitleri
kullanilmistir. Yapilar elektroegirme ile iiretilmis ve hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla test
edilmistir. % 100 PCL fiberleri 25:75% PCL/kollajen kompozitleri ile
karsilastirilmistir. Hiicre goOgii, sinir tasiyicist ve proses olusumu saf PCL ile
karsilagtirildiginda kompozit olan PCL/kollajen yapisinda daha diizgiin oldugu

goriilmektedir.

Periodontal onarim amaciyla yapilan g¢alismada (Gilirbliz vd. 2016) cok tabakali
biyobozunur membranlar elektroegirme ve c¢oziicii dokiim/parcacik uzaklastirma
yontemleriyle elde edilmistir. Bu membranlarin ti¢ farkli fonksiyonel 6zellikte tabakaya
sahip oldugu goriilmiistiir. Bu tabakalar, PCL/nano-hidroksiapatit cekirdek tabaka,
PCL/kollajen ve PCL/kollajen-kemik morfojenik protein (BMP-7) ¢ekirdek tabakanin
her bir kenarmin iizerindeki dis tabakalardir. Yapilan hiicre kiiltiirii calismalari
osteoblastik farklilasmanin PCL/kollajen-BMP-7’de daha 1yi sonu¢ verdigini

gostermektedir.

2.3.2 Grafen temelli materyaller

Grafen, sp2 hibritlesmesine sahip tek atom kalinliginda bal petegi seklinde karbon
atomlarindan olusan bir malzemedir. 2-boyutlu bir yapiya sahiptir. Kullanim alanlari;
enerji teknolojisi, sensorler, kataliz ve biyosensorler ile ilag ylikleme gibi biyoteknolojik

alanlardir. Yiiksek yiizey alani, milkemmel elektrik iletkenligi, gii¢lii mekanik dayanim,
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yiiksek 1s1l iletkenlik ve fonksiyonellesme kolaylig1 gibi essiz fizikokimyasal 6zelliklere
sahiptir (Huang vd 2011).

Grafen; grafitin mekanik olarak tabakalarinin ayrilmasiyla elde edilebilmektedir.
Ayrica, kimyasal buhar birikimi (CVD) ile de Ni ve Cu yiizeyler iizerinde tek veya
birkag tabaka grafen tabakasi olusturmak i¢in kullanilmaktadir (Yang vd. 2013).

Grafen temelli materyaller essiz mekanik 6zelliklerinden dolayr doku miihendisligi
uygulamalarinda dikkat ¢ekmektedir. Grafen ve tirevleri doku miihendisligi
uygulamalarinda fiziksel, elektriksel ve mekanik oOzellikleri gelistirmek icin diger

biyomateryallerle kompozit olusturularak kullanilmaktadir (Shin vd. 2016).

Grafenin bagka formlar1 da bulunmaktadir. Bu formlari; grafen oksit (GO), indirgenmis

grafen oksit (rGO) ve grafittir (Yang vd. 2013).

Grafen oksit; kimyasal olarak modifiye edilmis grafenin yiiksek derecede oksitlenmis
formudur. Grafit oksidin sonikasyon aracilifiyla uygun sivi ortaminda dagitilarak
tabakalarinin ayrilmasi1 sonucu olusur (Sekil 2.5). Kimyasal reaksiyonlar araciligiyla
elektriksel ve optik Ozellikleri ayarlanabilmektedir. 2-boyutlu bir yapiya sahiptir.
Periferal karboksilat gruplar1 kolloidal stabilite ve pH’a bagl negatif yiizey yiikii saglar.
Epoksit ve hidroksil gruplari temelde yiiksiizdiir ama zayif etkilesimlere, H-baglarina
ve diger yiizey reaksiyonlarina izin verir. Cogunlukla gii¢lii mineral asitleri kullanilarak
grafitin oksidasyonuyla ya da Hummers metodu kullanilarak oksitleme ajanlart KMnO,4
ve H,SO, ile birlikte muamele edilerek elde edilir. Genis yiizey alani, hidrofobik
fonksiyonel gruplar gibi essiz fizikokimyasal oOzelliklere sahiptir. Son zamanlarda
biyomedikal alaninda kullanilmaya baslanmistir. Grafen oksit, © bagi, elektrostatik ve
hidrofobik etkilesimler araciligiyla antikanser ilaglari, genleri ve proteinleri
baglayabilir. Gii¢lii adsorpsiyon kapasitesi, hiicre iiremesi ve farklilagsmasinda etkili

olan molekiillerin grafen oksit ylizeyinde zenginlesmesini saglar (Yang vd. 2013).
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Sekil 2.5 Grafen oksidin kimyasal yapist (www.mdpi.com, 2017b)

Kalp doku miihendisliginde ve sinir doku miihendisliginde grafen temelli materyaller
yiiksek elektrik iletkenliklerinden dolay: tercih edilmektedir. Bu materyaller hiicresel
fonksiyonu biiyiik 6l¢iide gelistirmektedir (Shin vd. 2016).

Kemik doku miihendisliginde grafen temelli materyaller biomineralizayonu ve hiicresel

osteojenik farklilasmay1 saglayarak osteokondiiktiviteyi gelistirebilirler (Shin vd. 2016).

indirgenmis grafen oksit (rGO); hidrazinle indirgeme durumlari altinda grafen

oksidin termal, kimyasal ve UV islemleri sonucunda elde edilmektedir.

Grafit; karbon tiirevli kursunkalem ve bazi aygit parcalarinin yapiminda kullanilan,
yumusak, kolayca toz haline gelebilen, gri siyah renkli ve yapay olarak billurlagabilen
bir maddedir.

2.3.3 Biyonanokompozitler

Kompozit malzemeler, nano boyuttan makro boyuta kadar degisim gosteren,
birbirlerinden kesin sinirlarla ayrilmis ara yiizey 6zelliklerine sahip iki veya daha fazla
malzemenin biraraya gelmesiyle olusan malzemeler olarak tanimlanmaktadir (Hoffman

vd. 2013). Kompozit malzemeler genellikle bir veya birden fazla siirekli olmayan fazin
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(discontinous phase) siirekli bir faz (continous phase) igerisine yerlestirilmesiyle elde
edilir. Siirekli olmayan faz genellikle siirekli faza gore daha sert ve dayaniklhidir ve
giiclendirici malzeme (reinforcing material) olarak adlandirilir. Siirekli faz ise matriks
(matrix) olarak tamimlanir. Insan viicudunda bulunan hiicre dis1 matriks tendonlar,
ligamentler, deri ve kemik gibi bircok doku kompozit yapidadir. Kompozit
malzemelerin Ozellikleri malzemeyi olusturan bilesenlere, dagilimlarina ve ara ylizey

etkilesimlerine bagl olarak degismektedir.

Matris yapilarin nanoboyuttaki fiberler ya da partikiiller ile yiiklendigi ve
katkilandirildigr kompozitler nanokompozitler olarak adlandirilmaktadir (Hoffman vd.
2013). Biyomedikal uygulamalarda ve doku miihendisligi yaklasiminda organik veya
inorganik yapidaki dolgu malzemeleri (gliglendirici malzemeler) biyobozunur
malzemeler (matris yap1) ile biraraya getirilerek nanokompozit yapida malzemeler
hazirlanmaktadir. Nanopartikiiller ve polimer matris arasindaki ara yiizey yapismasi,
nanokompozit Ozelliklerini etkileyen en onemli faktordiir (Hong vd. 2005, Borum-
Nicholas vd. 2003).

Biyolojik sistemlerle etkilesmek iizere hazirlanan biyonanokompozit yapilarda
biyobozunur yapidaki polimerler en sik kullanilan matris yapilardir. Polisakkarit bazl
kitosan, aljinat ve hyaluronik asit gibi dogal polimerlerin yanisira, poli laktik asit
(PLA), polihidroksi biitirat (PHB) ve poli (laktik-ko-glikolik-asit) (PLGA) gibi sentetik

polimerler de matris yap1 olarak kullanilmaktadir.

Biyonanokompozitlerin hazirlanmasinda kullanilan nanoyapilar ise nanohidroksiapatit,
metal nanopartikiiller ve karbon nanoyapilar olarak siniflandirilabilir (Armentano vd.

2010).

Hidroksiapatit (HA), insan kemik dokusuna benzer yapida minerale sahip oldugundan
en yaygin kullanilan seramik materyaldir. Ayrica dis, deri ve kaslarda da in vitro ve in
vivo ortamda biyouyumlu o6zelligi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir. HA, kemik
olusumuna olanak verecek Ca/P oranina sahiptir. Inorganik-organik kompozitler,

polimer fazin sertligi ile inorganik fazin sikistirma dayanimini bir arada saglamay1
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amaglamaktadir. Bu kompozitlerde inorganik partikiil olarak kullanilan hidroksiapatitin
alkalinitesi PLA gibi degradasyon sonucu asit lireten polimerleri ndtralize etmekte ve
biyoaktif fonksiyonalite saglanmaktadir. HA, kemigin mineral yapisina ve bilesimine
benzerligi nedeniyle klinik uygulamalarda kullanilan bir seramiktir. Bununla birlikte
nano-boyuttaki HA artan ylizey alan1 ve kii¢iilmiis boyutu ile gelismis fonksiyonel
Ozeliklere sahiptir. Mikro yapili seramik malzemelerle karsilastirildiginda nano boyutlu
HA ile protein adsorpsiyonunun ve osteoblastik hiicre yapismasinin arttigini gosteren
calismalar bulunmaktadir (Woodard vd. 2007).

Metal nanopartikiiller, soy metallerin nanopartikiil olarak kullanimi1 son yillarda
biiyiik ilgi gormektedir. En ¢ok tercih edilen altin, gimiis ve platin gibi soy metaller
belirli optik, elektrokimyasal ve elektronik Ozelliklere sahiptir. Bu o6zelliklerinden
dolay1 boyut ve sekil kontroliinii yapmak agisindan avantajlidir. Metal nanopartikiiller
biyolojik  agidan  bazi  ozelliklerden  yoksun  oldugundan  polimerlerle

nanobiyokompozitleri hazirlanmaktadir (Armentano vd. 2010).

Polimer-altin nanopartikiil biyonanokompoziti incelenmis, yapinin essiz optik
ozelliklere sahip oldugu ve kompozitin kullanim alaninin genislemesinde faydali oldugu

gorilmiistiir (Armentano vd. 2010).

Glimiis metali tip alaninda dezenfekte etme 6zelligi sayesinde kullanilmaktadir. Giimiis
ve tiirevlerinin bir¢ok tuzlari antimikrobiyal ajan olarak kullanilmaktadir. Fakat giimiis
nanopartikiiliiniin islenmesi zor oldugundan birtakim kisitlamalara sahiptir. Bu nedenle
biyonanokompozitleri hazirlanmaktadir. Biyobozunur polimer matrisler icinde
kullanim1 stabilizasyon sorunlarini ¢dzerek kontrollii antibakteriyel etkilere izin
vermektedir. Giimiis nanopartikiillerin diisiik derisimleri polimer matris i¢indeki ylizey

morfolojisini degistirmekte ve yilizey piiriizliligiinii etkilemektedir (Armentano vd.
2010).

Karbon Nanoyapilar; fulleren, karbon nanotiip, karbon nanofiber ve grafen gibi
karbon tlirevli formlarin kesfinden itibaren nanoteknolojide en ¢ok bilinen

malzemelerdir (Armentano vd. 2010).
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Karbon nanotiipler, grafenin tek (tek duvarli karbon nanotiip) ya da birden ¢ok tabakasi
(¢cok duvarli karbon nanotiip) tarafindan olusturulan silindirik yapilardir. Diizenli
geometriye sahip olmalar1 karbon nanotiiplere kompozitler, sensorler ve elektronik
cihazlar gibi alanlarda essiz mekanik ve elektriksel Ozellikler sunmaktadir. Karbon
nanofiberler, boylart 1 mikronla birka¢ milimetre arasinda ¢aplari ise 100 nanometreye

kadar degisen konik ya da silindirik yapilardir (Armentano vd. 2010).

Karbon nanoyapilar kompozit sistemlerde ara yiiz tabakasi olarak kullanilmaktadir.
Karbon nanoyapinin kiigiik bir miktarinin polimerin i¢inde dagitilmasinin, kompozitin
mekanik dayaniminda 6nemli artisa neden oldugu goézlemlenmistir. Nanokompozit
icindeki polimer matrisin fiziksel 6zellikleri ve performansi ¢ok kiiciik miktarlarda
karbon nanoyapilar eklenerek diizeltilebilmektedir. Kompozit olustururken polimer
matrisle karbon nanoyapi arasinda ara yiiz olusturulmasi gereklidir (Armentano vd.
2010). GO katkili doku iskelesi materyallerinin doku miihendisligi ve diger alanlarda

birgok uygulama alan1 bulunmaktadir.

Grafen, altigen bal petegi yapisinda zincirlerinde reaktif kenarlara sahip olan tek
tabakali iki boyutlu materyaldir. Grafen 2004 yilinda grafit yapisindan tek atomik
tabakanin ayrilmasiyla elde edilmistir. Bu kesifle birlikte grafen tabakalar1 essiz fiziksel

ozellikleriyle birlikte kompozitlerin yapisinda kullanilmigtir (Armentano vd. 2010).

