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GELIiSMIiS OZELLIKLERI OLAN SiNiR KILAVUZLARININ 3B
BASIMI

OZET

Amac: Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, periferik sinir yaralanmalarinin tamiri
ve tedavisi i¢in klasik cerrahi yontemlere alternatif olabilecek, gelismis elektrokimyasal

mekanik 6zellikleri olan yapay sinir kilavuzu tasarimi ve tiretimi hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontem: 3B yazic1 ile PLLA polimeri kullanilarak sinir tiipleri
basilmis, jelatin/PEDOT:PSS polimer karisimi kullanilarak elektroegirme ile iiretilen
fibr6z membran PLLA tiipler iizerine sarilmistir. Daha sonra in vitro hiicre ¢alismalari
yapilmistir. Jelatin, hiicre canlilig1 i¢in tercih edilmistir. PEDOT:PSS, elektrik iletken

polimer olarak tercih edilmistir.

Bulgular: 3B basim i¢in optimum mekanik basing 75 PSI, termoplastik baslik
sicaklig1 170°C, birincil tabaka baski hiz1 45 (mm/sn) ve ikinci tabakalar i¢in 7 (mm/sn)
olarak belirlenmistir. Elektroegirme i¢in ideal akis hiz1 500 pl/h, tabla ile siringa arasi
uzaklik 10 cm ve voltaj 20-30 kV olarak segilmistir. PBS iginde bozunma testleri
sonucunda, 24 saatlik capraz baglamanin yeterli olmadigi, ancak 72 saat boyunca ¢apraz
baglanan drneklerde 3 saat sonunda %1’den daha az bozunma oldugu goriilmiistiir. Sinir
tiiplerinde en yiiksek iletkenlik %40 jelatin ve %1 PEDOT:PSS ile olusan yapida

gozlemlenmistir.

Sonug: Fiberlerin homojen morfolojiye sahip oldugu goriilmiis ve yapida boncuk
olusmasi gézlemlenmemistir. Fiberlerin morfolojisi ¢capraz baglanma isleminden sonra
diizgiindiir. 72 saatlik capraz baglama islemi uygun bir bozunma yiizdesi saglamistir.
Sinir doku miihendisliginde ©nemli olan iletkenligi saglamak icin PEDOT:PSS
polimerinin gii¢lii bir aday oldugu gdsterilmistir. Iletkenligi arttirarak daha diisiik
voltajlarda iiretime imkan vermistir. Hiicre yayilimi ve canliligini arttirmistir, PEDOT:

PSS polimerinin %1 orana kadar toksik olmadig1 boylece gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: iletkenlik, jelatin, poli (I-laktik asit), PEDOT:PSS, sinir

doku miihendisligi, sinir tiipii.
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3D PRINTING OF NERVE GUIDES WITH ENHANCED
PROPERTIES

ABSTRACT

Aim: In this master's thesis, it is aimed to design and manufacture an artificial
nerve guide with advanced electrochemical mechanical properties, which can be an
alternative to classical surgical methods for the repair and treatment of peripheral nerve
injuries.

Materials and Methods: Nerve conduits were printed using PLLA polymer with
3D printer, the fibrous membrane produced by electrospinning using a gelatin/PEDOT:
PSS polymer mixture was wrapped on PLLA tubes. Later, in vitro cell studies were
conducted. Gelatin is preferred for cell viability. PEDOT:PSS polymer is preferred as an

electrically conductive polymer.

Results: The optimum mechanical pressure for 3D printing is 75 PSI,
thermoplastic head temperature 170°C, primary layer printing speed 45 (mm/sec) and
7(mm/sec) for second layers. For electrospinning of gelatin solutions, voltage of 30 kV
was chosen as 20 kV with the addition of PEDOT:PSS. As a result of the degradation
tests in PBS, there was less than 1% degradation after 3 hours in samples that were cross-
linked for 72 hours. The highest conductivity was observed in the structure formed by
40% gelatin and 1% PEDOT:PSS.

Conclusion: Fibers had homogeneous morphology and no bead formation was
observed. The 72 hours of crosslinking provided a suitable percentage of degradation.
The PEDOT:PSS polymer has been shown to be a strong candidate to provide
conductivity. It has increased cell invasion and viability, thus demonstrating that the
PEDOT:PSS polymer is non-toxic up to 1%.

Keywords: conductivity, gelatin, nerve tissue engineering, neural conduit,
PEDOT:PSS, poly (I-lactic acid).
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1. GIRIS VE AMAC

Periferik sinir lezyonu, sinirsel uyar1 iletimini bozan veya bloke eden periferik
sinir sistemine zarar veren ve genellikle sinirin uyarim yaptig1 alanda duyu/motor
aciklara neden olan bir durumdur. Periferik sinirler yaralanmadan sonra kendini
yenileme 0zelligine sahiptir. Periferik sinir hasarini tedavi etmenin temel amaci, sinir

devamliligin1 miimkiin olan en kisa siirede yeniden saglamaktir.

Sinir hasarlarinin kopriileme materyali kullanilarak onarimi 1800'1i yillara
dayanirken, sinir hasar1 yonetiminin mevcut standardi sinir otogreftinin kullanilisi
1970'lerde baslad1 ve o zamandan beri, sinir kusurlarinin onarimai i¢in birkag alternatif
klinik olarak onaylanmistir. Genel olarak, tiim doku tipleri i¢in, otogreft, kusurlari
degistirmek icin en iyi yontemdir, ancak konak¢i dondr sahasindaki dondr saha
kusurlar1 (yapisal veya fonksiyonel) problemi hi¢cbir zaman asilmamistir. Bagisiklik
baskilayici ajanlarin gelisimi, allogreft kullanimini kolaylastirmis olsada, miikemmel

sekilde eslesen donor sayisi hala sinirlidir.

Bu dogal olarak ortaya ¢ikan zorluklarin bir sonucu olarak, doku kusurlarini
otogreftler veya allogreftler yerine biyokimyasal olarak isleyen materyallerle
degistirme olasilig1 odak noktasi olmustur. Periferik sinir kusurlarinin onarimi ig¢in
miithendislik stratejilerindeki odak noktalarinin ¢ogu, sinir otogreftlerine alternatif
olarak dogal veya sentetik tiibiiler sinir yonlendirme kanallar1 olusturmaya

odaklanmuistir.

Bu tez calismasinda, hiicrelerin yaralanma bolgesine gd¢ etmesi ve dokuyu
onarmasi i¢in platformlar olusturmak {izere iskele olarak bilinen harici biyomateryal
destekleri iiretip kullanarak, sinir hiicrelerinin islevini norolojik bozukluklardan ve
yaralanmalardan kurtulmaya dogru yonlendirebilen ve kontrol edebilen, hassas bir
sekilde kontrol edilen, ayarlanabilir yiizey yapisi, biyokimyasal yonlendiriciler ve

ylizey enerjisine sahip sinir tiipili iretimi amag¢lanmistir.

Bu iyilestirilmis 6zellikte sinir kilavuz tiipii iretimi ¢alismasinda, iyi mekanik
ozellikleri nedeniyle tiiplin temel destek iskelesi PLLA polimerinden iiretilmistir.
Dogal bir polimer olan jelatin, ¢alismanin ilerleyen asamalarinda yapilacak hiicre

deneyleri ve biiyiime faktorii kullanimi i¢in uygun bir zemin olusturmaktadir. Tez



kapsaminda sinir dokusu iretimi hedeflendiginden matrisin iiretiminde elektrik
iletken malzeme kullanimi 6nemlidir, bu amaca yonelik olarak, yiiksek elektrik
iletkenligi ve diger iletken polimerlere kiyasla daha yiiksek kimyasal kararlilig1 ve

termal stabilitesi nedeniyle PEDOT: PSS polimeri kullanilmistir

Uretilen bu iyilestirilmis ve islevsellestirilmis, sinir tiiplerinin, hiicresel ve
molekiiler siireclerin yenilenmesi yoluyla aksonal ¢ogalmay1 ve yonelimi destekleyen
kimyasal ve yapisal biyoaktivite yoluyla siniri desteklemeye yardimci olacagi

disiiniilmektedir.

Tiipiin basimi i¢in temel malzeme olarak kullanilan PLLA polimerinin yiiksek
biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zelligi nedeniyle, tiipiin uygun bozunma
gostererek iyilesme uyarimi sonrasi viicut i¢inde toksik madde birakmadan yok
olacag1 ongoriilmektedir. Bu hipotezi desteklemek ve bozunma diizeyini belirlemek

amaciyla in vitro bozunma testleri ¢alisma sonunda yapilacaktir.

Basilan 3 boyutlu (3B) iskele iizerine kaplanacak jelatin/PEDOT:PSS fibroz
membranin hiicre dis1 ortam benzeri bir yap1 saglayarak hiicre yayilmasi ve canliliginm
tetikleyecegi ongoriilmektedir. Bu hipotezin desteklenmesi i¢in hiicre yayilimi ile
canliligr testlerle belirlenerek, aksonal biiyiime ve iyilesme i¢in yeterli seviyede hiicre

aktivitesi olup olmadig: tespit edilecektir.

Elektriksel iletimin ¢ok onemli oldugu sinir sistemi iyilesmesi ve sinirsel
normal aktivitenin tetiklenmesi icin elektrik iletken PEDOT:PSS polimeri fibroz
membran yapisinda kullanilacak ve ¢alisma sonunda elde edilen sinir kilavuz

tiiplerinin elektriksel iletkenligi ¢esitli testlerle belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. PERIFERIK SiNiR ANATOMI VE FiZYOLOJiSi

Periferik sinir sistemi (PS), sinir sisteminin beyin ve omurilik disindaki
boliimlerini ifade eder. Kraniyal sinirleri, omurilik sinirlerini ve bunlarin koklerini
ve dallarini, periferik sinirleri ve noromiiskiiler (sinir-kas) baglantilari icerir. PS’de,
sinir demetleri veya akson demetleri, merkezi sinir sisteminden bilgi alir ve ¢evreden
bilgi iletir (1). Noronlar ve glial hiicreler, sinir sisteminin iki ana hiicre sinifidir. Ana
glial hiicre tipleri, merkezi sinir sisteminde astrositler ve oligodendrositler, periferik
sinir sisteminde Schwann hiicreleri (SH), enterik glial hiicreler ve uydu hiicreleridir
(2). PS’deki temel glial hiicreler ‘Schwann’ hiicreleridir. Tiim aksonlar1 periferik
sinirlerde sararlar ve iki tipte bulunurlar, miyelin olusturan ve miyelin olusturmayan;
miyelin iireten SH’ler, yapt ve islev olarak merkezi sinir sisteminde aksonlarin
etrafinda yalitim kiliflar1 olusturan oligodendrositlere benzerdir. Miyelin iliretmeyen
SH’ler ise metabolik ve mekanik destek fonksiyonlar1 ile astrositler ile benzerlikler

gosterir (3).