Grafen oksidin (GO) poli(laktik-ko-glikolik asit)(PLGA) ile kompozit hazirlandig1 bir
calismada PLGA-GO nanofiber doku iskeleleri elektroegirmeyle hazirlanmistir. Hiicre
kiltirii ¢alismalarinda mezenkimal kok hiicrelerinin  farklilasmasi incelenmistir.
Elektroegirme teknigiyle 3-B gozenekli yapida PLGA-GO nanofiberleri elde edilmistir.
Bu calismada GO iki 6nemli rol oynamaktadir. Bunlardan ilki; hidrofilik performansi
gelistirerek  fiberlerin adsorpsiyon yetenegini arttrmaktadir. Ikinci gorevi de
mezenkimal kok hiicrelerinin yapismast ve {iremesini hizlandirarak osteojenik

farklilasmay1 tetiklemektir (Luo vd. 2015).

Indirgenmis grafen oksit (rGO)/polikaprolakton (PCL) kompozitinin hazirlandig

calismada L1929 hiicreleri kullanilarak hiicre kiiltliri ¢aligmalart  yiirtitiilmistiir.
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Mikroskop goriintiilerinde hiicrelerin doku iskelesi iizerine tutunup iredikleri
goriilmistiir. Hiicrelerin yogunlugu kiiltlirtin dordiincii giiniinde 6nemli miktarda artis
gostermis, doku iskeleleri higbir toksik etki géstermemis ve in vitro biyouyumlulugunu

saglamiglardir (Murray vd. 2015).

2.4 Doku Iskelesi Uretim Yontemleri

Doku iskelelerinin viicutta hasara uygun bi¢cimde hazirlanabilmesi ve gerekli fiziksel
ozellikleri icermesi icin bir¢ok iiretim yOntemleri vardir. Bu yontemler genel olarak
klasik ve gelismis yontemler olarak ikiye ayrilmaktadir. Klasik yontemler; fiber
baglama, ¢oziicii dokiim-pargacik uzaklastirma, gaz kopiiklestirme, faz ayirma,
elektroegirme,dondurarak kurutma, eriyik kaliplama yontemleridir. Gelismis yontemler
ise, hizli prototip yontemler, yerinde fotopolimerizasyon, yiiksek i¢ faz emiilsiyonu,

stiperkritik akigskan teknolojisi yontemleridir.

2.4.1 Doku iskelesi klasik iiretim yontemleri

2.4.1.1 Fiber baglama

Mikos ve arkadaslari tarafindan gelistirilen en eski doku iskelesi iiretim teknigidir. Bu
yontemde poliglikolik asit (PGA) fiberleri kullanilmaktadir. PGA kendisini ¢6zmeyen
bir ¢oziiclide(kloroform, DCM) ¢6ziinmiis PLLA ile karistirilir. Kompozit materyal
olustuktan sonra ¢oziicii buharlastirilir. Daha sonra PLLA matris metilen kloriir ajaniyla
coziilerek uzaklastirilir. PGA bu ¢oziiciide ¢oziinmediginden ag yapisinda doku iskelesi

elde edilir (Siva vd. 2015).

2.4.1.2 Elektroegirme

Elektrostatik giigler yardimiyla polimer ¢ozeltisinden belli bir yarigcapta fiber elde
etmeye dayanan bir tekniktir. Elektroegirme sistemi {i¢ temel bilesenden olusur. Bunlar,

yiiksek voltaj glic kaynagi, siringa ve toplayict levhadir. Polimer ¢dzeltisi siringanin
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icine alinir belirli bir kV degerinde voltaj uygulanir. Elektrostatik kuvvetler yiizey
gerilimini agtig1 anda fiber seklinde jet bir akim elde edilir. Olusan fiberler toplayici
levhada birikir. Elektroegirme bircok parametreye baghdir. Coziiciiye bagli olan
parametreler; ¢Ozelti derisimi, polimer molekiil agirligi, ¢ozelti viskozitesi, yiizey
gerilimi, ¢oziiclinlin dielektrik katsayisidir. Prosese bagli parametreler de; uygulanan
voltaj, toplayict tiirii, toplayici-igne ucu uzakligi, akis hizidir. Bu parametreler

ayarlanarak istenilen 6zellikte fiberler elde edilebilmektedir (Bhardwaj ve Kundu 2010).

2.4.1.3 Coziicii dokiim-parcacik uzaklastirma

biiyiikk ekipmanlar gerektirmeyen basit bir ydntemdir. Oncelikle polimerin ilgili
coziiciide ¢ozeltisi hazirlanir. Gozenek olusumunu saglayacak partikiiller eklendikten
sonra bir kaliba dokiiliir. Coziicii buharlastirilarak yapidan uzaklastirilir. Yapidaki

partikiiller suda ¢oziinerek ayrilir ve gbzenekli yapi elde edilir (Subia vd. 2010).

2.4.1.4 Gaz kopiiklestirme

Organik ¢oziicii kullanilmadan doku iskelesi iiretimine dayanan bir yontemdir. Na,COj3

veya NaHCO; kullanilir bu ajanlarin  yiiksek sicakta bozunmasiyla yapida
cekirdeklesme goriiliir. Bu ¢ekirdeklesmenin i¢indeki CO; kabarciklarinin ¢ikmasiyla
gozenekli doku iskeleleri elde edilir (Murphy ve Mikos 2007).

2.4.1.5 Faz ayirma

Bu yontemde doku iskelesi iiretimi ¢6zeltinin polimerce zengin ve polimerce fakir faz
olarak ayrilmasi esasina dayanir. Polimer derisiminin diisiik oldugu faz polimerce
fakirken, polimer derisiminin yiiksek oldugu faz polimerce zengin fazdir. Fazlarin
ayrilmasi sicakligin diisiiriilmesi ile gerceklesiyorsa termal yolla faz ayrimi, ¢oziiciiniin
buharlastirilmast yoluyla gerceklesiyorsa ¢oziicii ile gerceklesen faz ayrimi adini alir

(Nam ve Park 1999).
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2.4.1.6 Dondurarak kurutma

Bu yontemde siiblimasyon temel alinir. Bu teknikte polimerin ilgili ¢6ziiciide ¢ozeltisi
hazirlanir ve hizli bir dondurma islemi gergeklestirilir. Daha sonra yliksek vakum
altinda dondurarak kurutma islemi yapilir. Dondurma hizi ve Ph’t kontrol ederek
gozenek boyutu ayarlanir. Dondurma hizinin ¢ok fazla olmasi durumunda kiigiik

gozenekler meydana gelir (Murphy ve Mikos 2007).

2.4.1.7 Eriyik kaliplama

Bu yontemde polimer kaliba doldurulur. Kalip polimerin camsi gegis sicakliginin (Ty)
iistline kadar 1sitilir ve basing uygulanir. Bu islemle polimer partikiillerinin sikigarak bir
araya gelmesi saglanir. Kalip ¢ikarilir ve doku iskelesi kurutulur. Bu yontemde kalibin
sekline uygun doku iskeleleri elde edilir (Siva vd. 2015). Yontemlerin avantaj ve

dezavantajlari ¢izelge 2.3’de verilmistir.
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Cizelge 2.3 Doku iskelesi klasik tiretim yontemleri

Uretim Yontemi Avantaj[16] Dezavantaj[16] SEM Goériintiileri
Fiber Baglama Basit iglem, yiiksek | Sinirli polimer
gozeneklilik ve tiplerine
yiiksek yiizey uygulanabilmesidir
alani/hacim orani
Elektroegirme Kontrollii gézenek Sinirli mekanik
boyutu, ozellikler, gézenek
gozeneklilik ve boyutunun arttik¢a
fiber kalinlig1 fiber kalinliginin
azalmasidir
Coziicii Kontrollii gozenek, | Elde edilen yapilar
Dokiim/Parcacik gozenek boyutu ve sinirl mekanik
Uzaklastirma kristalite ozelliklere sahiptir ve
yapida atik ¢oziicii ile
porojen
kalabilmektedir
Gaz Zararli organik Sinirli mekanik
Kopiiklestirme ¢oziiciilerin dayanim Ve yetersiz
kullanilmamasi, gbzenek baglantisi
kontrollii
gozeneklilik ve
biyomolekiillerle
birlikte
kulanilabilmeleri
Dondurarak Gozeneklerin birbiri | Smirli gézenek
Kurutma ile baglantilar1 ve boyutlar
gozeneklilik
uygundur
Faz Ayirma Yiiksek Sinirlt g6zenek
gozeneklilik elde boyutu, ¢oziicli atig1
edilebilmesi ve ve mikrogeometrinin
biyomolekiillerle tam olarak kontrol
birlikte edilememesi
kullanilabilme
kapasitesi vardir
Eriyik Kaliplama Makrogeometriyi, Sicakligin arttirilmasi

gozenekliligi ve
gbzenek boyutunu
kontrol etmek
kolaydir.

biyomolekiillerin
bozunmasina neden
olmaktadir
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2.4.2 Doku iskelesi gelismis iiretim yontemleri

2.4.2.1 Hizh prototip yontemler

Kat1 serbest form iiretim teknikleri olarak bilinir. Bilgisayar programi araciligiyla doku
iskelesinin mikro/makro ozellikleri konrol edilir, boyut ve tasarim parametreleri

olusturulur. 3-B baskilama, stereolitografi, segici lazer sinterleme ornek verilebilir
(Peltola vd. 2008).

2.4.2.2 Yerinde fotopolimerizasyon

Bu yontem uzun yillardan beri biyomedikal alanda kullanilmaktadir. Fotopolimerlesen
hidrojeller in situ durumda olusur ancak kendi kendilerine jellesemezler. Sicaklik gibi
dis etkenlerle jellesebilirler. Zincir sonlarinda akrilat olan gruplar uygun fotobaslatici

altinda daha ¢abuk polimerlesmektedir (Smeds ve Grinstaff 2001).

2.4.2.3 Siiperkritik akiskan teknolojisi

Stiperkritik akiskan teknolojisi yesil kimya olarak adlandirilan, ¢evreye zarar
vermeyen, ylksek miktarda organik ¢oziicii gerektirmeyen, ucuz, diisiikk sicakliklarda
uygulanabilen bir teknolojidir. Ayrica bu teknolojiyle klasik yontemlere gore oldukca

kisa siirede doku iskelesi tiretimi gerceklestirilebilmektedir.

Klasik yontemlerin bazilar yiiksek sicaklik gerektirmektedir. Bu durum bazi ilaglarin
ve biyoaktif malzemelerin yapilarinin bozulmasina neden olmaktadir. Diger bir olumsuz
durum ise uygun gozeneklilik ve gdzenek boyutu ile 3-B yapiy1 saglamak zordur. Biitiin
bu durumlardan dolay: siiperkritik akiskan teknolojisi son yillarda 6n plana ¢ikmustir.
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2.4.2.3.1 Siiperkritik akiskanlar ve ozellikleri

Stiperkritik akigkan, sicakligi ve basinci belirli bir kritik degerin iizerinde olan
akigkanlardir  (Sekil 2.6). Yogunluklarindan dolay1 sivilara viskozite ve
yaymirliklarindan dolayr da gazlara benzediginden ‘akiskan’ kavrami olarak

verilmektedir (Girard vd. 2016) (Cizelge 2.4).

10,000 -
Kati Stiperkritik
1,000 -
bolge

-
g Sivi
100 A
o 74 -
= Kritik nokta
wn
£ f - Ucglii nokta

Stiblimlesme noktasi

Gaz 311
01 L L 1 L 1 S | . E | . | L 1 N B L]

100 -80 60 -40 20 0 20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 2.6 Stiperkritik akiskanlarin faz diyagramindaki yeri (www.researchgate.net, 2017c)

Cizelge 2.4 Sivilar, gazlar ve siiperkritik akiskanlarin yogunluk, yaymnirlik ve viskozite
degerlerin karsilastirilmasi

Ozellikler Gaz Siiperkritik Siv1
Akiskan

Yogunluk (g L) 0.6-2 100-1000 600-1600

Viskozite (uPa s) 10-50 10-30 200-3000

Yaymurlik (m*s™) | 10000 10-100 0.2-2

Birgok madde stiperkritik akigskan olarak kullanilmaktadir. Bu maddeler ¢izelge 2.5’de

verilmistir.
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Cizelge 2.5 Siiperkritik akigkan olarak kullanilan bazi maddelerin kritik sicaklik ve
basing degerleri

Akiskan Kritik sicakhk (T;) Kritik basing (P;)
Argon -122.3 48.0

Aseton 235.1 47.6

Etan 32.3 48.2
Karbondioksit 311 72.8

Metan -82.1 45.8

Su 374.1 218.3

Propan 96.7 41.9

Cizelge 2.5’deki maddelerden en fazla kullanilan1 CO,’dir. CO7’in avantajlar1 sayilacak
olursa; toksik degildir, kolay alevlenmez, maddelerden tamamen uzaklastirilmasi
miimkiindiir, diisiik reaktivite gosterir, oksidasyona karsi inerttir, 1s1 ve kiitle aktarimi
diisiik yogunluk ve viskoziteden dolay: fazladir. Dezavantajlar ise, diisilk baglanma
enerjisine ve yogunluguna sahip olmasidir. CO,, Lewis asidi 6zelligi gostermektedir.
Birincil ve ikincil aminler gibi giiclii Lewis bazlariyla tersinir olarak tepkime verir. Bu
bazi maddeler i¢in olumsuz 6zellik ortaya ¢ikarirken, amin bazli ¢éziiciiler, siirfaktanlar

ve polimerler i¢in avantajli olabilmektedir (Girard vd. 2016).

COgy; iyonik ve polar bilesenler i¢in zayif bir ¢oziiciidiir. Clinkii apolar ve aprotik
ozellik gosterir. Aprotik ¢oziiciiler, hidrojen atomlarina sahiptirler ancak O-H ve N-H
gibi hidrojen baglar1 olusturamayan ¢oziiciilerdir. Apolar ¢oziiciiler ise; (+) ya da (-)
kutba sahip olmayan kutupsuz ¢oziiciilerdir. Bu ylizden yesil, protik ve polar ¢oziicii

eklenmesi CO; ile az karigma 6zelligi gostermesine neden olabilir (Girard vd. 2016).

COy; polimerlerin i¢indeki yiiksek yaymirligindan dolayr erime sicakligini (Tr) ya da
camst gegis sicakligini (Ty) azaltarak polimerin erime viskozitesini distiriir. Polimerin
morfolojisi ve molekiil yapisi CO;’in yaymirligmi etkiler. CO; ile etkilesim kuran
polimerin kenar zincirlerindeki eter ya da karbonil gruplar1 polimerin icinde

karbondioksidin diflizyonuna yardim eder (Girard vd. 2016).
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Yapisal engel de polimerin icinde CO,’in yaymirligini etkileyebilir. Ornek olarak; PLA
ve PLGA ayni1 kimyasal yapiya sahip olmasina ragmen, CO;’in ¢oziiniirliigii PLA’da
PLGA’ya gore daha yiiksektir. Bu nedeni serbest hacimdir. Serbest hacim; polimerin
kirllgan yapidan yumusak yapiya gecgebilmesi ic¢in polimer zincirlerinin kendi
etraflarinda egilip-biikiilme hareketlerini yapabilmeye yetecek hacme sahip olmasidir.
PLGA’da PGA igeriginin artmast CO;’in ¢Oziinlirliigiinii azaltir. PCL gibi yliksek
kristalin molekiillerde Ty ya da Ty’nin altindaki sicakliklarda CO, diisiik yaymnirhk
gosterir (Girard vd. 2016).

COgy; apolar ve bazi polar diisiik mol kiitleli maddeler i¢in iyi bir ¢oziicliyken, yiiksek
mol kiitleli maddeler i¢cin zayif bir ¢oziiciidiir. Belirli amorf floropolimerler ve
silikonlarda i¢in de istisna olarak iyi bir ¢oziicii 6zelligi gosterir. Florlu polimerlerin
onemli ¢oziintirliik 6zelligi yapilarindaki C-F bagiin COs; ile etkilesiminden dolayidir.

Ayrica esnek Si-O-Si baglar1 da siloksan polimerlerin ¢oziiniirliigiinden sorumludur
(Girard vd. 2016).

Polimerlerin kutuplulugu yaymirhigr smirlandirir. Ciinkii CO», kuadrupol momente
sahiptir yani 4 kutba sahiptir ve bu yiizden kalic1 dipolii yoktur. Ayrica CO2, hem Lewis
asidi hem Lewis baz1 gibi davranir. Teorik ve deneysel kanitlar gostermektedir ki; CO»,
H-bagi etkilesimlerine katilabilir. CO, spesifik ¢oziicii-¢ozlinen etkilesimleriyle dipolar

ve non-dipolar molekiil sistemlerinde ¢6ziinebilir (Girard vd. 2016) .

2.5 Siiperkritik Akiskan Kullanilarak Doku Iskelesi Elde Etme Yéntemleri

2.5.1 Gaz kopiiklestirme yontemi

Klasik kopiiklenme tekniginde gaz fazindaki bilesikler kullanilan bazi kimyasal
ajanlarla olusturulur. Bu gaz bilesikler yapida gaz kabarcigi olusmasindan sorumludur.
Bu prosesin temeli, proses parametrelerini optimize ederek gozenek ¢apinin kontroliinii

saglamaktir.

24



Siiperkritik akiskan yontemiyle gaz kopiiklestirmede temel gereksinim, CO3’nin
polimerin i¢ine yeterli miktarda difiizyonudur. Klasik yontemle karsilastirildiginda bu
yontem daha biiyiik kiitle aktarim katsayisiyla ve sicaklik/basing parametrelerinin
optimize edilip polimerin i¢inde diflizlenen CO;’in ayarlanabilmesiyle karakterize

edilir. Ayrica bu proses ¢oziicli kullanimini gerektirmez.

Prosesin ilk basamaginda polimer, SK-akigkanla yiiksek basingta doyurulur. Bu
doyurma islemi Ty'yi azaltarak plastiklesmeyi saglar. Polimerin Tgy’sinin azalmasi
polimer-CO, arasindaki molekiiller arasi etkilesimin sonucudur. Polimer/gaz karigimi
basing azaltilarak ya da sicaklik arttirilarak siiper doygun duruma getirilir. Bu islem
sirasinda termodinamik olarak kararsizlik meydana gelir ve yapr icinde kabarcik
olusumu ve kabarcik ¢ekirdeklenmesi goriiliir. Kabarcik gelisimi ve cekirdeklenmesi
i¢in yiiriitiicti giic T-T sicaklik farkidir. Bu da dogrudan 6rnegin 1sitilmasi ya da basing
aracilifiyla Tg’nin ayarlanmasiyla yapilir. Prosesin son kisminda sistemin sicakligt
azaltilip, basing degistirilerek polimer sertlesir, kabarcik c¢ekirdeklenmesi goriilen
yapidan gaz uzaklasir ve gozenekli doku iskelesi olusur (Sekil 2.7). CO’e afinitesi fazla

olan amorf ve yari kristalin polimerlere uygulanir.

Uygulanmasi kolay bir proses olup ¢o6ziicii kullanimi gerektirmemesi bu yontemin
avantajidir. Diger yandan yiiksek hacim artisindan dolay1 6rnegin boyutlarini ve seklini

kontrol etmek kolay degildir. islem sonunda gézeneksiz yapilar olusabilmektedir.

Gaz diftizyonu Termodinamik kararsizlik

-

e —>

Poli
sl Tek faz polimer/gaz

cbzelfisi Polimerik kopiik

Sekil 2.7 Siiperkritik CO; destekli gaz kopiiklestirme yonteminin sematik gosterimi
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Stiperkritik CO; destekli gaz kopiiklestirmeyle ilgili bir ¢alismada (Gualandi vd. 2009)
w-pentadecalakton- e-kaprolakton kopolimerleri (PDL-PCL) kullanilmistir. Basing 230
bar, sicaklik 90 °C parametreleri 20 dk siireyle uygulanmistir. Arastirmada gézenek
boyutu ve mekanik dayanim agisindan kikirdak doku miihendisliginde kullanim alani

olabilecegi sonucuna varmisglardir.

Hidroksiapatit (HA) ve B-trikalsiyum fosfat (B-TCP) ile PLA polimeri kullanilan bir
calismada (Mathieu vd. 2006) isletme parametreleri olarak basing 100-250 bar, sicaklik
195 °C olarak ayarlanmistir. Proses siiresi de 10 dk olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak
HA’nin eklenmesiyle B-TCP’den daha heterojen kopiikler elde edildigi goriilmiistiir.
Seramik partikiilleri gozenek duvarlarinda dagilmistir. Bu da matrisin etkili bir sekilde
giiclenmesini saglamistir. HA nin eklenmesiyle gozenek boyutu 200pum’den 400 um’ye,
gozeneklilik % 78’den % 92’ye ¢ikmasiyla sikistirma modiilii 250 MPa oldugu
goriilmiistiir. Bu doku iskelesinin kemik doku miihendisliginde kullanilabilecegi

distiniilmektedir.

PCL, termoplastik zein ve hidroksiapatit (HA) kullanilarak stiperkritik CO, (SKCO,)
destekli gaz kopiliklestirme yontemiyle doku iskeleleri iiretilmistir (Salerno vd. 2010).
Calismada materyallerin olusumu, bilesenlerin karistirilmast  ve koptliklenme
parametreleri optimize edilerek mikro yapisal 6zellikleri ve in vitro olarak doku
iskelelerinin bozunmasi kontrol edilmistir. Kompozit doku iskelelerinin gézenek boyut
dagilimlar1 ve sikistirma Ozelliklerinin kemik doku miihendisligine uygun oldugu
sonucuna varilmistir. [n vitro hiicre/doku iskelesi etkilesiminin osteoblastlarin

adhezyonuna ve kolonizayonuna izin verdigini gézlemlemislerdir.

Polistiren/grafen oksit (GO) kompozitinin skCO, destekli gaz kopiiklestirmeyle elde
edildigi calismada (Yang vd. 2011) GO, dimetilformamid (DMF) ¢6ziiciisiiniin i¢inde
dagitilmis daha sonra polistirenle karistirilmistir. Kompozitle sadece polistirenle yapilan
caligma karsilastirildiginda bu yontemle birlikte kompozit materyalde daha kiigiik
hiicre boyutu ve daha fazla hiicre yogunlugu goriilmiistiir. GO tabakalarinin heterojen

cekirdeklesme ajani gibi davrandigimi gérmislerdir.
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2.5.2 Faz ayirma yontemi

Klasik faz ayrimi yonteminde polimer ve ¢dziicii termodinamik olarak kararsiz
oldugundan sistem iki faz olusturma egilimi gosterir. Bu fazlar; polimerce zengin faz ve
polimerce fakir fazdir. Coziiciiniin uzaklastirilmasi sirasinda polimerce zengin faz

katilasir.

Faz ayrimi iki yolla olmaktadir. Bunlardan ilki termal yolla faz ayrimi digeri ise
¢oziicliyle faz ayrimidir. En yaygin kullanilant polimer ¢dzeltisinin inert bir destege
yani bir kaliba dokiildiigii ¢oziiciiyle ger¢eklesen faz ayrimidir. Bu ¢ozeltiye daha sonra
polimerin ¢ézliinmedigi ancak polimer ¢oziiciisiiyle karisabilen ikinci bir ¢oziicii eklenir.
Iki ¢oziicii arasindaki temas sonrasi faz ayrimi1 meydana gelir. Proses kosullar1 uygun

secilirse, mikrometrik gézenek yapilari olusur.

Bu yontemin siiperkritik olarak modifikasyonunda ikinci ¢oziicii olarak SK-CO;
kullanilir. skCOg; iistiin kiitle aktarim 6zelliklerinden polimer hizlica kurutur. Coziiciiyii
tamamen ekstrakte etmek i¢in polimerin ¢6ziinebildigi kadar ¢oziicli kullanildigindan
herhangi bir ek islem gerektirmez. Coziicii skCO; ile karisabildigi i¢in ¢oziiciiyli geri
kazanabilmek kolaydir. skCO, prosesi, sicaklik ve basinci degistirerek gozenek
boyutlar ile yap1 morfolojisini ayarlamaya olanak tanir. Prosesin ilgili parametreleri;

sicaklik, basing, polimer derisimi ve ¢oziicli ¢esididir.

Stiperkritik destekli faz ayrimi; filtrasyon prosesleri, kontrollii ilag salim1 ve kataliz gibi

bir¢ok uygulamalarda kullanilir.

Siiperkritik destekli faz ayirma yontemiyle yapilan ¢aligmada (Tsivintzelis vd. 2007)
PLLA polimeri diklorometan ¢6ziiclisiinde ¢6ziilmiis, isletme parametreleri olarak 100,
165, 230 bar basing ve 45 °C sicaklik ayarlanmistir. Isletme siiresi de 2.5 saat olarak
belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda 100°den 230 bara basing arttirildiginda gézenek
boyutunun azaldigi goriilmiistiir. Sicakliktaki azalma ya da basingtaki artig CO7’in

¢Oziicii giiclinii ve yogunlugunu arttirmistir.
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Polimer olarak kitosanin kullanilip faz ayrimi yonteminin uygulandigi bir ¢alismada
(Duarte vd. 2012) isletme basinct 150 bar ve sicaklik 60 °C olarak ayarlanmistir. Proses
siiresi de 45 dk olarak belirlenmistir. Coziicli olarak formik asit, asetik asit ve HFIP
kullanilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda formik asit kullanildiginda % 29 goézeneklilik,
62 um gdzenek boyutu; asetik asit kullanildiginda % 47 gozeneklilik, 110 um gozenek
boyutu ve HFIP kullanildiginda % 90 gozeneklilik, 600um gozenek boyutu elde
edilmistir. Bu arastirma sonucunda farkli ¢oziiciiler kullanilarak istenilen gozeneklilik
vegdzenek boyutunun ayarlanabilecegi sonucuna varilmistir. ilag salim uygulamalari,

kemik ve kikirdak doku miihendisliginde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

2.5.3 Jel kurutma yontemi

Klasik olarak jel kurutma, hiicre dis1 matris tiretebilecek nanofibroz birbiri ile baglantili
yapilar elde etmeye olanak tanir. Ancak jel tek basina doku iskelesinde hiicre gelisimi
ve diflizyonunu saglayacak biiyiikliikte makro gézenek yapisini saglayamamaktadir. Bu
yizden kati parcacik ekstraksiyonu; kontrollii gozenek boyutu ve gozenekliligi

saglayacak doku iskelelerini elde etmek i¢in isleme dahil edilir.

Jel kurutma prosesi bes adimdan olusmaktadir. Ilk olarak polimer organik ¢oziiciide
¢oziiliir. Ikinci adimda faz ayrimi/jellesme goriiliir. Uciincii adimda su kullanilarak
jelden c¢oziiciiniin ekstraksiyonu saglanir. Son adimda ise vakum altinda dondurarak

kurutulur.