Sinir sisteminin 6zel hiicrelerine ndéron adi verilir. Bir néron, hiicre govdesi
(¢cekirdek ve sitoplazmali), hiicreye elektriksel uyarilar tasiyan dendritler ve uyarilari
hiicreden uzaklastiran uzun bir aksondan olusur. Bir néronun aksonu ve bir sonraki
noronun dendritleri aslinda birbirine degmez. Noronlar arasindaki bosluga sinaps
denir. Cogu ndron, tek bir akson ve bir¢ok dendritten olusur (4). Dendritler gelen
sinaptik bilgiyi alir ve sinir hiicresi govdesine iletir, aksonlar nérondan sinaptik
terminaline impulslar1 (sinirsel uyar) iletir. Cogunlukla aksonlar i¢in verimli lifler,
beyin ve omurilikten ¢evredeki kaslara, bezlere vb. Motor fonksiyonla ilgili uyarilar
iletir. Ote yandan, ¢ogunlukla dendritler, genellikle duyusal uyaranlar1 merkezi sinir
sistemine aktarir (5). Periferik sinirler, merkezi sinir sistemiyle beraber (beyin ve
omurilik) viicudun geri kalaniyla homeostazi (i¢ denge) stirdiiriip, duyu, hareket ve

koordinasyona aracilik etmektedir.

Periferik sinirler, bir kollajen matriks (endonéryum) i¢ine gomiilii, bag dokusu
(perindryum) ile kaplanmig ve bir dis bag tabakasi (epindryum) ile sarilmis akson

demetlerinden olusur (6). Endondéryum, her bir sinir lifi veya aksonu c¢evreleyen



gevsek bir bag dokusu tabakasidir. SH’lerin disina ve etrafina yerlesmistir.
Endondrium, uzunlamasina bir yonde ince kollajen6z liflerden olusur. Bu kolajen
lifleri, SH’lerin bazal membranina ¢ok yakinda bulunur (7). Bireysel endondral
kiliflart olan bir¢cok akson, fasikiiller ad1 verilen demetler halinde bir araya toplanir.
Bu sinir lifi demetlerini ¢evreleyen dokuya perindryum denir. Lifleri dairesel, egik
ve uzunlamasina yonde yerlestirilmis birkac¢ kollajen tabakadan olusur, fasikiiliin
boyutuna bagli olarak perindral lamellerin sayis1 degisebilmektedir (8). Perindryum
ile c¢evrelenmis fasikiilleri c¢evreleyen kalin areolar bag dokusu tabakasi
epindryumdur. Elektron mikroskobik calismalar, epindryumun kolajen ve elastin
lifleri igeren bag dokusundan olustugunu gostermistir. Ek olarak, bir sinir etrafindaki
epindryum miktari, birgok fasikiil iceren bir sinirde daha fazladir. Epindryum i¢inde,
kollajen lifleri esas olarak uzunlamasina sinir boyunca yonlendirilir. Epinéryumda,
ozellikle perindryuma bitisik elastik lifler de mevcuttur (9). Bir periferik sinir lifinin

genel goriiniimii Sekil 2.1°de gdsterilmistir.

Sekil 2.1: Normal bir periferik sinir anatomisi (10)

Periferik sinirler, ¢cok sayida ve kii¢iik ¢apl sinir lifleri ile karakterize edilen
benzersiz yapilardir. Sinirlerin iletim hiz1 biiyiik 6l¢iide degisir ve dogrudan lif ¢ap1
ile ilgilidir periferik sinirlerin hiicresel bilesenleri arasinda SH’ler, fibroblastlar,
endotel benzeri hiicreler ve makrofajlar bulunur (4). Aksonlar, aksolemma isimli

membranla kapl silindirik bir sitoplazma tiipiinden olusur. Aksonun i¢inden gegen



norofilamentler ve mikrotiibiiller hiicre iskeletini olusturur ve hizli aksonal tagima i¢in
cerceve saglar. En kiigiik aksonlar miyelinsiz olmasina ragmen, periferik bir sinirdeki
cogu akson, SH tarafindan {iretilen, lipitten zengin, biyokimyasal olarak modifiye
edici plazma membraninin ¢oklu katmanlart ile miyelinlidir (11). Bir aksonun

fonksiyonel ve anatomik biitiinliigii sinir hiicresi govdesi tarafindan korunur (12, 13).

Periferik sinir sistemindeki miyelin, SH’den gelisir (14). Miyelin kilift impuls
iletimini giiclendirir. En biiylik ve en agir miyelinli liflerde iletim hizli olur, daha az

miyelinli ve miyelinsiz liflerde iletim daha yavas olur (15).

Giinlimiizde, SH’ler viicuttaki ultra yapisal olarak en karmasik hiicrelerden biri
olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, gelisim ve yaralanmada ¢ok hizli bir
doniisiim ve yayilim siireci gosterebilmektedir (16). Yeni gelismeler gostermistir ki,
SH’ler sinir lifleriyle iliski i¢indedir ve bir¢ok norotrofik faktdriin salinmasindan
sorumludur (11). Bunlardan bazilar1 sinir biiylime faktorii (NGF), beyin kaynakl
norotrofik faktor (BDNF), gliyal hiicre kaynakli nérotrofik faktéor (GDNF), ndrotrofin
3 (NT3)tiir ve aksonal biiytime ve yon bulmada etkilidirler (17). Miyelin olusturan
SH'lerin farklilasmasi, krox20 eksik farelerin in vitro ve in vivo miyelin kiliflari
olusturmadaki yetersizligi ile kanitlandig1 lizere krox20 transkripsiyon faktorii (egr2)
tarafindan kontrol edilir (18). PS’nin miyelinleyici glias1 olan SH'lerin plastisitesi
(rejenerasyon yetenegi), travmatik yaralanmalar ve periferik noropatilerin ardindan

periferik sinir rejenerasyonu baglaminda kritik 6neme sahiptir (19).

2.2. SINIiR DOKU MUHENDISLIGi

Diger doku tiirlerinden farkli olarak, sinir dokusu, ¢ok sayida farkli biyokimyasal
ve topolojik uyarici saglayan genis ve karmasik bir ortama uzanir, bu da bu dokunun
gelismis islevlere sahip olmasi demektir (20). Bu tiir karmasikligin bir sonucu olarak,
geleneksel transplantasyon terapotik yontemleri oldukga etkisizdir; bu nedenle,
periferik ve merkezi sinir sistemi yaralanmalarmin restorasyonu, siirekli bir bilimsel

zorluk olmustur (21).

Sinir sistemindeki doku miihendisligi ve rejeneratif tip, yeni alternatif tibbi
yaklasimlar saglamistir. Bu yontemler, hiicrelerin yaralanma bolgesine go¢ etmesi ve

dokuyu onarmasi i¢in platformlar olusturmak {izere iskele olarak bilinen harici



biyomateryal destekleri kullanir (22). Sinir doku miihendisligindeki zorluk, néronal
hiicrelerin islevini norolojik bozukluklardan ve yaralanmalardan kurtulmaya dogru
yonlendirebilen ve kontrol edebilen, hassas bir sekilde kontrol edilen, ayarlanabilir
topografya, biyokimyasal ipuglar1 ve ylizey enerjisine sahip iskelelerin tliretilmesidir
(23). Ayn1 zamanda sinir doku miihendisligi ¢aligmalarinin, 6zellikle uygun hayvan
modellerini elde etmenin zor oldugu durumlarda, ndrolojik hastaliklart in vitro,
ozellikle ¢ip tizerinde laboratuvar sistemleri araciliiyla modelleme potansiyeli

sagladig1 gosterilmistir (24).

Sahadaki yogun arastirma faaliyetinin bir sonucu olarak, sinir iskelelerin
imalat1 igin cesitli sentetik yaklasimlar ve fabrikasyon yontemleri (Bkz. Sekil 2.2)
gelistirilmistir. Gergekten de, {iciincii nesil islevsellestirilmis sinir kanallari, hiicresel
ve molekiiler siireglerin yenilenmesi yoluyla aksonal cogalmayir ve yonelimi
destekleyen kimyasal ve yapisal biyoaktivite yoluyla siniri desteklemeye yardimci

olur (25).
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2.2.1. Sinir Tiipii Tasarimlari

Sinir doku ¢aligmalarinda sinir tiipleri basitge i¢i bos tiip, ¢entikli,
gozenekli(por), ¢ok kanalli fiber dolgulu, hidrojel dolgulu olarak iiretilir denebilir.
Sinir iskelesinin malzeme 6zelliginin yani1 sira biyomateryalin yapisi ve ylizey 6zelligi
de yaralanan periferik sinirlerin tamiri i¢in olduk¢a 6nemlidir (26). Ortaya g¢ikan
caligsmalar, sinirsel iskelenin ii¢ boyutlu sekli ve dokusunun yalnizca mekanik destek
i¢in pasif bir yap1 saglamadigini, ayni zamanda hiicresel baglanmay1 ve hiicre kaderini

de dogrudan etkiledigini gostermektedir (23).

Sinirlerin tiip benzeri yapist gz Onilinde bulundurularak, sinir iskelesi
tasariminda ilk gilinlerde tek bir i¢i bos liimen sinir yonlendirme kanali olarak
tasarlanmistir (27). Olusturulan tek i¢i bos kanal genellikle kisa sinir boslugunu
onarmak i¢in yeterlidir. Bununla birlikte, uzun mesafeli boslugu onarirken, 6rnegin
insanda 2—3 cm uzunlugunda sinir boslugu ve siganda 1 cm uzunlugunda sinir boslugu
oldugunda, silindirik sinir yonlendirme kanali i¢i bos yapisi nedeniyle yenilenen
aksonlarin dagilmasina yol agabilir (28). Intraliiminal kanallar veya mikrotiipler, sinir
fasikiillerinin mimarisini taklit eden ¢ok kanall1 bir sinir kanal1 olusturmak i¢in tek ici
bos kanala dahil edilir (29). Bununla birlikte, ¢ok kanalli sinir tiiplerinin gegirgenligi,
esnekligi ve malzeme dejenerasyonu, tek i¢i bos kanallar kadar iyi olmayabilir (30).
Bu dezavantajlarin iistesinden gelmek igin, fiziksel liimen dolgulu sinir kanallari,
dogrudan sinir tiiplerinin i¢ bosluguna filamentler yerlestirilerek olusturulur (31). Bu
modifikasyon, aksonlarin birlesik liimen dolgu maddeleri boyunca biiylimesine ve
uzamasina izin verir ve boylece biiyiik 6l¢iide uygunsuz akson dagilimini ve karsilik
gelen hatali hedefi Onler. Ayrica bu modifikasyon, ylizey alanini genisleterek
destekleyici hiicrelerin ve norotrofik faktorlerin yeniden inervasyonuna (Sinirsel

uyarim) fayda saglar.

Giiniimiizde, sinir doku mithendisligi i¢in tipik bir sinir iskelesi, normalde bir
harici sinir kanalindan ve bir¢ok yerlesik fiziksel liimen dolgusundan olusur (32). Dis
boru ve i¢ filament aynm1 malzemeden, farkli malzemelerden veya harmanlanmis
malzemelerden yapilabilir. Sentetik polimerler ve dogal malzemeler, sentetiklerin
tistiin mekanik Ozelliklerinden ve bozunma yeteneklerinden, dogal malzemelerin

miikemmel biyouyumluluklarindan yararlanmak i¢in birlikte kullanilir (33).