Bu yontemde doku iskeleleri iiretilirken pek ¢ok avantaj goriilmektedir. Bu avantajlar
kontrollii gézenek boyutu ve % 90’ lizerinde gozenekliliktir. Bunlar haricinde
gozeneklerin biiyiik yiizey alam1 ve gozeneklerin birbiriyle i¢sel baglantili olmasi da
avantajlar1 arasindadir. Fakat bu yontemin avantajlarmin yaninda kisitlamalar1 da
vardir. Bir haftadan daha fazla siiren zaman alan bir prosestir. Kullanilan organik
¢Oziiclinlin yapidan uzaklastirilmasi zordur. Son olarak da kurutma prosesi sirasinda

organik ¢6ziiciiniin ylizey geriliminden dolay1 3-B yapi1y1 korumak zordur.
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Stiperkritik destekli jel kurutma yonteminde skCO, , basit ve etkili adimla organik
coziiciiyli ekstrakte etmek icin kullanilir. Siiperkritik prosesi klasik yontemle
karsilastirildiginda daha kisa siirede (8 saat) gergeklesir ve daha az ¢oziicii atig1 bulunur
(<S5ppm). Siiperkritik proseste kurutma hizli gergeklestiginden daha az yiizey gerilimi

olusur ve yapinin bozulmasinin 6niine gegcilir.

2.5.4 Siiperkritik akiskan emiilsiyon kaliplama yontemi

Gozenekli doku iskelesi iiretmek i¢in CO2’in kullanilmadig: klasik yontemlerde su-yag
emiilsiyon sistemleri kullanilmaktadir. Cok cesitli gozenekli hidrofilik doku iskeleleri
bu teknikle hazirlanabilmektedir. Son gozenekli iiriin ise, emiilsiyon olan i¢ fazin
cikarilmasiyla geri kazanilmaktadir. Bu teknik yag yerine skCO, —su emiilsiyonlarina da
uygulanabilmektedir. Perfloropolieter siirfaktanlar1 ve polivinilalkoliin akrilamid
polimerlerinin  CO,-su emiilsiyonlarini stabilize etmek i¢in kullanildigi calismada
(Butler vd. 2001) polimerizasyondan sonra CO’in yapidan ¢ikarilmasi polimer doku
iskelesinde birbiri ile baglantili gézeneklerin olusumuna neden olmustur. CO; i¢ fazinin
hacim kesrinin artmasiyla gozenekliliginin arttigin1  gérmiiglerdir.  Siirfaktanin
derisiminin artmasiyla da daha birbiri ile baglantili ve agik gézenekli yapilarin elde

edildigi gozlenmistir.

2.5.5 Siiperkritik destekli elektroegirme

Klasik  elektroegirme  yoOnteminde biyomalzemeler ve onlarin  kompozit
malzemelerinden polimerik fiberlerin {iretimi igin kullanilan yéntemdir. igneye alinan
polimer ¢ozeltisinden fiber iiretilmesi icin bir elektrik alan kullanilir. islem sonunda

mikrodlgekli fiberler elde edilir.

skCO, polimerler igin sisme ajani olarak kullanilir. Polimerin ilaglar ve biyoaktif
bilesenler gibi katkilarla doyurulmasina yardim eder. COy; farkli yarigapta fiberler ve

organik ¢oziicli kullanmadan ag¢ik gbzenek yapisinda doku iskelesi iiretiminin avantajni
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sunar. Ayrica fiberlerle birlikte 1siya duyarli bilesenlerin ve canli hiicrelerin

kapsiillenmesine olanak tanir.

Organik ¢oziicii kullanmadan skCO, kullanarak sadece elektrostatik kuvvetlerle fiber
elde edilen calismada (Levit ve Tepper 2004) yeni siliperkritik destekli elektroegirme
teknigini biiyiik ve kiigiik yar1 ¢apl fiberler iiretmek i¢in yararli bir teknik oldugunu

ileri siirmiisglerdir.

Sikistirllmis akiskan anti ¢oziicii teknigi (PCA) ile klasik elektroegirme tekniginin
birlestirildigi ¢alismada (Liu vd. 2010) mikron ve mikron alti boyutlarda diizgiin
fiberler elde edilmistir. Siiperkritik CO7’1 sikistirilmis akiskan olarak kullanmislardir.
Bu teknikte CO, basincini ayarlayarak farkli fiber morfolojileri elde etmek olanaklidir.
Ayrica 100 barin ¢ok iistiinde bir basing artisina da ihtiya¢ olmadigini gérmiislerdir.
Iliml1 sicaklik ve basing kosullar1 saglandigi icin canli hiicrelerin kapsiillenmesi i¢in de

sorun olusturmayacagi gozlemlenmistir.

2.5.6 CO; kullanilarak hidrojel kopiiklestirme

Hidrojeller; hidrofilik polimer zincirleri igerdigi i¢in yliksek miktarda su iceren
polimerik malzemelerdir. Cesitli kimyasal baglar tarafindan olusturulan polimer
zincirleri arasindaki baglantilar ve fiziksel etkilesimler hidrojellerin yapisal olarak bir

araya gelmesine olanak tanir.

Kitin hidrojelleriyle stiperkritik CO; sogurma mekanizmasini arastirildigi caligmada
(Tsioptsias ve Panayiotou 2008) kitin jelleri; kitinin adimetilasetamitte ¢oziinmesiyle
hazirlanmigtir. Jelin tam anlamiyla olusumu oda sicakliginda gluteraldehit buharina
maruz birakilmasiyla gergeklestirilmistir. Jelden CO;’in sogurulmasi; hidrojelin suyun
icinde ¢oziinmesinden dolayr olusmaktadir. Hidrojelin kopiiklenmesi  basincin
diisiiriilmesi sirasinda goriilmektedir. Calismanin sonucunda basing diisiiriildiikten sonra
dondurarak kurutulan Ornegin kopiiklenme prosesi sirasinda ilk gdzenekli yapinin

korunmasina yardim ettigi goriilmiistiir.
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Elastin temelli hidrojeller iizerinde skCO, kopiiklenmesinin etkisinin arastirildig
calismada (Annabi vd. 2009) karbondioksidin basinct 30 bardan 150 bara arttirildiginda
hidrojel kopiiklenme oraninin % 60 arttig1 goriilmiistiir. Ayrica drnekteki gozeneklerin
makro ve mikro yapisinda Onemli degisikliklere neden olan koaservasyonu
hizlandirmistir. Basincin arttirilmast duvar kalinliginin ve goézenek boyutlarinin
azalmasma neden olmustur. Bu elde edilen elastin hidrojel yapis1 fibroblast

penetrasyonu ve ¢cogalmasini tesvik etmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu kisimda tez calismast kapsaminda yapilan deneysel calismalar aciklanmistir.
Oncelikle tez siiresince kullanilan kimyasal maddeler verilmistir. Daha sonra doku
iskelelerinin iiretiminde uygulanan yontem ve deneysel parametreler agiklanmistir.
Doku iskelelerinin istenilen 6zelliklere uygun olup olmadigini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen karakterizasyon c¢alismalart (Taramali Elektron Mikroskobu, Raman
Spektroskopisi, Fourier Transform Infrared Spektroskopisi, X-Ismlar1 Kirmimm ve
Transmisyon Elektron Mikroskobu) agiklanmistir. Son olarak doku iskelelerinin toksik
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla in-vitro kosullarda yiiriitilen hiicre canlilig

calismalarina yer verilmistir.

3.1 Materyal

Tez galismas1 kapsaminda polimer olarak kullanilan polikaprolakton (PCL, Mn: 70,000-
90,000) (CAS 24980-41-4) ve poli(laktik-ko-glikolik) asit (PLGA, M,: 50,000-75,000),
(CAS 26780-50-7) Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Grafit oksit,
Grafen (Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Coziicii olarak kullanilan etil laktat (EL,
CAS 687-47-8), 1,1,1,3,3,3 hekza-floro-2-propanol (HFIP, CAS 920-66-1) ve
diklorometan (DCM, CAS 75-09-2) % 99 saflikta Sigma Aldrich (Almanya)
firmasindan satin alinmistir. Yine ¢oziicii olarak kullanilan 1,4 diokzan (Index no: 603-
024-00-5) Merck firmasindan temin edilmistir. Kullanilan kimyasallarin yapilari gizelge
3.1’de sunulmustur. Gozenekli yap1 olusturmak i¢in kullanilan sodyum kloriir (NaCl)

Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Hiicre kiltiirii calismalarinda kullanilan Dulbecco’s fosfat tampon c¢ozeltisi ve besi
ortam1 icin gerekli malzemeler Dulbecco’s Modified Eagles Medium ve fetal sigir
serum Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Antibiyotik olarak kullanilan
penisilin stremptomisin Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Gluteraldehit ise
Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hiicre liremesini takip etmek icgin
kullanilan 3-[4,5-dimethylthylthiazol-2-yl]-diphenyltetrazolium bromiir (MTT) Sigma

(Almanya) firmasindan satin alinmistir. Doku iskelelerinin sterilizasyonu i¢in % 99
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saflikta etanol Sigma (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Absorbans okumada kor

¢ozelti olarak kullanilan izopropanol Merck (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

Cizelge 3.1 Doku iskelelerinin sentezinde kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Kullanim Kimyasal Yap1
Gerekgesi
Polikaprolakton Polimer
(PCL) ﬁ)
O N
Poli(laktik-ko- Polimer o)
glikolik)asit
(PLGA) O H
HO ) o
O
Diklorometan Coziicl
(DCM) cl;l
CI’Ci:._TH
Etil Laktat Coziicii 0
= H3C
N
OH
1,1,1,3,3,3 Coziici
Hekza-floro-2- OH
propanol
(HFIP) F\/J\/F
F FF F
1-4 Dioksan Coziictu o

33



3.2 Yontem

Tez ¢aligmasi kapsaminda siiperkritik karbondioksit ortaminda grafen oksit katkilt PCL
ve PLGA doku iskeleleri faz ayrimi ve partikiil uzaklastirma yontemiyle elde edilmistir.

Bu kisimda yontem ve uygulanan parametreler agiklanmastir.

3.2.1 Siiperkritik akiskan ortaminda faz ayrimm ve partikill uzaklastirma
yontemiyle doku iskelelerinin iiretimi

3.2.1.1 Grafen oksit icermeyen doku iskelelerinin sentezi

Poli(laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) doku iskelelerinin iiretilmesi amaciyla dncelikle
polimerin agirlikca % 15 (w/v) olacak sekilde DCM ¢oziiciisiinde 24 saat ¢oziinmesi
saglanmistir. Bu islemin sonunda % 8 (w/v) oraninda NaCl ilave edilmistir. 1 saat
boyunca NaCl’nin karismas1 saglandiktan sonra karisim 1 cm ¢apindaki teflon kaliplara
dokiilerek siiperkritik CO; reaktoriine (Thar R100, ABD) yerlestirilmistir. Ardindan
sistem istenilen sicaklik ve basing kosullarina (Cizelge 3.2) getirilerek stiperkritik
CO2’in ¢ozeltiye diflizyonu saglanmistir. Bu islemden sonra  siirekli isletim
kosullarinda stiperkritik CO, akis1 gerceklestirilerek ¢oziicli tamamen uzaklastirilmistir.
Yapidaki tuzun uzaklastirilmas: amaciyla doku iskeleleri 24 saat siire ile saf su

icerisinde yikama islemine tabi tutulmustur.

Polikaprolakton (PCL) doku iskelelerinin faz ayrimi yontemiyle iiretimi amaciyla
farkli ¢oziicii ve ¢oziicii sistemleri kullanilmistir. Oncelikle PCL’nin agirlik¢a % 15
(w/v) olacak sekilde uygun coziiciilerde 24 saat siire ile ¢oziinmesi saglanmustir.
Ardindan polimer agirh@inin 8 kati olacak sekilde NaCl eklenmis ve 2 saat slireyle
karistirilmistir. Bu siirenin sonunda alinan karistm 1 cm c¢apindaki teflon kaliplara
dokiilerek siiperkritik CO; cihazinin reaktdriine (Thar R100, ABD) yerlestirilmistir.
Sistem istenilen sicaklik ve basing kosullarina getirilerek (Cizelge 3.2) siiperkritik
CO2’in ¢ozeltiye diflizyonu saglanmistir. Bu islemden sonra  siirekli isletim
kosullarinda  siiperkritik CO, akisi  gerceklestirilerek  ¢oziiclinlin  tamamen

uzaklastirilmasi saglanmistir. Yapidaki tuzun uzaklastirilmas: amaciyla doku iskeleleri
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48 saat siire ile saf su igerisinde yikama iglemine tabi tutulmustur. Elde edilen gozenekli
doku iskeleleri dondurarak kurutma cihazinda (Christ, Almanya) 24 saat siire ile

kurutulmustur.