2.2.2. Sinir Tiipii Uretimi icin Kullanilan Malzemeler

Yapay sinir kanallar1 olugturmak i¢in en uygun maddeyi belirlemek i¢in ¢ok
fazla arastirma yapilmistir ¢iinkii kullanilan malzeme tiirii sinir dokusu
rejenerasyonunun basarisini saglamada dnemli bir rol oynamaktadir (34). Yapay sinir
materyali, uygun bir bozunma (degradasyon) hizi ile onun igsel mekanik 6zellikleri
arasinda bir denge kurmalidir, bu da enflamatuar tepkileri en aza indirmeli ve sinir
stkismasini onlemelidir (33). Doku miihendisliginde malzeme se¢imi Onemli bir
husustur (35). Doku miihendisligi iskelelerine uygun bir malzemenin temel
beklentileri arasinda biyouyumluluk, biyolojik olarak pargalanabilirlik ve uygun

mekanik 6zellikler bulunur (36).

En c¢ok kullanilan malzemeler dogal ve sentetik polimerlerdir. Dogal
polimerler ya kolajen, jelatin, trombin ve fibrinojen gibi protein esashidir ya da
seliiloz, kitin ve kitosan gibi polisakkarit esaslidir (37). Dogal polimerler biyomimetik
ve hiicre dostu bir ortam saglar, ancak zayif mekanik 6zelliklere sahiptir (38). Sentetik
polimerler, poli (¢ kaprolakton) (PCL), polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA)
ve poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi insan yapimi polimerlerdir. Sentetik
polimerler iyi mekanik 6zelliklere sahiptir ama hiicre dostu degildir (38). Genellikle,
hiicreler i¢in biyomimetik bir ortam saglayan dogal polimerler ve uygun
yapisal/mekanik destek saglayan sentetik polimerlerle birlikte, dogal ve sentetik

polimerlerin bir karigimi seklinde kullanilmistir (39).

Uretim icin hem dogal hem de sentetik polimerler basarili sonuglar ortaya
cikarmaktadir (40). 3B kolajen iskelesi kullanan bir ¢alisma (41), kapsamli aksonal
rejenerasyon gosterdi. Georgiou ve arkadaslar1 (42), 10 mm uzunlugunda bir sigan
siyatik sinir yaralanmasinda in vivo ndronal biiylimeyi desteklemek i¢in SH ile
ekilmis kolajen tip-1 matrisi kullandi. Wu ve arkadaslar1 (43), sican SH igeren
jelatin/aljinat hidrojelden olusan bir sinir iskelesi insa etmek i¢in 3B biyoyazici
kullandi. Sonuglar, 3B biyobasilmis jelatin-sodyum aljinat/SH kompozit yap1
iskeletinin hiicre yapismasini ve ilgili faktor ekspresyonunu iyilestirdigini gosterdi.
Bu 3B biyobasilmis kompozit yapi iskelesi, iyi biyouyumluluk gdsterdi ve gelecekte
sinir dokusu miihendisliginde umut verici bir aday olabilecegi diisliniiliiyor. Baska bir

calisma (44), seliiloz ve soya proteini izolatina dayali yapay sinir kilavuzlar1 gelistirdi



ve bunlar1 10 mm uzunlugunda siyatik sinir hasar1 olan si¢canlarda in vivo test etti.

Seliiloz bazli bu malzeme, sinir boslugunu kopriileme ve onarmada basarili oldu.

Bununla birlikte, dogal polimerlerin zayif mekanik 6zellikleri ve bunlar1 3B
yapilara doniistiirmedeki zorluk nedeniyle, sentetik polimerler esas olarak yapay sinir
kilavuzlarinin iiretiminde kullanilir. PCL, yapay sinir kilavuzlarinin {iretimi i¢in en
yaygin kullanilan sentetik polimerlerden biridir (45). PCL, olaganiistii mekanik
ozelliklere, kolay islenebilirlige ve karisim uyumluluguna sahip Gida ve Ilag idaresi
(FDA) onayli bir malzemedir (46). Birka¢ ¢alismada (47—49) PCL’den diizenli fiber
iskeleler olusturulmus ve bu diizenli yapinin aksonlain diizgiin yerlesimi ve uzamasini
destekledigi, in vivo ve in vitro ¢alismalarda ise periferik sinir rejenerasyonuna uygun
bir ortam sagladig1 goriilmiistiir. Elektroegrilmis PCL yavas bir biyobozunma hizina
sahiptir (2-4 yil) ve bu bir dezavantaj olarak goriilebilmektedir (50). Sinir doku
mithendisligi ile farkli malzemelerden iiretilmis sinir kilavuzu ornekleri Cizelge

2.1°de gosterilmistir.



Cizelge 2.1: Farkli malzemeler kullanilarak iiretilmis sinir kilavuzu 6rnekleri

Iskele malzemesi Polimer sinifi

Kitozan (51) Dogal

Kolajen (42) Dogal

Aljinat (52) Dogal

Ipek fibroini (53) Dogal

PCL (54) Sentetik

PLLA (55) Sentetik

PLGA (56) Sentetik

PGA (57) Sentetik

PU (58) Sentetik

GelMA (59) Sentetik

PCL/Jelatin (60) Sentetik/dogal kompozit
PLGA/Kitozan/laminin (61) Sentetik/dogal kompozit
Kitozan/kolajen (62) Dogal/dogal kompozit
PCL/ipek fibroini (63) Sentetik/dogal kompozit
PLLA/PPy (64) Sentetik/iletken kompozit
Kolajen/PEDOT:PSS (65) Dogal/iletken kompozit

Zhang ve arkadaslar1 (66), SH kullanarak yapilacak ¢alisma i¢in PLLA ile diizenli
elektroegrilmis bir iskele tirettiler. PLLA, FDA tarafindan onaylanmistir. Yenilenebilir
kaynaklardan elde edilir ve uygun mekanik 6zelliklere sahiptir, ancak yiiksek hidrofobik
dogas1 nedeniyle biyouyumlulugu azalir (67). PLLA, PCL'den daha hizli bir bozunma
oranina sahip oldugu, ancak yiiksek kristallik nedeniyle par¢alanan kisimlarin zararl1 hale
gelebilecegi ve viicutta iltihaplanmaya yol agabilecegi ihtimali iizerinde duran ¢aligmalar
da vardir (68).

PLGA, PLLA ve PGA'nin bir kombinasyonudur ve bozunmasi1 PLLA/PGA oran1

ayarlanarak kontrol edilebilir; PGA igerigi ne kadar yiiksekse, bozulma o kadar hizlidir.
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PLGA sinir kilavuzu iiretimi i¢in sik kullanilan bir malzemedir. Wu ve arkadaslar1 (69),
cift igneli elektroegirme sistemi araciliiyla bir laminin/PLGA sinir kilavuzu iirettiler. Bu
kilavuz, sinir dokusu miithendisligi i¢in SH'lerin ¢ogalmasini tesvik etmede ve SH gd¢iinii
indiiklemede umut verici bir potansiyel gosterdi. PLGA'nin bozunma yan iiriinleri, yani
laktik asit ve glikolik asit toksik olmamakla birlikte, oldukga asidiktir ve biiyiik miktarlara

ulastiginda metabolizasyonu zorlagsir (70).

Poli-3-hidroksibutirat (PHB) da sinir kilavuzu iiretimi i¢in potansiyel bir
biyomateryal olarak arastirilmaktadir. Ozer ve arkadaslar1 (71), 10 mm sigan siyatik sinir
kesisinde onarimi artirmak i¢in insan kemik iliginden tiiretilmis mezenkimal kok hiicre
(MKH) ile tohumlanmis kitozan kapli poli-3-hidroksibutirat sinir kanallarini kullanmanin

etkinligini degerlendirmek i¢in tasarlanmistir.

Elektriksel uyari, sinir hiicreleri arasindaki hiicre c¢ogalmasini, gogiinii,
farklilagmasini ve sinyal baglantilarini gelistirir, bdylece sinir yenilenmesini artirir ve kdk
hiicrelerin sinir hiicrelerine farklilasmasin1 destekler (72). Sinir sisteminde, sinir
uyarilarinin iletimi néronlar arasi bir elektriksel aktiviteye bagl olusmaktadir, dolayisiyla
elektrik iletkenligi sinir doku miihendisligi uygulamalari i¢in 6nemle ele alinmasi gereken
bir noktadir (73). Bu nedenle, iletkenlik 6zelligi olan polimerler sinir doku miihendisligi
basta olmak iizere birgok doku miihendisligi uygulamasi i¢in son zamanlarda ¢okca tercih
edilmektedir (74). Iletken polimerler, doku rejenerasyonu igin biyoaktif yapi iskeleleri
olarak umut verici bir iletkenlik sergiler ve iletken yapilari, iizerlerinde kiiltiirlenen
hiicrelerin veya dokularin elektrik sinyalleri ile uyarilmasina izin verir, fakat mekanik
kirilganliklar1 ve zayif islenebilirlikleri, uygulamalarini kisitlar (74). Bu dezavantajlar
elimine etmek amaciyla iletken polimerler genellikle, baska biyomalzemelerle kompozit
seklinde uygulanmaktadir (73). Karbon bazli biyomalzemeler (karbon nanotiipler, karbon
nanolifler, grafen,), polipirol (PPY), polianilin, poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDQOT)

doku miihendisligi i¢in en umut verici iletken polimerlerdir (75).

Bu tez ¢alismasinda kullanacagimiz PEDOT iletken polimeri yiiksek elektrik
iletkenligi ve diger iletken polimerlere kiyasla daha yiiksek kimyasal kararlilig1 ve termal
stabilitesi nedeniyle son zamanlarda en umut verici iletken polimer olarak kabul edilmeye
baslamistir (76, 77). Molekiiler agirligini artirmak i¢in genellikle polistiren siilfonat (PSS)
ile eslestirilerek kullanilir. PEDOT'un PSS ile birlikte kullanimi, ¢6ziiniirliik, hidrofilite,

islenebilirlik ve esneklik performanslarini daha da zenginlestirerek elektriksel uyarim ve
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iletim temelli uygulamalarda PEDOT kullanilmasin1 avantajli hale getirir (78).
PEDOT:PSS’nin biyomedikal(6rnegin; biyosensor (79), fototermal tedavi ajant (80),
bir¢ok alan i¢in elektrot liretiminde (81) ve esnek elektronik parga iiretiminde (82),
termoelektrik tabanli uygulamalarda (83), akilli kumag ve kiyafet tiretimi (84) gibi bir¢ok
alanda yaygin kullanimi vardir. Ozellikle yiizey modifikasyonu uygulamalari icin
kaplama malzemesi olarak da kullanilmaktadir (79). Son yillarda doku miihendisligi
alaninda da kullanimi yaygmlasmistir (85, 86). PEDOT:PSS polimerinin doku
mithendisligi i¢in uygun bir malzeme olmasinin nedenlerinden biri de toksik 6zellik
gostermemesidir (87). Kemik doku miihendisligi (88), kalp doku miihendisligi (89) deri
doku miihendisligi (90), i¢in kullanimi mevcut olan PEDOT:PSS, sinir doku miithendisligi
uygulamalart i¢in de umut verici bir polimer olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Sinir
sisteminin elektriksel bir temele dayanmasi ve PEDOT:PSS’nin doku miihendisligi i¢in
yukarida belirttigimiz avantajlari, bu polimeri sinir doku miihendisligi i¢in 6nemli bir

malzeme durumuna getirmistir (77).