Cizelge 3.2 Grafen oksit igermeyen doku iskelelerinin sentezine iligkin kosullar

Polimer Coziicl Sicaklik Basing SK-CO, | SK-CO, | SK-CO,
(whv) (°O) (bar) akis hiz1 | difiizyon | ¢dziicl
(g9/dk) stiresi ugurma
(dakika) stiresi
(dakika)
PLGA (% DCM 35 150 5 120 120
15)
PCL 1,4-Diokzan 35 150 5 150 150
(% 15) HFIP 35 150 5 150 150
DCM 35,45 150, 165 5 120, 150 | 120, 150
EL 35 150 5 150 150
DCM/EL 35 150 5 150 150

3.2.1.2 Grafen oksit katkili polikaprolakton doku iskelelerinin hazirlanmasi

Grafen oksit katkili PCL doku iskelelerinin (PCL-GO) hazirlanmasinda siiperkritik CO,
ortaminda faz ayrimi ve partikiil uzaklastirma yontemi uygulanmistir. PCL’nin % 15
(w/v) olacak sekilde EL, DCM veya DCM/EL c¢oziiciilerinde 24 saat siire ile ¢éziinmesi
saglanmigtir. Daha sonra grafit oksidin (% 1 ve % 3, w/w) ilgili ¢6ziiciideki karigimi
(EL veya DCM) hazirlanarak tabakalarina ayrilip grafen okside dontligmesi saglanmustir.
Bu amagla 1 saat ultrasonik banyoda (Elma, Elmasonic S70H, 220-240V, 750W,
Almanya) bekletilmis sonrasinda PCL ¢ozeltisine eklenmistir. PCL-GO karisimlar 24
saat siire ile karnistirilmig, ardindan polimer agirhiginin 8 kati olacak sekilde NaCl
eklenmis ve 2 saat siireyle karistirilmistir. Bu silirenin sonunda alinan karisim 1 cm
capindaki ve 0.6 cm yiiksekligindeki teflon kaliplara dokiilerek —siiperkritik CO,
cthazinin reaktoriine (Thar R100, ABD) yerlestirilmistir. Ardindan sistem istenilen
sicaklik ve basing kosullarina getirilerek (165 bar ve 35 °C) siiperkritik CO2’in 150
dakika siiresince ¢ozeltiye diflizyonu saglanmistir. Bu islemden sonra stirekli isletim
kosullarinda stiperkritik 5 g/dk akis hizinda CO, akis1 gerceklestirilerek 150 dakika
siiresince ¢Oziiclinlin tamamen uzaklastirilmas1 saglanmistir. Bu islemin ardindan

yapidaki tuzun uzaklastirilmasi amaciyla doku iskeleleri 48 saat siire ile saf su igerisinde
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yikama islemine tabi tutulmustur. Elde edilen gozenekli doku iskeleleri dondurarak

kurutma cihazinda (Christ, Almanya) 24 saat siire ile kurutulmustur .

3.3 Karakterizasyon Calismalari

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan polikaprolakton ve polikaprolakton/grafen oksit
doku iskelelerinin yapisal ve kimyasal karakterizasyonu asagida aciklanan yontemler ile

gerceklestirilmistir.

3.3.1 Taramal elektron mikroskobu ile analiz (SEM)

Doku iskelelerinin morfolojik analizi ve gozenek boyut tayini SEM analizi ile
(QUANTA 400F Field Emission) yapilmistir. Doku iskeleleri vakum ortaminda altin-
palladyum tabakasi ile kaplandiktan sonra SEM goriintiileri alinmistir. G6zenek boyut

tayini ise Jmicrovision (USA) programi ile yapilmistir.

3.3.2 Fourier transform kizilotesi spektroskopisi (FTIR-ATR Analizi)

Doku iskelelerinin kimyasal bag yapilarinin analizleri FTIR-ATR cihazi (Thermo
Scientific Nicolet 6700) ile gerceklestirilmistir. Spektrumlar 4000-730 cm™ dalga boyu

araliginda degerlendirilmistir.

3.3.3 Raman spektroskopisi

Doku iskelelerinin yiizey kimyasiin incelenmesi i¢in raman spektroskopisi (Renishaw
InVia, United Kingdom) analizi yapilmistir. Analizler 532 nm lazer kullanilarak 500-

3000 nm tarama araliginda gergeklestirilmistir.
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3.3.4 X-smlar: kirmmm (XRD)

Grafen oksidin PCL doku iskelesinin yapisina katilip katilmadiginin belirlenmesi
amaciyla X-igmlar1 kirmimi (XRD, Rigaku Ultima-IV) analizi yapilmistir. Analiz,
tarama araligi 3-50 derece, tarama hiz1 0.5 derece/dk kosullarinda ve 40 kV, 30 mA Cu-

Ko radyasyon kaynagi kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.3.5 Geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM)

Grafen  oksidin  tabakalarina  ayrilip  ayrnilmadigmmi  belirlemek  amaciyla
gerceklestirilmistir. Numune hazirlama isleminde 1 mg GO 5 mL etil laktat (EL) ¢oziicii
icerisinde sonikasyon araciligiyla dagitilmistir. TEM analizi i¢in kullanilan gridlerin
tizerine damlatilarak g¢eker ocak altinda kurutulmustur. Coziicii tamamen uzaklasip

gridin tizerinde sadece GO kaldiginda TEM analizi gergeklestirilmistir.

3.3.6 Diferansiyel taramal kalorimetri (DSC)

Doku iskelelerinin termal 6zelliklerini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. DSC
analizinde (Diamond DSC CT,USA) enerji akisindaki degisiklikler Ol¢tilmiistiir.
Yaklasik 5 mg agirligindaki PCL ve PCL-% 3GO doku iskeleleri aliiminyum toplayict
kaba yerlestirilmis ve PCL’nin cams1 gecis sicakligi olan 60 °C’ye 1sitilmistir. Son

olarak sicaklik dakikada 10 °C azaltilarak 0 °C’ye diisiirtilmiistiir.

3.3.7 In-vitro hiicre kiiltiirii calismalari

3.3.7.1 Hiicre canlihi@ tayini

PCL ve PCL-GO doku iskelelerinin iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin canliligi, MTT
testi araciligryla mitokondri dehidrojenaz aktivitesi 6l¢iilerek degerlendirilmistir. Hiicre
canlilig1 tayininde L1929 fare fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler % 10 FBS ve

% 1 penisilin/streptomisin iceren DMEM ortaminda kiiltiire edilmistir. Doku iskeleleri
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24 saat siireyle hacimce % 70’lik etanolde sterilize edilmis ve etanolii uzaklastirmak
icin steril Dulbecco’s PBS (DPBS) ile 3 kez yikanmustir. 24 gbzIi petri kaplari steril
parafilmlerle kaplanmis ve doku iskeleleri bu gozlere yerlestirilmistir. Her bir doku
iskelesinin iizerinde 5x 10> yogunlukta hiicre ekilmistir. 1 mL besi ortam1 eklenmeden
once 1 saat hiicrelerin ylizeye tutunmalar i¢in beklenmistir. Taze besi ortami her 2
giinde bir yenilenmis ve MTT testi 1., 3. ve 5. giinlerde uygulanmistir. Bu asamada besi
ortami1 uzaklastirilip 60 uL MTT ve 600 pL serum icermeyen besi ortami eklenmistir.
Hiicreler 37 °C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra ¢ozelti uzaklastirilmis ve
metabolik olarak aktif hiicreleri gosteren formazan kristallerini ¢6zmek ic¢in her doku
iskelesinin tizerine 0.04M HCIl’de hazirlanan 400 pL izopropanol ¢ozeltisi eklenmistir.
Optik yogunluk ELISA microplate okuyucuda (Rayto, RT2100C,Kore) 570 nm’de

Olciilmiistiir.

3.3.7.2 Taramah elekron mikroskobu (SEM) analizi

Doku iskelelerinin iizerinde L929 fare fibroblast hiicrelerinin morfolojilerini gézlemek
icin SEM analizi gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiiriiniin 5. giiniinde doku iskeleleri
DPBS ile yikanmis ve oda sicakliginda 30 dakika % 2.5 gluteraldehit ile inkiibe
edilmistir. Bu islemden sonra hiicreler DPBS ile 2 kez yikanmis ve her biri 15 dk
siiresince etanol serilerinde (% 30, % 50, % 70, % 90, % 100) kademeli olarak dehidre
edilmistir.  Sonrasinda tiim  Ornekler sivimin  igerisinde  kalacak  sekilde
hekzametildisilazan igerisinde 5 dk bekletilmistir. Doku iskelelerinin tiizerinden
hekzametildisilazan tamamen uzaklastirilarak 1 gece kurumaya birakilmistir. Doku
iskeleleri altin-palladyum (Au-Pd) ile kaplanarak SEM analizi (Quanta 400F, USA)
gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez caligmasi kapsaminda siiperkritik CO;, (SKCO,) ve partikiil uzaklastirma yontemi
birarada kullanilarak biyobozunur polimer temelli ve grafen oksit katkili nanokompozit
doku iskelelerinin iiretimi ve karakterizasyonu hedeflenmistir. Bunun igin
polimer /tuz /¢6ziicti tiglii bilesiminden SKCO, destekli faz ayrimi ile ¢6ziicli ayrilmas,
ardindan porojen gorevi goren tuzun yapidan uzaklastirilmasi ile ii¢ boyutlu ve
gozenekli doku iskeleleri elde edilmistir. Doku iskelelerinin morfolojik ve kimyasal
yapilart ile termal 6zellikleri uygun teknikler ile analiz edilmistir. Elde edilen doku
iskelelerinde hiicre davranisinin incelenmesi amaciyla L-929 fare fibroblast hiicreleri ile
hiicre kiiltlirii ¢alismalar yiirtitiilmiistiir. Bu boliimde yapilan deneysel ¢aligmalarla ile

ilgili sonuclar verilmis ve literatiirde yer alan bilgilerle karsilastirilmistir.

4.1 Siiperkritik Akiskan Ortaminda Faz Ayrimi ve Partikiill Uzaklastirma ile
Polimerik Doku Iskelelerinin Uretimi

Tez c¢alismasi kapsaminda poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve polikaprolakton
(PCL) polimerleri kullanilarak siiperkritik CO, ortaminda ii¢ boyutlu gézenekli doku
iskelelerinin iretimi hedeflenmistir. Doku iskelelerinde homojen gozenek boyutu ve
dagilimin saglanabilmesi i¢in skCO; faz ayrimi yontemi ve partikiil uzaklastirma

yontemi birarada uygulanmaigstir.

Siiperkritik CO, (SKCO,) ile faz ayrimi yonteminin temelinde ¢oziicii-anti ¢oziicl
etkilesimi sonucu gerceklesen faz ayrimi bulunmaktadir. Burada anti ¢oziicli polimeri
¢ozmeyen fakat polimerlerin ¢oziiciisii olan bircok organik ¢dziicliye afinitesi olan
skCO’tir. Faz ayrimindan sonra olusan polimerce zengin fazin katilasip, ¢oziiciiniin
uzaklastirilmasiyla gézenekli doku iskeleleri olusmaktadir (Reverchon ve Cardea 2012).
SkCO, uygulamasi konvansiyonel yontemlere gore daha kisa proses siirelerinde
gerceklesmekte ve ¢oziiclilerin yapidan tamamen uzaklagmasi saglanmaktadir (Yildirim
vd. 2018). Tez galismast kapsaminda Oncelikle biyobozunur ve biyouyumlu yapisi ile
doku mithendisligi uygulamalarinda 6n plana ¢ikmis olan PLGA (85:15) polimeri ile

deneysel ¢alismalar yiiriitilmiistiir. Bu ¢aligmalarda ¢6ziicii olarak diklorometan (DCM)
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kullanilmis ve mikrog6zenekliligin arttirilmasi amaciyla porojen olarak NaCl partikiiller
polimer ¢ozeltisine ilave edilmistir. DCM ile anti ¢oziiclii olarak gdrev alan skCO;
arasinda gerceklesen faz ayrimi sonunda ¢oziiciinlin uzaklastirilmasiyla doku iskeleleri
elde edilmistir. Ancak, ii¢ boyutlu makroskopik yapinin korunmadigi goriilmiis,
yapidaki kirilmalar ve kopmalar nedeniyle doku iskelelerini teflon kaliplardan ¢ikarmak

miimkiin olmamustir.

Literatiirde stiperkritik karbondioksit prosesi ile gaz kopiiklestirme yontemi kullanilarak
gozenekli yapida PLGA doku iskelelerinin elde edildigi ¢aligmalar bulunmaktadir (Tai
vd. 2007, Yang vd. 2010, Mav vd. 2011). Bu proseslerde amorf PLGA zincirleri arasina
rahatlikla difiizlenen CO; plastiklestirici etkisi yapmaktadir. CO; difiizyonu polimerin
reolojik oOzelliklerini degistirmekte, zincirler arasina difiizlenen gaz baloncuklarinin
aniden ortamdan uzaklastirilmasi1 ile gozenekli yapilarin elde edilmesi miimkiin
olmaktadir. Ne var ki, elde edilen gézenek boyutunu ve yapisini kontrol etmek oldukga

zordur (Tai vd. 2007).

Sicaklik, basing gibi sistem parametrelerinin yani sira LA/GA oran1 da gozenekliligi ve
gozenek boyutunu etkileyen dnemli bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tai vd.
(2007) tarafindan yapilan calismalarda, basing ve diflizyon siireleri arttirildiginda
niikleasyon yogunlugunun arttig1 buna bagh olarak daha kii¢iik gézenekler elde edildigi
sonucuna varitlmistir. Sicaklik yilikseldiginde ise CO; diflizyon hizinin artmasina bagli
olarak daha biiyiik gozeneklere sahip yapilar elde edilmistir. Glikolik asit miktarinin

artmastyla gézenek ¢apinda azalma oldugu bulunmustur.

Tez calismasi kapsaminda siiperkritik CO; sistem parametrelerinin ve LA/GA oraninin
PLGA doku iskeleleri iizerindeki etkilerini azaltmak amaciyla, gaz kopiiklestirme
yontemi yerine faz ayrimi yonteminin uygulanmasi ongoriilmiistiir. Ne var ki, elde
edilen doku iskelelerinin kirllgan yapilar1 manipiilasyonlarint = giiclestirmis ve

caligmalara devam edilememistir.