Farkli polimerlerin avantajlarindan yararlanmak i¢in, dogal ve sentetik polimerler
iki veya daha fazla olacak sekilde harmanlanir ve doku miihendisligi iskeletlerinin
imalatinda kullanilir. Bir ¢alismada (91), karistirilmis PCL ve kolajen kullanilarak
elektroegirme yontemiyle sinir kilavuzlari iiretildi. SH'leri kullanan in vitro ¢alismalar ve
yetiskin siganlarda kopmus siyatik sinirde yapilan in vivo ¢alismalar, saf PCL iskelelerine
gore kolajen/PCL iskeletlerinin {istiin performansini gostermistir. Bagka bir ¢alismada
(92), hem dogal hem de sentetik polimerler kullanilarak, bakteriyel seliiloz/PCL karisimi1
nanofiber iskeleler, sinir dokusunun neden oldugu onarim igin elektroegirme ile
hazirlandi. Sonuglara gore, bakteriyel seliiloz/PCL (agirlikca %50:50) nanofibroz
iskeleler sinir benzeri dallanma gosterdi ve sinir dokusu miihendisligi rejenerasyonunda

potansiyel biyomimetik uygulamalar i¢cin miikemmel bir aday oldugu anlasildi.

Ipek fibroin, nispeten iyi mekanik 6zelliklere ve biyouyumluluga sahip bir
yapidadir (93). Genisletilmis oryantasyon ve gézenekli 3B nanofiber siinger iskeleler ilk
olarak PLA/ipek fibroin nano fiber siinger kullanilarak elektroegirme ve gaz kopiirtme
teknigi ile tretildi, hafif bir inflamatuar reaksiyona sebep olmasina ragmen yiiksek

biyouyumluluk goriildii (94).
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Diger bir ¢aligmada (59) ise iskele olarak 3B yaziciyla iiretilmis jelatin metakrilat
(GelMA) hidrojeller kullanilmistir. PC12 hiicrelerinin in vitro birlikte kiiltiirlenmesi, sinir
kilavuzunun kanal boyunca sinir hiicrelerinin hayatta kalmasini, cogalmasini ve gogiinii
destekledigini gosterdi. Sonuglar ayrica gosterdi ki, sinir 6nciil kok hiicrelerinin, yapay
kilavuzlar iizerinde noron hiicrelerine farklilagmalari1 indiiklenebilmektedir. Vishnoi ve
arkadaslar1 (95), sicanlarin siyatik sinirinde 1.5 cm'lik sinir boslugunun sinir dokusu
rejenerasyonu i¢in polipirol ile birlestirilmis kitosan ve jelatinden bir kriyojel matrisi
sentezledi ve bu caligsma, kriyojel matrisinin periferik sinir rejenerasyonu i¢in rejeneratif

potansiyelini ortaya koydu.

Farkli sinir kilavuzlarinin {iretimi i¢in bircok sentetik polimer birbiriyle
karigtirilarak kullanilabilmektedir. Sinir kilavuzlarinin imalat1 i¢in PCL ve PLGA (96),
PLGA ve poliiiretan (PU) (97), poliiiretan ve jelatin (98), PLLA ve PLGA (99), poli (I-
laktik asit-ko-kaprolakton) (PLCL) ve polipropilen glikol (PPG) gibi kompozitleri doku

miihendisliginde kullanilmistir.

Hizalanmis kitosan-jelatin kriyojel ile doldurulmus PU kanal (100), ipek
fibroin/PLCL/grafen oksit (101) ve PLA/PLGA/aljinat hidrojel (102) gibi daha karmasik

ii¢ bilesenli polimer karigimlar1 da ¢alismalarda kullanilmistir.

2.3. SINiR DOKU MUHENDISLiGINDE 3B BASIM TEKNOLOJIiSi

Doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in eklemeli iiretimle elde edilen (3B basim)
biyomalzemeler ve/veya iskeleler, iskele/biyomateryal tasarimina daha sistematik bir
yaklagim saglar gozenek boyutu ve yiizey alami gibi nesne Ozelliklerini ayr1 ayr
degistirebilme (103), hatta anatomik yapilar1 birebire yakin kopyalama imkani
yaratmaktadir (104). Ayrica, 3B basim, geleneksel yaklagimlar kullanilarak {iretilmesi zor
olan karmasik yapilarin iiretilmesine izin verir (105). 3B basim, erimis biriktirme
modelleme (FDM), 3B biyobasim, stereolitografi (SLA), dijital 151k isleme (DLP), eriyik

elektrolitik ¢cizme (MEW), mikro ekstriizyon ve segici lazer sinterlemeyi igerir (106).

Sinir kilavuzu mekanik olarak uygun bir {ist yap1 saglarken, daha uzun
bosluklarda rejenerasyon i¢in sinir kilavuz liimenine bir maddenin dahil edilmesi gerekir

(107). Ayrica, en etkili sinir kilavuzunun muhtemelen birden fazla tedavinin
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kombinasyonunu veya bir yaklasimin gelistirilmesinde 6nemli bir ilerlemeyi igerdigini

gosteren onemli kanitlar vardir.

Burada, biyomalzemelerin 3B baski yoluyla otomatik olarak iiretilmesi, ¢coklu
terapotik  (tedavi hedefli) sinir kilavuzu arastirmasi igin gereken karmasik
permiitasyonlara yardimeci olabilir (108). 3d baski yaklagimlari giderek daha fazla
arastirilmaya, ¢alisilmaya ve insanlar tarafindan merakla takip edilmeye baslandi. 3B
basim tekniginin, periferik sinir yaralanmalar1 ve tedavisinde; sinir kilavuzlari (109) doku
iskeleleri (110), hiicre tasiyic1 (111) ve kimyasal/fiziksel ortamlar olusturulmasi (112)
seklinde uygulanabilirligi vardir. 3b basim daha fazla arastirildikca ve gelistik¢e, 6nceden
var olan sinir kilavuzuna dayali yaklagimin, ciddi sekilde hasar gérmiis periferik sinirleri
onarmak icin daha etkili yapilarin kesfedilecegi saglam bir bilgi platformu saglayacag:
ongoriilebilmektedir (113). Yapay sinir tiipleri(kondiiit), sinir uglar1 arasindaki boslugu
doldurmak i¢in su andaki en uygun yontem olarak goriilebilir (114). 3B basim sinir
iskeleleri ve 3b biyo-basimla iiretilmis sinir pargalari, karmasik periferik sinir tiiplerinin
dogal, biyolojik ve sentetik biyouyumlu malzemelerden hizli bir sekilde tiretilmesini
saglar ve biyobasim sinir kondiiitleri, birgok durumda tedavi i¢in miikemmel bir ¢6ziim
olabilir (115). Biyoloji ile eklemeli katmanli {iretimin bir arada kullanildigi, 3b basim ve
biyobasimin siirecin ayrilmaz parcalari oldugu sinir doku miihendisligi son zamanlarda
oldukca ivme kazandi (116). Hizli biyobasim yontemleri sayesinde yarali sinir dokusu

biyobasimla tiretilmis yapay sinir dokulariyla tamir edilebilmektedir (114).

3b biyoyazici sayesinde, biyolojik, dogal ve sentetik malzemelerin karisimiyla
iiretilen biyomiirekkep kullanarak ol¢iilebilen ve kontrol edilebilen birimlerde periferik
sinir matrisleri iiretilebilmektedir (117). Biyomiirekkepte biyolojik materyaller, uyarilmis
pluripotent kok hiicreler, NKH, SH, astrositler, glial hiicreler, motor néronlar ve duyu
noronlar1 gibi hiicresel bilesenler bile kullanilabilmektedir (118). Tasarim ve biyobasim
stireci, kompozitin mekanik Ozelliklerini diizene koymanin yani sira sinir mimarisi,

kullanilacak malzemeler, destekleyici hiicreler ve biiylime faktorleri hakkinda kapsaml

bilgi gerektirir (119).

Ozellikle kolajen (120) ve jelatin (121) olmak iizere hidrojeller, 3b biyomiirekkep
iretiminde yaygin olarak kullanilirlar. Sanjairaj ve arkadaslar1 (202), yaptiklar1 ¢aligmada

kolajen ve PCL/PPY kopolimeri bazli bir hidrojeli biyobasim i¢in uygun bir
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biyomiirekkep iiretmiglerdir. Sinir doku miihendisliginde kullanilan ¢esitli malzemeler

tabloda gosterilmistir.

2.3.1. 3B Basim I¢in Kullanilan Malzemeler

Hidrojeller, 3B basimda yaygin olarak kullanilan, ¢ok hidrofilik ii¢ boyutlu ags1
yapida jeldir (123). 3B basim i¢in hidrojel kullanirken, genellikle hidrojellerin reolojik
ozelliklerini ve ¢apraz baglanma mekanizmasini (fiziksel, kimyasal) dikkate aliriz (124).
Holzl ve arkadaslari (125), biyobasim uygulamasinin tiim asamalarindaki fiziksel
ozelliklerini incelemislerdir. Hidrojellerin capraz baglanma mekanizmalar fiziksel veya
kimyasaldir, ancak genellikle fiziksel capraz bagli hidrojel mekanik 6zelliklerde zayftir,
esas olarak kimyasal capraz baglama kararli hidrojel yapilarinin iiretiminde kullanilir
(126). Genellikle hidrojellerin polimer onciilerini degistirmek igin fotopolimerize
edilebilen fonksiyonel gruplar yapiya eklenir (127). Hidrojeller dogal (aljinat, seliiloz,
kitozan, gelatin, ipek kozas1 vb.), sentetik (PCL, PGA, PU vb.) ve daha karmasik olan
kompozit hidrojeller olarak basitge tige ayrilir (128). Dogal hidrojeller mekanik olarak
dayaniksizdir, ancak diisiik inflamasyon olusturma riski, kolay elde edilebilir olmasi,
yliksek biyouyum ve biyobozunurluk 6zelliklerinden dolay1 avantajlidir (129). Sentetik
hidrojeller ise mekanik agidan ¢ok daha dayanikli olmasi ve daha kontrollii biyobozunma
saglanabilmesi agisindan avantajli olmasina ragmen, viicutta infllamasyon olusturma
riskleri ¢ok fazladir (130). Bu nedenlerde son zamanlarda en ¢ok, dogal ve sentetik
hidrojellerin beraber kullanildigi kompozit hidrojeller doku miihendisligi igin tercih
edilmektedir (131).

Basit operasyon siireci ve diisiik maliyet avantajlari nedeniyle FDM gibi 3B basim
ile iretilen polyester iskele, sinir dokusu miihendisliginde de yaygin olarak
kullanilmaktadir (106). Polimer omurgasinda PLA, PGA, PLGA, PCL, PU vb. Ester
fonksiyonel gruplar1 vardir (132). Polyesterler, yiiksek biyouyumlulugu, kabul edilebilir
biyolojik olarak parcalanabilirligi ve termoplastik iglenebilirligi nedeniyle cesitli doku
miihendisligi uygulamalarinda biiyiik ilgi gérmiistiir (133). Hidrojel iskelelerin mekanik
stabilitesi sinirlidir ve sisme riskleri vardir, ancak polyesterler hidrojellerden daha yiiksek
sertlige ve kararliliga sahiptir (134). Polyester miirekkep eritilerek veya organik ¢oziiciiler
icinde ¢oziilerek elde edilebilir. Erimis polyester, ekstriizyon ile bir 3B bir iskele olarak

basilabilir. Hammadde, metal bir agizliga bagl bir 1sitma cihazina yerlestirildikten sonra
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polyester eritilir ve ekstriide edilir. Oda sicakligindaki 1s1 dagilimi nedeniyle, ekstriide

edilmis desen hizla katilasir, bdylece polyester iskele katman insa edilebilir (135).