Tez galismasi kapsaminda kullanilan diger polimer polikaprolakton (PCL) dur. PCL,

hidrofobik ve yar1 kristalin bir polimerdir. Kristalinitesi molekdil agirliginin artmasiyla
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birlikte azalma egilimi gosterir. PCL’ nin ¢ozlintirligii ve diisiik erime noktasi (59-64
°C) biyomedikal alanda genis kullanim alanina sahip olmasini saglamistir (Woodruff
vd. 2010). PCL; doku gelisimi i¢in yeterli mekanik destek saglayabilmekte ve doku
onarildiktan sonra higbir toksik 6zellik gostermeden bozunabilmektedir. Kemik,
kikirdak, deri, kalp ve sinir doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir
(Mondal vd. 2016). Literatiirde PCL ile ilgili yapilan ¢aligmalarda biyoaktivitesinin
arttirilmasi amaciyla biyolojik stimiilasyonu saglayan biyoaktif molekiillerin PCL
yapisina eklendigi goriilmektedir (Giirbiiz vd. 2016). PCL ile elektroegirme yontemi
kullanilarak fiber seklinde, diger klasik doku iskelesi iiretim yontemleri (¢oziicli dokiim-
parcacik uzaklastirma, gaz kopiiklestirme, faz ayirma) kullanilarak 3-B yapida doku
iskeleleri elde edilmektedir (Mondal vd. 2016).

Sultana ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmak iizere polikaprolakton polimeri ve 1-4 dioksan ¢oziiciisii
ile termal yolla gerceklesen faz ayrimi yonteminden yararlanilarak doku iskeleleri elde
edilmistir (Sultana ve Khan 2013). Madde aligverisini saglayacak yeterlilikte
gozeneklilik (>% 70) ve mikron boyutunda gdzenek boyutu ile yapinin mekanik
ozelliklerini belirleyen sikistirma modiilii malzeme ve islem parametreleri optimize

edilerek ayarlanmistir.

Salerno ve grubu tarafindan yiiriitiilen bir diger calismada ise, kemik rejenerasyonunu
saglamak amaciyla skCO; ile gaz kopiiklestirme yontemiyle PCL doku iskeleleri elde
edilmistir (Salerno vd. 2010). Doku iskelelerinin gozenekliliginin kontrolii SkCO,’in
sicaklig1 ve basinci ayarlanarak yapiya difiizyonu sirasinda gerceklesen siiperdoygunluk
durumundaki ¢ekirdeklenmeyle saglanmistir. Sicaklik ve basing degerlerinin optimize

edilmesiyle doku iskelelerinin mikro yapisi da 6nemli dl¢iide etkilenmistir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda PCL doku iskeleleri skCO, destekli faz ayirma ve partikiil
uzaklastirma yontemlerinin birarada kullanilmasiyla elde edilmistir. Kullanilan
¢oziciiler 1-4 dioksan, 1,1,1,3,3,3 hekzafloroizopropanol (HFIP), diklorometan (DCM)
ve etil laktat (EL)’dir (Cizelge 4.1). Coziciiler segilirken PCL’nin Hildebrand

coziinlirliik parametresinin ¢oziiciilerin -~ Hildebrand parametresine yakin olmasina
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dikkat edilmistir. Literatiirden bu parametreler PCL: 19.7 (MPa)*?, DCM: 19.8
(MPa)'?, EL: 21.3 (MPa)'?, 1-4 dioksan: 19.0 (MPa)"? ve HFIP: 19.3 (MPa)"? olarak
bulunmustur (Barton, 2017). Oncelikle PCL’nin belirlenen ¢éziiciilerde % 15(w/w)’lik
derisimde ¢ozeltileri hazirlanmistir. Ardindan mikrogézeneklerin olusumunu saglamak
icin sodyum kloriir (NaCl) partikiilleri eklenmistir. Polimer/NaCl/¢6ziicii homojen bir
karisim olusturdugunda Boliim 3.2.1.1°deki islemlerden sonra doku iskeleleri elde
edilmistir. Elde edilen doku iskeleleri i¢in ¢izelge 3.2°de belirtilen parametreler
uygulanip doku iskelelerinin 3-B yap1 ile morfolojik ve kimyasal yapilar
karsilastirilmistir. SkCO; diflizyon ve ¢oziicli uzaklastirma siiresinin 150 dk, skCO, akis
hizinin 5g/dk, uygulanan sicakligin 35 °C ve uygulanan basincin 165 bar olarak
belirlenmesi ile hiicre iiremesi, besin girisi ve atik maddelerin ¢ikisina olanak saglayan
morfolojik (gozeneklilik, gdzenek boyutu) oOzelliklere sahip, doku miihendisligine

uygun yapilarin elde edildigi sonucuna varilmaistir.

Cizelge 4.1 Deneysel ¢alismalar sirasinda kullanilan ¢oziiciilerin 6zellikleri

Coziicii Kimyasal Formiil Ozellik Kaynama
Noktalar1 (K)
Diklorometan ClI Apolar aprotik | 312.8
C
ClI” =H
H
1-4 Dioksan Polar protik 374.5

.

Etil Laktat ®) Polar protik 427.0
H
SC\HKOACHg
OH
HFIP OH Polar protik 332.0
F\)\/F
VA A
F FF F
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Tez calismasi sirasinda ¢oziicli olarak 1-4 dioksan kullanildiginda (Sekil 4.1) ¢oziicli
belirlenen 1limli skCO; kosullarda uzaklastirilmig ancak SEM goriintiilerinde doku
miihendisligi uygulamalari icin istenilen gézenek yapisina sahip olmadigi goriilmiistiir

(Sekil 4.1c).

Sekil 4.1 1-4 dioksanla ¢oziiclisiiyle elde edilen PCL doku iskelelerinin makroskopik
goriintlisii ve SEM goriintiileri

a. 3-B yapy, b. Yiizey, c. Kesit

Tez caligmast kapsaminda diklorometan ¢oziicii olarak kullanildiginda ve belirlenen
(Sekil 4.2) siiperkritik iglem parametreleri uygulandiginda ¢6ziiciiniin uzaklastigi ve
SEM goriintiilerinden istenilen gozenek yapisina sahip oldugu sonucuna varilmstir.
Yapinin kesit goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.2.b) goézenekli yapinin olustugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.2 DCM c¢oziiciisiiyle elde edilen PCL doku iskelesinin makroskopik goriintii ve
SEM kesit goriintiisii

a. 3-B yap1, b. 500um’de 200% biiyiitmede SEM goriintiisii

Literatiirde, 1-4 dioksan ve DCM c¢oziiciilleri kullanilarak poli-L-laktik asit doku
iskeleleri stiperkritik CO, destekli faz ayrimi yontemiyle elde edilmistir (Deng vd
2013). Yapilan c¢aligmalarda farkli ¢oziiclilerle hazirlanan doku iskelelerinin kesit
goriintiileri incelendiginde elde edilen yapilarin giiclii bir sekilde kullanilan ¢6ziiciiniin
tiriine baglt oldugu goriilmiistiir. Sadece DCM ¢oziiclisliyle hazirlanan o6rneklerin
taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiilerinde gozenek boyutu 10pm-50pm
arasinda olan mikrog6zenek yapisi dikkat ¢ekerken, 1-4 dioksan ¢oziiciisiiyle hazirlanan
orneklerde DCM ile hazirlanan 6rneklerde goriilmeyen homojen nanofibroz ag yapist
dikkat ¢ekmektedir. 1-4 dioksan/DCM ¢oziicii sistemiyle elde edilen doku iskelelerinin
de homojen mikro yapida gozenekli ve i¢ gdzenek yapisi piiriizlii yapilar elde edilmistir
(Deng vd. 2013).

Tez calismast kapsaminda uygulanan yontemde gozenekli doku iskelelerinin olusma
mekanizmasi iki basamakta gerceklesmektedir. Polimer / tuz / ¢oziicii bilesimi skCO;
ortama alindiginda, polimerin organik ¢oziiciisii skCO; tarafindan ekstrakte edilmekte
ve polimer i¢in bir konsantrasyon gradyeni meydana gelmektedir. Sonrasinda skCO;
ornek icerisine diflizlenerek faz ayrimini tetiklemekte ve polimerce zengin bir fazin
olugsmasini saglamaktadir. skCO,’in doku iskelesinden uzaklasmasiyla organik ¢oziicii

ekstrakte edilmektedir. skCO,’in siirekli olarak sistemden gecirilmesi ile tamamen kuru
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doku iskeleleri elde edilir. Bu proses {iiglii bir karisimdaki (¢oziicli, anti-¢oziicii,
polimer) etkilesimleri icermekte ve olusan yapinin morfolojik 6zellikleri sivi-sivi faz ve
sivi-kat1 faz arasindaki etkilesimlere bagli olarak degisim gostermektedir. Bununla
birlikte ii¢ boyutlu yapi icerisinde olusan gozeneklilik bir porojen eklenmesiyle
etkilenmektedir. Porojen eklenmesi, polimerce fakir fazda heterojen ¢ekirdeklenmeler
ve sonucta kiigiik boyutta gozeneklerin yapiya eklenmesine neden olabilir. Aym
zamanda porojenin bulunmasi1 ¢ozelti viskozitesini arttiracagindan faz ayrimi siiresi

uzamakta bunun sonucunda daha biiyiik gézenekler elde edilebilmektedir.

Tez ¢alismasi kapsaminda ¢oziicii olarak kullanilan diklorometanin skCO; igerisindeki
¢ozinlrligli 1-4 dioksana gore daha yiiksektir (Deng vd. 2013, Girard vd 2016,).
Kullanilan ¢oziiciiniin skCO;’e afinitesinin yliksek olmasi ilimli siiperkritik kosullarda

faz ayrimini ve gdzenekli polimer yapilarin olusmasini desteklemistir.

Tez galigmasinda HFIP ¢oziicli olarak kullanildigi durumda siiperkritik iglem sonrasi
doku iskelesinden ¢oziiciiniin uzaklasmadigi goriilmiistir. Literatiirde yapilan
calismalar incelendiginde, HFIP kullanilarak gerceklestirilen calismalarda, HFIP nin
yiiksek buhar basinci (158 mmHg) bir dezavantaj olarak degerlendirilmistir (Duarte vd
2011). Duarte vd tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada kitosan, HFIP igerisinde
coziilerek skCO; kosullarda faz ayrimi ile doku iskelesi iiretimi hedeflenmistir.
Aragtirmacilar tarafindan elde edilen sonuglar HFIP’nin hizla yapidan buharlagmasi
sonucu, skCOy’in yapiya difiizlenmesi gergeklesmeden, c¢oziicliniin  yapidan
uzaklasmast ve kalin bir gbdzeneksiz tabakanin olusumudur. Tez c¢alismasinda
gerceklestirilen  deneylerde ise  belirlenen  skCO;  kosullarinda ~ HFIP’nin
uzaklagtirilamadigr goriilmiis, tamamen kuru doku iskelesi elde edilememistir. Bu
durumun polimer /tuz /¢oziicli liglii karistmindaki etkilesimler ve NaCl’nin porojen
olarak yapiya eklenmesiyle HFIP’nin yapidan uzaklastirilamamast sonucunda oldugu

distintilmiistiir.

Calisma kapsaminda kullanilan ve laktat ester sinifindan olan EL, diisiik toksisiteye
sahip olmasi, teratojenik olmamasi ve potansiyel saglik riski tagitmamasi nedeniyle

alternatif ¢oziicii olarak biyomedikal alanda 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica SkCO,’e olan
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yiiksek afinitesi onu daha cazip hale getirmektedir. Bununla birlikte DCM gibi
geleneksel organik c¢oziiclilerin  aksine biyobozunur yapidadir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda EL kullanilarak hazirlanan doku iskelesinin kesit goriintiilerinden (Sekil
4.3.b) gozenekli yapinin olustugu agik¢a goriilmektedir. Ortalama gézenek ¢api: 219.2 +
89.66 um’dir (Sekil 4.3.b).
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Sekil 4.3 EL ¢oziiclisliyle hazirlanan PCL doku iskelelerinin makroskopik goriintiisii ve
SEM goriintiileri

a. 3-B yapy, b. kesit, c. ylizey

EL ¢oziiciisliniin yesil ¢oziicli ve biyobozunur olmasi gibi 6zelliklerinin yani sira ucuz
ve kolay elde edilebilir olmasi da avantajlar1 arasinda sayilmaktadir (Paul vd. 2016).
Bununla birlikte yiiksek kaynama noktasi (154 °C) ve buhar basinci (2 mmHg (20 °C))
nedeniyle, oda kosullarinda polimerik yapilardan uzaklastirilmasi miimkiin degildir
(Yildirim vd. 2018). Bu dezavantajin ortadan kaldirilmasi amaciyla, tez ¢alismasinda
EL’nin yapidan uzaklastirilmast skCO, ortaminda gergeklestirilmistir. Literatiir

arastirmalarinda EL ¢oOziictisii  ile polilaktik asit (PLA) doku iskelelerinin
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hazirlanmasinda nanofibréz yapi elde etmek i¢in termal faz ayrimi ve skCO, kurutma
teknigini bir arada kullanilmistir (Salerno vd. 2015). SEM goriintiileri incelendiginde
birbiriyle i¢sel baglantili nanofibroz yapida doku iskeleleri elde edildigi goriilmiistiir.
Tez caligmast kapsaminda skCO; ile hazirlanan doku iskelesi ile oda kosullarinda
¢oOziicli dokiim-parcacik uzaklastirma yontemiyle hazirlanan doku iskelesinin FTIR-
ATR spektrumlar1 karsilagtirilmistir (Sekil 4.4). Sekil 4.4 incelendiginde EL ¢oziiciisii
ile 4 giin boyunca oda sicakliginda ¢6ziicliniin uzaklastirilmasi ile elde edilen doku
iskelesinin spektrumunda EL’nin karakteristik piki olan 3600-3200 cm? ‘deki O-H
gerilmesi piki gortiilmektedir. Bu pikin skCO; ile hazirlanan doku iskelesinin yapisinda
bulunmamast  skCO,  yoOntemiyle ¢Ozliciiniin  tamamen  uzaklastirildigini

desteklemektedir.
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Sekil 4.4.a. Etil laktat ¢oziiciisi, b. ¢ozici dokim ile hazirlannmis doku iskelesi,
c. siiperkritik islemle elde edilmis doku iskelesinin FTIR-ATR spektroskopisi

Salerno vd. (2014) yilinda yaptiklart ¢alismada, PCL ve PLA polimerleriyle kati-hal
koptliklenme yontemi kullanilarak doku iskeleleri elde etmislerdir. Calismada etil laktat

diger organik toksik coziiciilere alternatif olarak kullanilmistir. Etil laktat, potansiyel
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saglik riski tagimadigi onaylandigindan biyobozunur polyesterler i¢in plastiklestirici
olarak sec¢ilmistir. SkCO,-etil laktat ikili karigimi sadece skCO, kullanilan durumla
karsilastirildiginda daha biiylik gézeneklerin ve daha diisiik gozenek yogunlugunun
olustugu goriilmiistiir. Etil laktatin skCO;’e karistmiin PCL kopiiklenmesi igin gerekli

mikro/nano yapiy1 sagladigini gézlemlemislerdir.

Salerno vd. (2014) yilinda yaptiklar1 bir diger c¢aligmada ise, doku miihendisligi
uygulamalarinda doku iskelesi olarak kullanilmak iizere mikro gozenekli fibr6z PLA
aerojelleri termal yolla gerceklesen faz ayrimi yontemiyle hazirlanmistir. Calismasa
skCOy-etil laktat ikili karisimi kullanlmistir. Kontrollii morfoloji ve gdzenek yapisinin

saglandigini gézlemlemislerdir.

Tez c¢aligmasinda kullanilan tiim ¢oziiciiler karsilastirildiginda gbézenek boyutu ve
gozeneklilik acisindan EL ve DCM ¢dziiciileri ile ¢alismalara devam edilmesine karar

verilmigtir.

4.2 Grafen Oksit Katkili PCL Doku Iskelelerinin skCO, Ortamda Faz Ayrimi ve
Partikiil Uzaklastirma Yontemi ile Elde Edilmesi

Grafen oksit (GO); yiiksek yiizey alani ve hidrofilik yapidaki fonksiyonel gruplar
nedeniyle son yillarda biyotip alaninda yapilan arastirmalarda ilgi c¢ekmektedir.
Kuvvetli adsorpsiyon kapasitesi, hiicre tiremesi ve farklilagmasinda etkin olan
molekiillerin grafen oksit yiizeyinde zenginlesmesini saglamaktadir (Noh vd. 2017). Bu
ozelliklerinden dolay:r grafen oksit katkili yapilarim hiicre yapismasi, iliremesi ve

farklilasmasinda etkin rol oynayacagi diisiintilmiistiir.

GO katkili yapilar elde edilirken 6ncelikle GO’ nun sonikasyonla tabakalarina ayrilmasi
saglanmistir. GO; DCM ve EL’de dagitilarak sonikasyon islemiyle tabakalarina
ayrilmasi saglanip polimer c¢ozeltisine karistirilmistir. Bu islemin ardindan Bdélim
3.2.1.1°deki islemler gerceklestirilmistir. Sekil 4.5°de EL ve DCM c¢oziiciileriyle

hazirlanan PCL-GO nanokompozit doku iskelelerinin sematik gosterimi verilmistir.
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D DCM PCL-DCM ¢ozeltisi icinde GO’nun homojen olmayan dagilimi
EL

NacCl

Teflon kalip

Grafen oksit (GO)

DCM/PCL-GO @ EL/PCL-GO

Superkritik karbondioksit proses

Sekil 4.5 EL ve DCM ¢oziiciileriyle hazirlanan PCL-GO nanokompozit doku
iskelelerinin elde edilmesi

GO’nun tabakalarina ayrilmasi amaciyla gerceklestirilen sonikasyon isleminde GO’nun
DCM c¢oziiciisiinde homojen olarak dagilmadigi, tabakalarin koagiile olarak c¢ozelti
karisiminda kaldigir gézlenmistir (Sekil 4.6). DCM, PCL i¢in iyi bir ¢oziicii olmasina
karsin, hidrofobik ozellikte olmasi, yapisindaki OH gruplari nedeniyle hidrofilik

karaktere sahip olan GO tabakalarinin koagule olmasina neden olmustur.
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Sekil 4.6 DCM ¢oziiciisii iginde sonikasyon islemi gergeklestirilen PCL-GO kompozit
doku iskelelerinin makroskopik goriintiisii

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda PCL/GO nanokompozit yapilarin
hazirlanmasinda EL ¢6ziiciisii ile devam edilmesine karar verilmistir. Etil laktatin polar
protik 6zelligi hidrofilik GO nanotabakalarinin polimer ¢o6zeltisi igerisinde kolaylikla
dagilmasini saglamistir. EL’1n ¢6ziicii olarak kullanildigr durumda hazirlanan PCL-GO
nanokompozit doku iskelelerinde GO tabakalarinin homojen olarak yap1 igerisinde

dagildigr gorilmiistiir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 SK-CO, ortamda faz ayrimi / partikiill uzaklastirma sonrasinda, EL
¢oziictisiiyle hazirlanan PCL ve PCL-GO doku iskelelerinin makroskopik
gorlntiileri

a. PCL-EL, b. PCL-EL-% 1GO, c. PCL-EL-% 3GO

Grafen oksidin EL c¢oziiclisii icerisinde dagitilmasi ile elde edilen tabakalara ait

gecirimli elektron mikroskobu TEM goriintiileri sekil 4.8°de sunulmustur.
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Sekil 4.8 Grafen oksidin: a. 100nm, b. 500 nm’de alinan TEM goriintiileri

TEM goriintiileri incelendiginde birka¢ katman halinde grafen oksidin tabakalar1 dikkat
cekmektedir. Bunun sonucunda grafen oksidin ultrasonik banyoda EL ile sonikasyon
sonrasinda tabakalarina ayrilmasi isleminin verimli bir sekilde gerceklestigi

diistiniilmektedir.

43 PCL ve Grafen Oksit Katkih PCL Nanokompozit Doku Iskelelerinin
Karakterizasyonu

skCO; destekli faz ayrimi ve partikiil uzaklastirma yontemlerinin birarada kullanilmasi
ile PCL /EL /NaCl ve PCL -GO / EL /NaCl bilesimlerinden hazirlanan ti¢ boyutlu doku
iskelelerinin  karakterizasyonu amaciyla SEM, FTIR-ATR, XRD ve Raman

spektroskopisi analizleri gerceklestirilmistir.

Bu boliimde analizlerden elde edilen bulgular agiklanmistir.

4.3.1 Taramal elektron mikroskobu (SEM) ile morfolojik yapinin belirlenmesi

Morfolojik yapiin ve gozenek boyutlarinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen SEM

analizlerinden elde edilen sonuglar sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9 EL c¢oziciisiiyle ile hazirlanan PCL, PCL-% 1GO ve PCL-% 3GO
nanokompozit doku iskelesinin SEM goriintiileri

a. PCL, b. PCL-% 1GO, c. PCL-% 3GO

SEM goriintiileri incelendiginde, PCL-% 1GO doku iskelelerinde gézenekli yapinin
olustugu, yiizeyde karsilasilan gozeneksiz tabakanin PCL doku iskelelerine gore daha az
oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.9.b). Ortalama gozenek ¢ap1 280.15 + 34.4 um

olarak hesaplanmustir.
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Grafen oksit miktarmin arttirilarak % 3 oranina ¢ikarildigr durumda, PCL ve PCL-% 1
GO doku iskelelerinin SEM goriintiilerine benzer olarak gdézenekli yapilarin olustugu
goriilmektedir (Sekil 4.9.c). Ortalama gozenek c¢ap1 267.85 + 26.3 um olarak

hesaplanmustir.

4.3.2 Fourier transform nfrared-attenuated total reflactance (FTIR-ATR)
spektroskopisi ile kimyasal yapinin tayini

Tez kapsaminda hazirlanmis olan PCL ve PCL-GO doku iskelelerinde bulunan
gruplarin belirlenmesi amaciyla FTIR-ATR analizleri yapilmistir. PCL doku iskelesine
ait FTIR-ATR spektrumu sekil 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.10 PCL doku iskelesine ait FTIR-ATR spektrumu

Spektrum incelendiginde PCL’ye ait karakteristik pikler goriilmektedir. Bunlar
sirastyla; 2921 cm™ ve 2867 cm™ dalga sayisinda alifatik C-H gerilmesi, 1721 cm™de
C=0 gerilmesi, 1162 cm™ ve 1470 cm™de ise CH, gruplarina ait egilme ve gerilme

deformasyonlaridir (Phillipson vd. 2014).

GO’nun yapisina ait spektrum sekil 4.11’de verilmistir.
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Sekil 4.11 GO’nun yapisina ait FTIR-ATR spektroskopisi

Grafen okside ait spektrum incelendiginde, 3162 cm™ dalga sayisindaki genis bandin O-
H gerilmesine ait oldugu goriilmektedir. C=0O gerilmesi ve C=C dizlem i¢i

vibrasyonlari sirasityla 1716 cm™ ve 1614 cm™de yer almaktadir (Chu vd. 2014).

Grafen oksitin PCL ¢6zeltisine karistirilmasiyla elde edilen PCL-GO doku iskelesine ait
FTIR-ATR spektrumu sekil 4.12°de sunulmustur.
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Sekil 4.12 PCL-% 3 GO yapiya ait FTIR-ATR spektrumu

Sekil 4.12 incelendiginde, GO katkili PCL doku iskelesinin kimyasal yapisinda hig¢ bir
degisim olmadigi, spektrumdaki tiim piklerin sekil 4.13’de verilmis olan PCL
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spektrumundan elde edilen pikler ile ayn1 dalga sayisinda oldugu gortilmektedir. FTIR
spektrumlarindan elde edilen bu sonug, GO yapisinin PCL igerisinde yalnizca fiziksel
karisim yoluyla dagildigini ve PCL ile GO arasinda bir kimyasal etkilesim olusmadigini
gostermektedir (Shen vd. 2015). Literatiirde Depan ve grubu tarafindan yiiriitiilen bir
calismada grafen oksit kitosan yapisina karistirilarak kompozit doku iskeleleri elde
edilmistir. Yapilan FTIR analizlerinde kitosanin amin gruplari ile GO yapisinda bulunan
karboksil gruplarmin kimyasal olarak etkileserek bag yaptiklar1 sonucuna varilmistir
(Depan vd. 2011). Tez c¢alismast kapsaminda kullanilan PCL yapisinda GO ile
etkilesecek aktif fonksiyonel grup olmadigi i¢in kimyasal bag olusmamakta bu nedenle

FTIR-ATR spektrumlarinda degisim gézlenmemektedir.

4.3.3 X-Ismlar: Kirinnmi (XRD) Analizi

Polikaprolakton, grafen oksit ve polikaprolakton/grafen oksit doku iskelelerinin Kristal
yapilarini belirlemek amaciyla XRD analizi gergeklestirilmistir. PCL, GO ve PCL-GO
nanokompozitinin XRD spektrumu sekil 4.14’de verilmistir. GO kristal yapisindaki
(001) diizlemine ait pik 11.3°°de goriilmektedir (Sekil 4.13.a). PCL’a ait spektrum
incelendiginde, PCL’nun ortorombik kristal yapisina ait (110) ve (200) diizlemindeki
kirmimlar sirasiyla 20=21.3° ve 23.7°’de gozlenmistir. Grafen oksidin eklenmesi
PCL’nin 21.3° pikinde azalmaya neden olmustur. GO’nun PCL’ye eklenmesinin

kristaliniteyi onemsiz 6l¢iide azalttig1 sonucuna varilabilir (Y1ldirim vd. 2018).
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Sekil 4.13 a. GO, b. PCL, PCL-% 1GO ve PCL-% 3GO’nun XRD spektrumlar1
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4.3.4 Raman Spektroskopisi Analizi

Grafen oksidin polikaprolaktonun yapisina katilip katilmadigini belirlemek amaciyla
Raman spektroskopisi analizi yapilmistir. GO’nun Raman spektrumunda karakteristik
pik olan 1347 cm™ D bandini; 1586 cm™ piki de G bandini temsil etmektedir. D bandi;
Ayq simetrisindeki fotonlarin durumundan dolay1, G bandiysa sp? hibritlesmesine sahip

C-C bagimin Eyg fononunun gerilmesinden dolay: olusmaktadir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14.a. GO, b.PCL, c. PCL-% 1GO, d. PCL-% 3GO’ya ait raman spektrumlari

D bandinin G bandina olan siddet orani Ip /lg tipik GO yapisina uygun sekilde 0.94
olarak hesaplanmistir (Liao vd. 2011). PCL ‘nin spektrumunda ise karakteristik
piklerden 2921 cm™ C-H gerilme titresimini; 1726 cm™ piki de C=0 gerilme titresimini
temsil etmektedir (Sayyar 2013). 1421 cm™de bulunan pik C-H egilme titresimlerine
aittir. Sallanma titresimleri ise, 1309 cm™ ve 1110 cm™*de bulunan pikler ile karakterize

edilmektedir (Sayyar vd. 2013). PCL-GO spektumu incelendiginde PCL’nin
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karakteristik pikleriyle GO’nun D ve G bandi goriilmektedir (Sekil 4.14). Buradan
GO’nun PCL-GO nanokompozitinin yapisina katildigt sdylenebilir. PCL’nin
karakteristik piki 2930 cm™ siddetinin GO derisiminin artmasiyla azaldig

gorilmektedir.