Iletken polimer malzemeler, sinir dokusu iskelelerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir ¢linkii sinirlerin temel islevlerinden biri elektrik sinyallerinin
iletilmesidir (122).

Yukarida sunulan hidrojel ve hidrojel, polyester ve polyester kombinasyonuna ek
olarak, hidrojel veya polyester eklenmis veya katkili yeni fonksiyonel malzemeler iceren
bircok kompozit yapi iskelesi vardir (136). Kompozitler yalnizca iki malzemenin
ozelliklerini birlestirmekle kalmaz, ayn1 zamanda baz1 yeni veya gelismis 6zellikler de
gosterirler (mekanik ozellikler, elektriksel 6zellikler, uyaran tepkisi, hiicre yapismasi,
vb.) (137). Su anda, sinir dokusu miihendisliginde en yaygin kullanilan malzemeler

iletken polimerler ve karbon bazli nanomalzemelerdir (138).

2.4. SINIR DOKU MUHENDISLIiGI iCiN ELEKTROEGIRME YONTEMIi

Lifli iskeleleri imal etmek i¢in kullanilan bir teknik olan elektroegirme, hiicre disi
matrise mimari benzerliklere sahip doku mithendisligi yapilmis greftler tiretmek i¢in bir
yontem olarak son yillarda popilerlik kazanmistir (139). Doku miihendisliginde,
gozenekli lifler dogal hiicre dist matrisi (ECM) taklit edebilir ve yiizey goézenekleri,
hasarli doku ve organlarin restorasyonu ve rejenerasyonu i¢in 6nemli olan hiicre

baglanmasini kolaylastirir (140).

Bu teknigin, genis yiizey alanina sahip mikro ila nanometre Olc¢ekli liflerin
iretimini saglamak gibi cesitli avantajlar1 vardir (141). Ayarlanabilirliginin Gtesinde,
gorece diisiikk maliyetli ve basit elektoegirme kurulumu, onu iskele imalati i¢in popiiler

bir se¢im haline getirmistir (139).

Bu teknik, 3 nm'den 5 um'den biiyilik ¢aplara sahip polimer fiberlerin(liflerin)
iretimine izin verir. Nanofiberler, ayarlanabilir gézeneklilik ile yiiksek bir yiizey alani-
hacim oranina sahiptir ve biyolojik molekiillerle kolayca islevsellestirilebilir. Nanofiber
dretimi i¢in ilag olarak dogal ve sentetik polimerler, inorganik nanomateryaller,
kompozitler ve biyomolekiiller gibi ¢ok cesitli malzemelerin se¢imi, onlar1 bir¢ok

gelismis biyomedikal uygulama i¢in saglam ve cekici bir aday haline getirmektedir (142).
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Nanofiber iiretiminde zengin malzemeler olarak polimerler, seramikler, kiigiik
molekiiller ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Kat1 nanoliflere ek olarak,
nanoliflerin ikincil bir yapis1 gozenekli, i¢i bos veya ¢ekirdek-kilif yapilart da dahil olmak
iizere iiretilmistir ve yapinin yiizeyi, elektroegirme islemi sirasinda veya sonrasinda farkl
molekiiler parcalarla islevsellestirilebilir (143). Nanofiberler, DNA, RNA ve biiylime
faktorleri i¢in umut verici terapotik uygulamalara sahiptir, 6rnegin, protein ve steroid

hormon iletimi (142).

Metal igneli diize, siringa pompasi, yliksek voltajli gii¢c kaynagi ve topraklanmis
bir toplayici, standart bir elektroegirme sisteminin ana bilesenleridir (144).
Elektroegirme'de, enjeksiyon ignesi ile toplama siizgeci arasinda bir gii¢ kaynagi ve
elektrotlar kullanilarak yiiksek voltajli bir elektrik alani olusturulur. Yavas yavas polimer
cozeltisinden disar1 ¢gikmaya zorlandiktan sonra, ignenin ucunda yarim kiire seklindeki
bir polimer ¢ozeltisi damlacigi sekillendirilir (145). Bu polimer damlacik, ‘Taylore’
konisi olarak bilinen konik bir sekle uzanir ve polimer damlacik {izerindeki yiizey yiik,
voltaj1 artirarak zamanla artar (146). Polimer damlaciginin yiizey yiikiiniin iistesinden
geldikten hemen sonra bir polimer jet olugsmaya baslar. Cozelti polimer jet iginde
buharlastirdiktan sonra, jet {izerindeki yiizey yiikii artar ve bu da polimer jetinin dengesini

bozar (141).

Lif morfolojisi, tipik olarak c¢ozeltinin kendine 06zgii 6zelliklerine (6rnegin,
polimer, konsantrasyon, iletkenlik, polarite, ¢oOziiciiniin ylizey gerilimi), isleme
kosullarina (6r. Uygulanan voltaj, toplayici, akis hizi) ve gevresel kosullar (6rn. Nem,
sicaklik) baghdir. Fiber morfolojisine katkida bulunan parametrelerin sayis1 géz 6niine
alindiginda, teknik, cesitli kurulum modifikasyonlar1 yoluyla fiber geometrisini, toplama
ve oryantasyonu degistirme yetenegi ile son derece ayarlanabilir bir teknik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (139). Cozelti 6zelliklerinin etkilerinin izole edilmesi zor olabilir
clinkii bir parametrenin degistirilmesi genellikle diger ¢ozelti 6zelliklerini etkileyebilir
(6rnegin, iletkenligin degistirilmesi viskoziteyi de degistirebilir) (147). Jet, artan yiiksek
capli bir dongii ile daha uzun ve daha ince biiylir, bu da ¢oziiciiniin buharlagsmasi
nedeniyle polimerin katilagmasina neden olur. Katilasan nanolifler daha sonra hedef
iizerinde toplanir (142). Degisen parametlerin fiber morfolojisi ve iiretilen matriks tizerine

etkileri Cizelge 2.2’te 6zetlenmistir.
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Iskelenin fiziksel ve biyolojik o6zellikleri, elektroegirme icin kullanilan
malzemeye ve ylizey islatilabilirligi, mekanik 6zellikler ve bozunma gibi 6zelliklerine
baglidir. Yapi iskeletlerinin 6zellikleri, gesitli biyolojik olarak parcalanabilen, biyolojik
olarak pargalanamayan, sentetik ve/veya dogal malzemelerin kopolimerizasyonu veya

polimer harmanlanmasiyla manipiile edilebilir (148).

PCL, PLA, PGA, PLGA ve PLCL gibi geleneksel sentetik biyolojik olarak
parcalanabilen polyesterler, 1yi islenebilirlikleri ve kararli mekanik 6zellikleri nedeniyle
elektroegrilmis fibroz yapilar icin kullanilan ve tercih edilen malzemelerdir (149).
Kolajen, jelatin ve elastin gibi dogal polimerler de kullanmilmistir ve genellikle iyi

biyouyumluluk ve biyoaktivite gdstermistir (150).

Elektroegirme, onarimi desteklemek igin fiziksel ve kimyasal olarak
ayarlanabilen bir dizi noral iskelenin imalati i¢in bircok avantaj sunar. Isleme
parametreleri, polimer tiirii ve molekiiler agirlik ve biyoaktif molekiillerin dahil etme ve
verme yontemleri gibi 6zel gereksinimleri karsilayacak sekilde uyarlanabilir (151). Sinir
doku miihendisligi i¢in, Christopherson ve ark., elektroegrilmis poli (eter siilfon) fiber
capinin noral kok hiicreler lizerindeki etkisini degerlendirdi. Daha kiiciik lif capina sahip
aglarda artan yayilim ve hiicre yayilma derecesinin yami sira daha diisiik bir hiicre
agregasyonu derecesi bildirdiler. Yang ve arkadaslari, sinir doku miihendisligi amaciyla
poli (I-laktik asit) (PLLA) tabanli elektroegrilmis nanofibroz yapi iskeletlerinin
potansiyelini inceledi. Calismalari, nanofibréz yapi1 iskeletlerinin NKH {izerindeki
etkisini anlamay1 igeriyordu. Sonuglar, rastgele yonlendirilmis nanofiberlerin (150-350
nm) yalmizca NKH yapismasini desteklemekle kalmayip aynmi zamanda NKH
farklilagmasini da tesvik ettigini gosterdi (152).
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Cizelge 2.2: Elektroegirme uygulama parametreleri (147, 153-155)

Parametre Lif morfolojisi iizerine etkisi
Viskozite / e Diisiik konsantrasyonlar / viskoziteler, boncuk
konsantrasyon seklinde kusurlar ve yapigma alanlari olusturur; artan

Tletkenlik / ¢ozelti yiik
yogunlugu

Yiizey gerilimi
Polimerin molekiiler
agirh@

Akis hizi

Voltaj

Siringa ucu ile toplayici
arasindaki mesafe

Nem

Sicakhk

konsantrasyon / viskozite kusurlar1 azaltir
e Artan konsantrasyon / viskozite ile lif caplar artar
[letkenlik artis1 diizgiin formlu fiber olusumunu artirir ve
fiber caplar kiigiiliir.

Yiizey gerilimi ile lif morfolojisi arasinda kesin bir baglanti
bulunmamugtir.

Molekiiler agirlik artig1 boncuk ve damlacik olusumunu
azaltir.

e Diisiik akis hiz1 kiiglik ¢apli fiberlerin olusmasini
saglar.
e Yiiksek akis hiz1 sonucu ¢ozelti toplayiciya
kurumadan gider ve damlaciklar olusabilir.
e Yok yiiksek voltajlarda boncuklu fiber olusumu
goriiliir.
e Voltajla fiber ¢ap1 arasindaki baglanti belirsizdir.
e Ideal uzaklik diizgiin ve kuru bir sekilde toplayiciya
¢Ozeltinin ulastig1 uzakliktir.
e (Cok yakin ya da ¢ok uzak mesafelerde boncuklu
fiber olusumu gozlenmistir
Yiiksek nem fiberler lizerinde dairesel gdzenekler olusturur.

Sicakliktaki artis fiber ¢apinin azalmasina neden olur.