4.3.5 Diferansiyel Taramalh Kalorimetri (DSC) Analizi

PCL-GO nanokompozitinin termal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla DSC analizi
gerceklestirilmistir. Sekil 4.15°de verilen DSC grafigi incelendiginde; PCL yapisina
GO’nun eklenmesinin kompozitin erime noktasinda onemli bir degisim olmadigi
goriilmiistiir (PCL: 59.1 °C, PCL-% 3GO: 60.78 °C). Bununla birlikte, PCL i¢in 23.64
°C olan kristalizasyon sicaklig1 yapiya katilan grafen oksidin etkisiyle PCL-% 3GO
nanokompozit yapist i¢in GO’in ¢ekirdeklenme etkisine bagli olarak 31.14 °C’ye
yiikselmistir (Sayyar vd. 2013).
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Sekil 4.15 PCL ve PCL-% 3GO doku iskeleleri igin DSC egrileri
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4.3.6 Hiicre kiiltiirii calismalar:

PCL ve PCL/GO nanokompozit doku iskelelerinin biyouyumlulugu L[-929 fare
fibroblastlar1  kullanilarak arastirilmistir.  Biyolojik cevaplar MTT analizi ile
incelenmistir (Shen vd. 2015). Absorbans degerindeki artis dogrudan kiiltlir periyodu

boyunca tiim doku iskelelerinde artan hiicre sayisiyla ilgilidir.

GO’nun biyouyumlulugu iizerinde literatiirde halen celiskili sonuglar bulunmakla
birlikte, GO’in toksisitesinin derisim ve agregasyona bagl olarak degistigi bildirilmistir
(Kim vd. 2013). Literatiirde GO’nun hiicreler igin toksik 6zelligini arastiran ¢alismada
(Dinescu vd. 2014) kemik doku miihendisliginde kitosan / GO kompozit doku iskeleleri
tizerinde hiicre kiiltiiri ¢alismalart yiiriitmiislerdir. Kitosan ve kitosan/GO doku
iskelelerine ekilen hiicrelerin metabolik olarak aktif kaldiklarim1 ve kiiltiiriin 7 gilinii
boyunca ¢ogaldiklarin1 gézlemlemislerdir. Ayrica kiiltiiriin 2. gilinlinden sonra kitosan /
% 0.5GO ve kitosan / % 3GO doku iskelelerindeki hiicrelerin sadece kitosan doku
iskelesine oranla daha yiliksek hiicre canlilifi ve c¢ogalma hiz1 gosterdiklerini
gozlemlemislerdir. Bu durumdan GO’nun hiicrelerde toksik 6zellik gdstermesinin
aksine hiicrelerin metabolik aktivitesi ve ¢ogalmasini gelistirdigi sonucuna varmislardir.
Liao ve grubu tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada grafen ve grafen oksidin hemolitik
aktivitesi ve fibroblastik hiicrelerin canliligi iizerine etkileri arastirilmistir.
Arastirmacilar tarafindan elde edilen sonuglar, grafen oksidin hemolitik aktivitesinin
yiiksek oldugunu bununla birlikte yogun sikistirilmis grafen tabakalarinin az yogun
grafen oksit tabakalarina oranla fibroblast hiicreleri iizerindeki toksisitesinin daha

yiiksek oldugunu géstermistir (Liao vd. 2011).

Horvath ve arkadaglar yaptiklar1 aragtirmada grafen ve tiirevlerinin akciger hiicreleleri
tizerindeki toksisitesini incelemislerdir. Grafen oksidin toksik davranisini ‘hafif
sitotoksik’ olarak tanimlamislar ve karbon nanotiiplere oranla epitel hiicreler ve
makrofajlar iizerinde daha az toksik etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir (Horvath vd.

2013).
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Grafen ve grafen oksidin deri keratinosit hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin
incelendigi diger bir ¢alismada, birkac tabakali grafen yapisinin grafen oksit yapilara
oranla en az toksik gosterdigi sonucuna varilmistir. Oksidasyon derecesi yiiksek olan
grafen oksit yapilarin mitokondri ve plazma membraninda en fazla oranda hasara yol

act1g1 bulunmustur (Pelin vd. 2016).

Grafen oksit yapisinda bulunan ve oksijen igeren gruplarin yiiksek adsorpsiyon
kapasitesine sahip olmasi grafen oksidi biyolojik uygulamalar i¢in c¢ekici hale
getirmektedir (Bressan vd. 2014). Grafen oksidin kok hiicrelerin farklilasmasini
etkileyen protein molekiilleri i¢in bir platform olusturdugu bildirilmistir (Song vd.

2015).

Fare kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ile yiiriitiilen bir ¢alisjmada PCL/GO
biyokompozit nanofiberler iizerindeki hiicre yapismasinin ve yayimasinin saf PCL
yapilardakine oranla iistiin bir artig gosterdigi ve hiicrelerin osteoblastik farklilagsmasini

tetikledigi bulunmustur (Song vd. 2015).

Tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen calismalarda, L-929 fare fibroblastlar1 ile
yuriitiilen deneylerde, tiim doku iskelelerinin (PCL, PCL-% 1GO ve PCL-% 3GO)

hiicre yapismasi ve tiremesini destekledigi sonucuna varilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16.a.5 giinliikk hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sonunda EL ¢o6ziciisii kullanilarak
hazirlanan PCL, PCL-% 1GO ve PCL-% 3GO doku iskelelerinin MTT
sonuclari, b. PCL, 500%, c. PCL, 5000%, d. PCL-% 1GO, 500x, e. PCL-%
1GO, 5000x, f. PCL-% 3GO, 500x, g. PCL-% 3GO, 5000x
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MTT analizlerinden elde edilen bu sonug, % 1 ve % 3 (w/v) oranlarinda PCL yapisina
eklenen GO yapisinin toksik etkiye neden olmadigmi acikca gdstermektedir. Hiicre
tiremesinde istatistiksel olarak farkli bulunan tek deger 1. giinde PCL-% 1GO doku
iskelelerinden elde edilen degerdir. Doku iskelelerinin hiicre yapismasini destekleyip
desteklemedigi ve hiicrelerin morfolojik yapilarin1 koruyup koruyamadiklarinin
belirlenmesi amaciyla yiiriitilen SEM analizlerine iliskin sonuglar sekil 4.17°de
sunulmustur. PCL ve PCL-GO doku iskeleleri iizerinde 5 giin siireyle kiiltlire edilen L-
929 fibroblastlarinin SEM goriintiileri  incelendiginde, tiim doku iskelelerinde
hiicrelerin fibroblastik morfolojilerini koruduklar1 goriilmiistiir. Bununla birlikte PCL-
GO doku iskeleleri tizerindeki hiicrelerin yayilma davraniginn arttig1 ve GO varliginda
hiicreler ile doku iskeleleri arasinda giiclii bir etkilesim oldugu goriilmektedir. Hiicre
etkilesimi ve yayilmasindaki bu artis artan GO derisimiyle dogru orantilidir (Sekil
4.16).
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5. SONUC

Tez c¢aligmasi kapsaminda uygun gdézenek yapisina sahip polikaprolakton ve
polikaprolakton-grafen oksit doku iskelelerinin skCO, ortaminda clde edilmesi ve
karakterizasyonuyla kemik doku miihendisligi alanindaki kullanimi degerlendirilmistir.
Stiperkritik CO; destekli faz ayirmi yontemi kullanilarak farkli grafen oksit oranlarinda

en uygun proses kosullar1 belirlenmistir.

Bu kisimda tez ¢alismasinda elde edilen sonuclar sunulmustur.

v' skCO; destekli faz ayrimi kullanilarak farkli ¢oziiciilerle (1-4 dioksan, hekza
floro izopropanol (HFIP), diklorometan (DCM) ve etil laktat (EL)) ve farkli
proses kosullarinda (150-165 bar basing, 35 °C-45 °C sicaklik ve 2-2.5 saat
difiizyon/¢oziicii  uzaklastirma siireleri) polikaprolakton doku iskeleleri
hazirlanmistir. Kullanilan c¢oziiciilerden 1-4 dioksan ve HFIP ile istenilen
sonuglar elde edilememistir. DCM ve EL coziiciileri kullanildiginda uygun 3-
boyutlu yap1 ve gozeneklilik ile igsel baglantili gdzenekler elde edilmistir.
Proses kosullarindan 45 °C’nin polimerin camsi gegis sicakligina yakin
olmasindan ve polimerin yapisinda bozulmaya sebep olma durumundan dolay:
optimum deger 35 °C alinmustir. Proses siiresi 2 saat diflizyon-2 saat ¢oziicii
uzaklagtirma olarak belirlenmistir. Ancak literatiirden yapilan birtakim
arastirmalardan sonra 2.5 saat difiizyon-2.5 saat ¢oziicii uzaklastirma siirelerinde
skCO, yapiya daha fazla niifuz ettigi i¢in doku iskelelerinin morfolojik yapilar
acisindan daha uygun oldugu goriilmiistiir.

v' skCO; destekli faz ayrimi kullanilarak polikaprolakton-grafen oksit doku
iskeleleri EL ve DCM c¢oziiciilerinde hazirlanmistir. Grafen oksit miktar
polimer agirliginin % 1 ve % 3’1 kadar alinmistir. Grafen oksit, grafit oksitin
ilgili  ¢oziicide sonikasyonuyla hazirlanmistir.  Sonikasyonda DCM
kullanildiginda grafen oksidin DCM’nin yapisinda dagilmayip koagiile oldugu
gorilmiistiir. Bu yiizden grafen oksit ile komposit doku iskeleleri hazirlanirken

sadece EL ¢oziiciisii kullanilan g¢alismalardan istenilen sonuglar alinmistir.
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Elde edilen polikaprolakton ve polikaprolakton-grafen oksit doku iskelelerinin
kimyasal yap1 analizi Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR-ATR)
ile gergeklestirilmistir. Spektrumlar incelendiginde polikaprolakton-grafen oksit
doku iskelelerinin yapisinda grafen oksit pikine rastlanmamistir. GO katkili PCL
doku iskelesinin kimyasal yapisinda higbir degisim olmadigi, spektrumdaki tim
piklerin PCL spektrumundan elde edilen pikler ile ayni dalga sayisinda oldugu
gorilmistiir. FTIR spektrumlarindan elde edilen bu sonug, GO yapisinin PCL
igerisinde yalnizca fiziksel karisma yoluyla dagildigini ve PCL ile GO arasinda
bir kimyasal reaksiyon olugsmadigini gdstermektedir.

PCL-GO doku iskelelerinin yilizey kimyasmin incelenmesi i¢in Raman
Spektroskopisi analizi yapilmistir. Raman Spektroskopisi analizinde PCL-GO
kompozitinin yapisinda grafen oksidin karakteristik pikleri olan D ve G bantlar
goriilmiistiir. Bunun sonucunda grafen oksidin PCL-GO kompozitinin yapisina
katildig1 dogrulanmustir.

PCL ve PCL-GO doku iskelelerinin morfolojik yapilarinin belirlenmesi
amactyla taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi ger¢eklestirilmistir. SEM
analizinden alinan goriintillerden gozenek ¢ap1 jmicrovision programiyla
hesaplanmis ve doku miihendisligi icin madde giris-cikisina uygun gézenek c¢api
ve gozeneklilige sahip oldugu goriilmiistiir.

Grafen oksidin PCL-GO kompozit yapisinin kristalitesine etkisini belirlemek
amactyla X-Isinlar1 Kirinimi (XRD) analizi gergeklestirilmistir. PCL’ye ait
pikler 21.3° ve 23.7°’de, grafen okside ait karakteristik pik ise 11.3°’de
goriilmektedir. Grafen oksidin eklenmesi PCL’nin 21.3° pikinde azalmaya
neden olmustur. Buradan PCL-GO kompozitinin Kristalitesini azalttig1 sonucu
¢ikarilmistir.

Grafen oksidin sonikasyon sirasinda tabakalarina ayrilip ayrilmadigi gegirimli
elektron mikroskobuyla (TEM) incelenmistir. TEM goriintiileri incelendiginde
birka¢ katman halinde grafen oksidin tabakalar1 dikkat c¢ekmistir. Bunun
sonucunda grafen oksidin ultrasonik banyoda sonikasyon sirasinda tabakalarina
ayrilmasi isleminin verimli bir sekilde gergeklestigi diistiniilmiistiir.

PCL-GO doku iskelelerinin termal Ozelliklerini belirlemek amaciyla

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) analizi yapilmistir. DSC
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termogramindan GO’nun PCL’nin yapisina eklenmesinin kompozitin erime
noktasint degistirmedigi 60°C’ta kaldigr gozlemlenmistir. Grafen oksidin
cekirdeklesme etkisinden dolay1 kristalizasyon sicakligi PCL-GO kompoziti i¢in
artmistir.

Elde edilen doku iskeleleri iizerinde hiicre kiiltiirii caligmalar1 yiriitiiliip, MTT
testi yapilmustir. Belirli giinlerde yapilan 6lgiimler sonucunda hiicrelerin canlilig
incelenmis ve hiicre 6liimii ile yapilarindaki herhangi bir degisim goriimemistir.
Bunun sonucunda grafen oksidin hiicreler iizerinde toksik bir etkiye sahip
olmadig1 sonucuna varilmistir.

Sonug olarak, gergeklestirilen tez ¢aligmasi kapsaminda doku miihendisliginde
kullanilmak iizere polikaprolakton ve polikaprolakton-grafen oksit doku
iskeleleri siiperkritik CO, destekli faz ayrimi yontemiyle elde edilmistir. Faz
ayrimi/partikiil  uzaklagtirma yoOnteminin doku iskelesi hazirlanmasinda

kullanilabilecegi sonucu ¢ikarilmistir.
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