Sinir yonlendirme kanallar1 olarak elektroegrilmis nanofiber malzemelerin

kullanimina iliskin ilk c¢aligmalar, bu tiir sinir kilavuzlarinin tam potansiyelinin

belirlenmesiyle bu malzemelerin periferik sinir dokusunun onarimi ve rejenerasyonu

icin umut verici oldugunu gostermektedir (156).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. MALZEMELER

PEDOT:PSS polimeri PEDOT igerigi %0,5 wt., PSS icerigi %0,8 wt. (su i¢inde &1.3
wt. dispersiyon seklinde, Sigma-Aldrich, ABD) olacak sekildedir. PEDOT:PSS
polimerine ¢6ziicii olarak dimetil siilfoksit(DMSO, saflik oran1 > 99,9, Sigma-Aldrich,
ABD) kullanilmigtir. Jelatin (BioBasic, Newyork, ABD) temin edilmistir. Asetik asit
(Saflik %100, Sigma-Aldrich, ABD) %50 wt. su ile karistirilmis ve jelatine ¢oziicii olarak
kullanilmistir. PLLA polimeri (ortalama Mn 40,000, Sigma, ABD) ve sican kuyrugu tip
I kolajen Sigma, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya’dan temin edilmistir. Coziici
olarak, asetik asit (saflik oram1 >%99, Isolab GmbH, Almanya) ve 1,1,1,3,3,3-
hekzafluoro-2-propanol (HFIP, saflik oran1i >%99, Sigma, ABD) kullanilmistir. Fetal
sigir serumu (FBS, Gibco, Almanya), gluteraldehid ¢ozeltisi (Biobasic, Kanada),

prestoblue ¢ozeltisi (R&d, Kanada) hiicre ¢calismalarinda kullanilacaktir.

3.2. 3 BOYUTLU SINiR TUPU URETIMI

3.2.1. 3B Yaza ile Plla Tiipiin Basilmasi

PLLA sinir tiipleri bir 3B yazici ile FDM metoduyla basilmistir. Ekstruderin
sicakligt PLLA’in basima uygun hale gelebilmesi i¢in 210°C’ye ayarlanmistir ve
cevre sicakliglr oda sicakligindayken basim yapilmistir. Sinir tiipleri ‘SolidWorks’
programiyla sanal olarak tasarlanmis ve STL formatina doniistiiriilerek bilgisayar

baglantili yazici ile basilmistir. Tiipler 0,3 cm ¢apinda ve 1 cm yiiksekligindedir.

3.2.2. 3B Basilmus Plla Tiipler Uzerine Jelatin/Pedot:Pss Fiber Membranin

Elektroegrilmes:

Elektroegirme yontemi, yukarida bahsedildigi gibi polimer esasli mikro ve nano-
liflerin iiretimi igin en etkin yontemlerden biridir. Universitemiz DETUAM Validebag
Arastirma Parki’nda bulunan FYTRONIX 9000 marka elektroegirme cihazi bu projede

kullanilmaktadir. 1ki siringa kapasitesine sahip oldugundan koaksiyel elektroegirme
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yapilabilmektedir. Cihaz 30 kV’ye kadar gerilim uygulayabilmektedir. Bu ¢aligmada

doner toplayici tabaka kullanilmistir.

Elektroegirme sisteminde, voltaj, ¢cdzeltinin pompalanma hizi (akis hizi), igne ile
hedef arasindaki mesafe degistirilerek farkli fiber morfolojileri ve fiber caplari
olusturulmaya calisilmigtir. Ortam sicakligi ve havadaki nem endeksi, oda kosullarinda

ortalama 25°C ve %50 olarak raporlanmistir.

L33
ELECTROSPINNING SYSTEM

Resim 3.1: Universitemiz Validebag Arastirma Parki’nda bulunan FYTRONIX 9000
marka elektroegirme cihazi

Elektroegirme islemi icin c¢ozelti hazirlamak amaciyla, PEDOT:PSS sulu
¢ozeltisi (su iginde &1,3 wt. dispersiyon seklinde, Sigma-Aldrich, ABD) 6 saat boyunca
kuvvetlice karistirildiktan sonra DMSO (DMSO, Sigma—Aldrich), son ¢6zeltini %50’si
olacak miktarda eklendi. Cozeltideki PEDOT:PSS yogunlugu degistirilerek (son
¢ozeltinin %0,5°1, %1°1, %2,5u, %5°1, %10°u) farkl ¢alisma gruplar1 olusturuldu. Oda
sicakliginda 24 saat manyetik karistiricida karistirilan ¢ozelti daha sonra diiz propilen bir
tabakanin lizerine yayilarak 60°C’de 24 saat kurumaya birakildi. Tamamen kurumasini

saglamak amaciyla her dongii 30 dakika olacak sekilde 130°C’lik 3 dongii kurutma islemi
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uygulandi. Yiizeyden soyulan PEDOT:PSS filmler elektroegrilme i¢in hidrojel formunda
elde edildi.

Daha o6nce 3B yazici ile basilmig olan PLLA tiipler doner bir rotora bagli uca
sabitlendi ve yukarida anlatilan sekilde hazirlanan hidrojel elektroegirme polimeri, direkt

olarak PLLA tiiplerin iizerine eleketroegrilme seklinde uygulandi.

3.3. JELATIN/PEDOT:PPS FiBR KARAKTERIZASYONU

3.3.1. Taramah Elektron Mikroskobisi (Tem)

Elektroegirme silireci boyunca denenen parametrelerin arasinda en iyi fiber
yapisinin elde edilmesine izin veren iiretim parametrelerinin tespit edilmesi i¢in taramali
elektron mikroskopisi (SU7000, HITACHI, Japonya) ile yiizey karakterizasyon ve fiber
morfolojisinin belirlenmesi saglanmistir. Bunun i¢in, elektroegirme islemi sonunda folyo
hedeften ayrilmis ve fiber mat, elektrik iletkenligi saglanabilmesi amaciyla piiskiirtmeli
kaplama yontemi (sputter coating) ile altin/paladyum (Au/Pd) kaplanarak 12 kV

hizlandirma voltajinda incelenmistir.

Enerji dagilimli X-1s1mn1 spektrometresi (EDS), TEM ve gecirimli elektron
mikroskoplar1 i¢in ¢ok farkli uygulamalarda kullanilmak iizere iiretilmis, malzemenin
farkl1 bolgelerinde elemental kimyasal analiz, ¢izgi analizi, faz tespiti ve haritalamasi,
renkli kompozisyon goriintiilemesi gibi tekniklere olanak saglayan bir yontemdir.

Uretilen fiberlerdeki altin nano pargaciklarin miktarmin saptanmasinda kullanilmistir.

3.3.2. FTIR (Fouirer Transform Infrared Spectroscopy)

FTIR analizleri ATR ve KBr-tablet formlarinda yapilarak doku iskelesinde

kullanilan polimerlerin transmisyon bandlarindaki degisiklikler incelenmistir.

Yapisinda Jelatin ve PEDOT:PSS bulunan numunelerde kimyasal baglara ait
kiziltesi spektrum bantlar1 ve polimerik fiberlere ait bantlar, projede onerildigi gibi
Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR, Nicolete, THERMO-FISHER, ABD)
ile incelenmistir. Kullanilan cihaz {iizerinde entegre zayiflatilmis toplam yansima
(attenuated total reflection, ATR) iinitesi bulunmaktadir. ATR modunda, saf ve kompozit

fiberlerin kizil6tesi spektrumlar1 650-4000 cm™! dalga sayisi araliginda kaydedilmistir.
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3.3.3. Fosfat Tamponlu Salin (Pbs) i¢inde Sisme Testi

Fosfat tamponlu salin (PBS) ¢6zeltisi bir tampon ¢ozelti olup, laboratuvar
ortaminda insan viicut sivilarinin iyon konsantrasyonunu, ozmolarite ve pH agisindan
benzer ortam olusturulmasi i¢in Ozellikle degerlidir. 1 litre 1xPBS hazirlamak igin,
sirastyla su adimlar takip edilmigtir: 1) 800 ml damitilmis su, 1 litrelik bir behere
koyulmustur ve manyetik karistirici izerine yerlestirilmistir. 2) 8 g NaCl eklenmistir. 3)
0,2 g KCI eklenmistir. 4) 1,44 g NaoHPOg4 ek eklenmistir. 5) 0,24 g KH2PO4 eklenmistir.
6) HCl ile ¢ozeltinin pH'1 7,4'e ayarlanmistir. 7) Toplam hacim 1 litreye tamamlanacak

sekilde ¢ozeltiye distile su eklenmistir.

Uretilen fibroz membranin sisme davranisi, dairesel numunelerde gravimetrik
yontemle belirlenmistir. Her numune, farkli zaman araliklar1 i¢in bir fanh firin igerisinde
37°C’de sabit tutulan PBS (pH = 7,4) igerisine daldirilmistir. Her zaman noktasinda,
numulerin {izerinden fazla tampon ¢ozeltisi bir filtre kagidiyla alindiktan sonra hassas
terazide (Axis, Gdansk, Polonya) agirliklar1 dl¢iilmiistiir. Sisme derecesi (%) asagidaki
Esitlik 3.1°e gore hesaplanmustir:

(Esitlik 3.1)

W, — W,
Sisme(%) = ———2 x 100

Wa

Burada Ws numunenin PBS'ye daldirildiktan sonra sismis (swollen) haldeki

agirligini ve Wy ise kuru haldeki numunenin agirhigini belirtir.

3.3.4. In-Vitro Bozunma Testi

Standart bozunma testi i¢in 6rnekler 3 mm uzunlugunda hazirlandi1 ve tartildi.
Tiim numuneler etanol ve PBS icine daldirildi ve yaklasik 81.00 mbar'da 30 dakika
boyunca beklemeye birakildi. PBS'den c¢ikarildiktan sonra, numuneler PBS ile {i¢ kez
yikanip tekrar 3 ml PBS ¢ozeltisine daldirilmig ve 37°C'lik sabit sicaklik su banyosunda
salinim yapilmistir. Eppendorf tiiptindeki PBS ¢ozeltisi her 7 giinde bir yenilendi.

Numuneler, belirlenen zaman noktalarinda (2 giin, 4 giin, 7 giin, 2 hafta, 4 hafta) ¢ikarildi
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ve deiyonize su (li¢ kez) kullanilarak PBS tuzu taneleri temizlendi, sonra liyofilize edildi
ve tartildi. Her 6rnek i¢in her zaman noktasinda ti¢ 6l¢iim gerceklestirildi ve veriler
ortalama = SD (n = 3) olarak sunuldu. Bozunma i¢in, numunenin kiitle kayb1 asagidaki

Esitlik 3.2°ye gore hesaplanmustir.

e Mo o 100 (Esitlik 3.2)

Kitle Kaybt =
my
Burada m, 6rnegin belirli bozunma zaman noktasindaki agirligi, moe ise 6rnegin

baslangi¢ agirlhigidir.

3.3.5. Smir Tiiplermin Elektriksel, Kimyasal Ve Mekanik Degerlendirmesi

Kanallarin iletkenlik 6l¢iimii standart dort noktali prob yontemi kullanarak ortam
sicakliginda 0,5 mA akim ile yapildi. Dort nokta prob aleti voltajin degerini 6lger. Voltaj
degeri, tiiplerin kalinlik ve elektriksel diren¢ degerleri asagidaki denklem {iizerinde

kullanilarak sinir tiiplerinin elektrik iletkenligi asagidaki Esitlik 3’e gore hesaplandi.

_In2 (1) (Esitlik 3.3)

nt \V

Burada, ¢ = elektriksel iletkenlik (S / cm), t = tiipiin kalinlig1 (cm), I = akim (A)

ve V = voltaj (V). Her bir tiip i¢in en az bes 6l¢iim yapild1 ve ortalama degerler rapor

edildi.

3.4. JELATIN/PEDOT:PSS FIBER MEMBRAN iLE KAPLANMIS PLLA
TUPLER iLE iN-VITRO HUCRE CALISMALARI

Hiicreler 5 mL bazal ortamda yeniden siispanse edildi (B27 takviyesi iceren DMEM
(20 mL / mL; Gibco) ve bFGF (20 ng/mL; Invitrogen) ). Hiicreler 75 mL'lik kiiltiir
flasklarina kaplanmigtir. Ortam medyumu 3 giinde bir degistirildi. Hiicreler haftada bir
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pasajlanmistir. Hiicreler daha sonra bazal ortamda siispanse edildi (%10 FBS iceren
DMEM). Iskeleye nérosferleri ekmek igin 3,1 X 10° hiicre, 20 ml kiiltiir ortamina
(DMEM, %10 FBS ve 50 mg/ml askorbik asit) NGF eklenmis ve tiipler {izerine hiicreler
ekilmigtir. Hiicre ekilmis tiipler, 35 mm kiiltiir kaplarinda kiiltiir medyumu her 2 giinde
bir degistirilerek 1 4giin boyunca inkiibe edilmistir. Hiicre ekiminden 1, 3, 5 ve 7. giin
sonra Orneklere ve kontrollere ‘PrestoBlue’ ile hiicre proliferasyon(yayilma) testi
uygulanmistir. Hiicre kiiltiirii hacminin %10’u olacak sekilde ‘Prestoblue’ eklenmistir.
37°C’de plakalar 4 saat daha inkiibe edilmistir ve ardindan renk kompleksinin absorbansi,
‘PrestoBlue’ i¢in 600 nm'ye ayarlanmis bir referans dalga boyu ile 570 nm'de

okunmustur.

Iskelelerdeki hiicrelerin morfolojisini incelemek igin farkli inkiibasyon
donemlerinin sonunda SEM analizi yapildi. Ornekler 3 kez PBS ile yikand: ve hiicreler,
oda sicakliginda 1 saat boyunca 4% paraformaldehit ile sabitlendi. Daha sonra iskeleler
3 kez PBS ile yikand1 ve kurutuldu. Son olarak, heksametildisilazan igine daldirildilar ve

altinla (5 nm) kaplamadan 6nce kurutuldular.

3.5.HUCRELERIN FLORESAN MiKROSKOBU ANALIZi

Iskeleler iizerine ekilen sinir hiicrelerinin morfolojisini incelemek igin 1. Ve 7.
giinun sonunda invert floresan mikroskobu (DMI 8, Leica Microsystems, Almanya)
analizi yapildi. Hiicreler fiksasiyondan sonra Fallodin-FITC ve DAPI (Abcam, ABD) ile
boyandi. Falloidin-FITC'nin stok ¢ozeltisi, 0.1-5 mg / ml'de PBS iginde hazirland.
Ornekler PBS ile yikandiktan sonra %4 formaldehit kullanilarak 10 dakika boyunca
fikslendi. Bu asamay1 takiben, 6rnekler PBS'e batirild1 ve PBS i¢inde% 0.1 Triton X-100
ile 10 dakika siireyle dehidre edildi ve dehidrasyon asamasindan sonra PBS ile yikandi.
Ornekler, 40 dakika boyunca oda sicakliginda Falloidin-FITC (50 ug / ml) ile boyand.
Daha sonra, boyanan hiicreler ii¢ kez PBS ile yikanmalidir. Son olarak, hiicre gekirdigini
boyamak i¢in DAPI (50 ug / ml) eklenerek 15 dakika beklenir ve gériintglemeden 6nce 3
defa PBS ile yikanir.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel analizi icin SPSS yazilimi (ver. 23.0; IBM Corporation, NY,
ABD) kullanilarak ¢oklu karsilastirmalar i¢in Tukey post hoc testi ile tek yonlii varyans
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analizi (ANOVA) kullanildi. Farklar p < 0.01'de 6nemli kabul edildi. Sonuglar ortalama
+ standart sapma (SD) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. SINIR TUPLERININ 3B BASIMI

Yontem kisminda anlatildigr gibi sinir tiiplerinin basimi i¢in mekanik ekstriizyon
yontem ile ¢alisan Renovo 3B biyoyazici kullanilmistir. Bu yontemde elde edilen son
irtinii etkileyen faktorler sirasiyla: termoplastik basligin sicakligi, baski tabaksinin
sicakligi, baski hiz1 ve uygulan mekanik basing olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada ilk
basim katmaninin ylizeye tutulmasini saglamak i¢in baski tabakasinin sicakligr 45°C
olarak ayarlanmistir. Optimum basim kosullarini elde etmek icin diger basim etkenleri

Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi optimize edilmistir.
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Cizelge 4.1: Farkli parametrelerle sinir tiipii 3B basimi (B: Birinci tabaka, 1: ikincil
tabakalar)

Deneme Mekanik Sicaklik (°C) | Basim hizi 3B basim
Basing (PSI) (mm/sn) sonucu
Polimer
yapisinda
bozulma ve
renk degisimi

B: 100

1 80 200 i: 10

Istenilen
akiskanlik
saglanmis
fakat polimer
kat1 faza
gecmedigi
i¢in
katmanlarda
bozulma
meydana
gelmis.

Net liimen
bosluklari,
kismi
diizensizlikler
ve bozulmalar

Katmanlar
aras1 kismi
kaymalar

Dis ¢evre
ideal, liimen
B: 45 bosluklari
I:7 tamamen
belirgin ve
herhangi
bozulma yok

I_3: 100

2 80 180 i. 7

3 80 170

4 70 170

5 70 170

Cizelgede gosterildigi gibi optimum mekanik basing 75 PSI, termoplastik baglik
sicakligr 170°C, birincil tabaka baski hizi 45 (mm/sn) ve ikinci tabakalar i¢in 7 (mm/sn)
olarak belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen sinir tiipiiniin dis ¢evresi ideal olmasinin
yani sira liimen bosluklari istenilen boyutlarda olusturulmus olup ve son urun tasarlanan

iiriine en yakin benzerligi gostermektedir.
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4.2. ELEKTROEGIRME SONUCLARI

Elektroegirme islemi ve sonuglart c¢evre kosullarina bagli degiskenlik
gostermektedir. Cevre kosullarinda olusacak bir¢ok degisken elektroegirme siirecini ve
olusan fiber matrisi etkilemektedir. Elektroegirme yapilan odanin sicaklif1 ve goreceli
nem oranindaki degisiklikler olusan matris yapisini, biitiinliigiinii, fiber morfolojilerini,
fiber caplarini ve bazi fiziksel 6zelliklerini degistirmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda
yaptigimiz elektroegirme ¢aligmalar1 esnasinda oda sicakligindaki degisim ve ozellikle
nem oraninin yiiksek oldugu giinlerde artan goreceli nem oranlart fiber olusumunu
etkilemigtir. Oda sicakliginin 25°C’nin altina diistigli kosullarda siringa ucundan ¢ikan
soliisyonda jellesme meydana gelmis ve elektroegirme islemine devam edilememistir
(Bkz. Resim 4.2). Ozellikle yagmurlu giinlerde meydana gelen géreceli nem oranidaki
artis ise tabla lizerinde tabaka olusumu olmamistir ya da normal sartlara gore daha ince
ve diizensiz olmustur. Bu nedenlerle, elektroegirme yapilan odanin kosullar1 her 6rnek
icin ayni olmalidir. Bu parametrelerdeki farkliliklar dikkat edilmedigi siirece deney

sonuglarini etkileyebilmektedir.

Resim 4.1: Siringanin ucunda donan ¢ozelti
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'

; ik
Resim 4.2: a) 80% nem oraninda elde edilen sonug, b)50% nem oraninda elde edilen
sonug.

Resim 4.2°de Ortam neminin ‘Taylore’ konisi tizerindeki etkisini gostermektedir.
Nemin artmasi, fiber caplarimin artmasina ve sistemin dengesinin bozulmasia yol

agcmistir.

Jelatin kolay elektroegrilebien bir malzemedir ve asetik asit ve HFIP basta olmak
iizere bircok c¢oziicliyle elektroegrilebilmektedir. %100 asetik asit icinde coziilerek
hazirlanan jelatin ¢ozeltisinin viskozitesi elektroegirme i¢in uygun olmadig1 gézlenmistir.
%100 asetik asit dogal polimer olan jelatin polimer zincirlerini kirarak polimer yapisini
degistirmektedir. Bu nedenle asetik asit seyreltilerek kullanilmis ve bdylece polimer
zincirlerinin kirilmasi 6nlenmistir. Sirayla %7 wt., %20wt., %30 wt., %35 wt., %40 wt.
ve %50 wt. Asetik asit icinde jelatin ¢Ozeltileri hazirlanarak, ¢ozeltilerin akiskanligi
incelenmistir. %50 wt. altindaki sulu c¢ozeltiler yiiksek yeterli iletkenligi
saglayamamalarindan dolay1 elektroegrilme i¢in uygun olmadiklar: tespit edilmistir.
Diger taraftan polimer zincirlerinin kirilmasini 6nlemek i¢in asetik asit oranin diisiik

tutulmasi gerekmektedir.
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Elektroegirme kosullarini optimize etmek icin yapilan denemeler cizelge 4.2°de
(Bkz. Cizelge 4.2) Ozetlenmistir. Tiim Ornekler 28°C oda sicakliginda ve %50 nem
oraninda elektroegrilerek olusturulmustur. Tabla {lizerinde fiberlerin toplanarak tabaka
olusturabilmesi i¢in, fiber olusumu goézlenmeye basladiktan sonra 30 dakika boyunca
elektroegirmeye devam edildi ve tabla {izerine sarilmig aliiminyum folyo {izerinde

ornekler toplandi.

Tablodaki sonuglara bakilacak olursa iletken bir polimer olarak bilinen
PEDOT:PSS polimerinin ¢ozeltilere eklenmesiyle birlikte fiber olusturmak i¢in gerekli
olan voltaj diigsmiistiir ve boylece daha kolay fiber elde etmek miimkiin olmustur. Sadece
%30 ve %40 jelatin g¢ozeltilerinin elektroegrilmesi i¢in gereken 30 kV olan voltaj
PEDOT:PSS polimerinin eklenmesiyle birlikte %30 civarinda diiserek 20 kV olarak
secilmistir. Ayrica elde edilen sonuglara gore akis hizi olarak 500 ul/h ideal akis hizi
olarak secilmistir. Hedef tablasinin, siringa ucundan 10 cm uzaklikta olmasi ¢oziiciiniin

buharlasmasi ve fiber olusmasi igin yeterli oldugu gézlemlenmistir.
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Cizelge 4.2: Farkli parametrelerle elektroegirme

igne ucu-
Volt Akis Hiza tabla
Cozelti (KV) (ml/saat) Mesafesi Sonug
(Cm)
1 | %20 (W) jelatin 25 05 10 Tabla dzerinde homojen
tabaka olusumu gozlendi.
2 | %30 (wiv) jelatin 30 05 10 Tabla dzerinde homojen
tabaka olusumu gozlendi.
3 | %40 (wiv) jelatin 30 05 10 Tabla dzerinde homojen
tabaka olusumu gozlendi.
Tabla {izerinde
0 a0 .
4 %20 (w/v) jelatin , %0,5 25 05 10 damlaciklarla birlikte
(w/v) PEDOT:PSS tabaka olusumu
gozlendi.
Tabla tizerinde
0 . . .
5 %30 (w/v) jelatin, %0,5 30 05 10 damlaciklarla birlikte
(w/v) PEDOT:PSS tabaka olusumu
gozlendi.
Tabla tizerinde
6 %40 (w/v) jelatin, %0,5 30 05 10 damlaciklarla birlikte
(w/v) PEDOT:PSS : tabaka olusumu
gozlendi.
S Tabla tizerinde
%20 (w/v) jelatin , %0,5 .
7 (W/v) PEDOT-PSS 20 0.5 10 homojen tt.abaka’
olusumu gozlendi.
Tabla tizerinde
%30 (w/v) jelatin, %0,5 .
8 (W/v) PEDOT:PSS 25 0,5 10 homojen tc.abaka’
olusumu gozlendi.
Tabla tizerinde
%40 (w/v) jelatin, %0,5 homojen tabaka
° (w/v) PEDOT:PSS 25 0.5 10 olusumu
gozlendi.
1o | %20 @) jetatin o6t . 0 Tibll(a ﬁzlermde
(W/v) PEDOT:PSS ' tabaka olusumu
gozlendi.
Tabla tizerinde
%30 (w/v) jelatin, %1 homojen tabaka
111 wiv) PEDOT:PSS 20 0.5 10 olusumu
gozlendi.
Tabla tizerinde
%40 (w/v) jelatin, %1 homojen tabaka
12 | (wiv) PEDOT:PSS 20 0.5 10 olusumu
gozlendi.
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4.2.1. Elektroegirme Yontemiyle Uretilen Fiberlerin Morfolojisinin

Incelenmesi

Resim 4.3’te, %20 jelatin ¢ozeltisinden elde edilen fiberlerin morfolojisini
gostermektedir. Fiberlerin homojen morfolojiye sahip oldugu acik bir sekilde

resimlerde gosterilmektedir. Ayrica yapida elektroegirme yonteminin en biiylk

sorunlarindan olan boncuk olusmasi gézlemlenmemistir.

Resim 4.3: %20 jelatin ¢ozeltisinden elde edilen fiberlerin  morfolojisini
gostermektedir. Biiyiitmeler (A)10000X, (B)5000X, (C)2500X ve (D)500X
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Resim 4.4: %30 jelatin ¢ozeltisiyle elektroegirme yontemi kullanilarak {iretilen fiber
membranin morfolojisi gosterilmektedir. Biiylitmeler (A)10000X, (B)5000X, (C)2500X
ve (D)500X

Jelatin konsantrasyonun artmasiyla birlikte ¢ozeltinin viskozitesinde gozle
goriiniir bir artis 6lmiistiir ve bodylece fiber olusturmak igin voltaj 30 Kv olarak
secilmigtir. Resim 4.4°te gorildiigi gibi %30 jelatin ¢ozeltisiyle de homojen ve
boncuksuz fiber yapisi elde edilmistir ve bdylece bu konsantrasyonda jelatinin

elektroegirilebilir oldugu gosterilmistir.

Resim 4.5’te, %40 jelatin (10000X, 5000X, 2500X ve 500X biiyilitme)
cozeltisinden elde edilen fiberlerin morfolojisini gosterilmektedir. Goriildiigli gibi
fiberlerin yiizeyi pliriizsiiz bir sekilde olusmustur ve bdylece ¢cozeltinin ideal bir hizda
buharlastigin1 ve fiberlerin yiizeyinde kalinti birakmadigini1 gostermektedir. Ayrica
tiim guruplarin SEM goriintiileri fiberlerin morfolojisinin ¢capraz baglanma isleminden
sonra diizgiin olduguna ve fiberlerin %3 glutaraldehit buharindan dolay1 erimedigini

gostermektedir.
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Resim 4.5: %40 jelatin ¢ozeltisinden elde edilen fiberlerin morfolojisini gostermektedir.
Biiyiitmeler(A)10000X, (B)5000X, (C)2500X ve (D)500X

Resim 4.6’da jelatin/PEDOT:PSS kompozit malzemeyle iiretilmis fiberlerin
TEM goriintiileri gosterilmektedir. PEDOT:PSS polimerin eklenmesiyle birlikte
cozeltilerin viskozitesinin diistiigli goriilmistiir ama diger taraftan iletkenligin
artmastyla birlikte daha diisiik voltajlarda fiber yapisi elde etmek miimkiin olmustur.
Boylece elektroegirme yonteminde iletkenligin 6nemli bir faktér oldugu ve iiretim

kosullarini ve fiber yapisini etkiledigi gosterilmistir.

Resim 4.7°de doner rotorla, daha dnceden basilmis PLLA tiiplerin iizerine
9000 RPM hizla sarilan jelatin/PEDOT:PSS membranin morfolojisi gosterilmektedir.
Sekillerden goriildiigii gibi yiliksek hizda sarilmasina ragmen fiberlerde herhangi bir
yonlenme goriinmemektedir. Tiiplerin ¢apmin kii¢iik olmas1 burada etkili bir faktor
oldugu diisiiniilmektedir, bdylece bu captaki tiipleri kaplarken yonlendirmeyi

saglamak icin 9000 RPM’in {iistiine ¢ikilmasi gerektigi gosterilmistir.
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Resim 4.6: A) %40 jelatin-%0,5 PEDOT:PSS ve B) %40 jelatin-%1 PEDOT:PSS
cozeltisinden elde edilen fiberlerin morfolojisini gdostermektedir. C) %20 jelatin-%0,5
PEDOT:PSS ve D) %20 jelatin-%1 PEDOT:PSS ¢ozeltisinden elde edilen fiberlerin

yapisini gostermektedir
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Resim 4.7: (A)%40 jelatin-%0,5 PEDOT:PSS, (B)%40 jelatin- %1 PEDOT:PSS ve (C)
%20 jelatin-%0,5 PEDOT:PSS ve %20 jelatin-%1 PEDOT:PSS ¢ozeltilerinden 9000
RPM hizinda tiipiin {izerine sarilan fiberlerin yapisin1 géstermektedir

4.2.2. Fiberlerin Yaricaplarinin incelenmesi

Uretim yontemi, ¢dzelti konsantrasyonu ve iletkenlik gibi faktorlerin fiber
capin1 nasil etkiledigini arastirmak icin ‘Image J° programi kullanilarak fiberlerin
caplar1 incelenmistir (Bkz. Sekil 4.1). Sonuclar konsantrasyonun artmasiyla birlikte
fiber caplarin 6nemli bir artis egilimi gosterdigini ispatlamaktadir, diger taraftan
PEDOT:PSS polimerin eklenmesi ile iiretim voltajinin diismesine ragmen tiim
guruplardaki fiber ¢aplarinda gozle goriiniir bir diisiis oldugu gozlemlenmistir. Ayrica,
9000 RPM’de sarilan fiberlerde herhangi bir yonlenme olmamasina ragmen fiber
caplar1 kayda deger bir diisiis gostermigstir. Boylece bir yonlenme olmamasina ragmen
fiber ¢aplarinin 100 nm civarlarina diigmesiyle beraber yiizey alaninda biiyiik bir artis
Olmiistiir ve sonu¢ olarak hiicre tutunmasi ve yayiliminin artmasina yol agmasi

beklenmektedir.
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Sekil 4.1: Degisik oranlarda polimer ¢ozeltileri ile iiretilen fibrli membranlarin lif(fiber)
cap1 karsilagtirmalari

4.2.3. In-Vitro Bozunma Testi Sonug¢lar1

Bu calismada jelatin kullanmanin amaci bir ECM elde ederek hiicre
tutunmasini ve yayilimini arttirmaktir ama jelatin suda ¢6ziinebilir dogal polimer
oldugu i¢in ve nano fiber yapinin yiizey alan1 yiiksek oldugu icin ¢éziinme hizi daha
da artmaktadir. Bozunma hizin1 diistirmek ic¢in gultaraldehit buhariyla ¢apraz
baglanmistir. Asagidaki grafikteki sonuglara bakildiginda (Bkz. Sekil 4.2) 24 saat
boyunca ¢apraz baglama isleminin yeterli miktarda basarili olmadigin1 gostermistir,
oyle ki PBS c¢ozeltisinde 3 saat bekletildikten sonra %50 civarinda ¢6ziinme tiim
guruplarda kayit edilmistir ve bu da proteindeki serbest amin gruplari ve gultaraldehit
arasinda baglarin olusmasi i¢in 24 saat ¢apraz baglamanin yeterli olmamasindan

kaynaklanir. Diger taraftan, 72 saat boyunca 37°C’de gultaraldehit buharinda capraz
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baglanan Orneklerde serbest amin guruplarinin baglanmasindan kaynaklanan hafif
renk degisimi olmustur ve ayrica 3 saat sonunda %1’den daha az bozunma olmustur.
72 saatlik capraz baglama islemine tabi tutulan jelatin membranlar1 14 giin sonunda
%15 oraninda bir agrilik kayb1 gosterirken, 24 saat boyunca gultaraldehit buharinda

capraz baglanan Ornekler 7. giine gelmeden Once PBS c¢ozeltisinde tamamen

bozunmaya ugramislardir.
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Sekil 4.2: Farkli yogunlukta c¢ozeltiler kullanilarak {iretilen fibr6z membranlarin farkli
capraz baglama prosediirlerindeki bozunma davranislari

4.24. FTIR Sonuclar

Fiber = membranlardaki  fonksiyonel  gruplarin  belirlenmesi  igin,
Jelatin/PEDOT:PSS, saf PEDOT:PSS ve saf Jelatin yapilar1t FTIR spektrometresi

kullanilarak karakterize edilmistir. 380 ile 4000 cm-1 arasinda taranmistir. Bu 3 gruba
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ait absorbans degerleri ve arasindaki farkliliklar Sekil 4.3°te gosterilmektedir. 1000
cm? dalga boyunda ekstra pik goriilmektedir. Jelatin ile PEDOT:PSS’nin birlikte
iiretilmesi sonucunda 1000 cm™’de saf PEDOT:PSS’ye oranla daha yiiksek absorbans

saptanmuisgtir.
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Sekil 4.3: FTIR sonuglari

4.2.5. Sinir Tiiplerinin Elektriksel iletkenlikleri

Uretilen tliplerin elektrik iletken komponentini olusturacak
jelatin/PEDOT:PSS fibr6z membraninin elektrik iletkenlikleri 4 kanalli prob yontemi
kullanilarak test edilmis ve elde edilen sonuglar asagidaki ¢izelgede (Bkz. Cizelge
4.3) listelenmistir.
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Cizelge 4.3: Degisik polimer yogunluklarinda hazirlanmig ¢ozeltiler kullanilarak iiretilen
fibroz matrislerin elektrik iletkenlik test sonuglari

Malzeme fletkenlik (us/cm)
1 PLLA 188+15
2 %20 Jelatin 200+31
3 %30 Jelatin 230+11
4 %40 Jelatin 255+17
5 %20 Jelatin-%0.5 PEDOT:PSS 35049
6 %40 Jelatin-%0.5 PEDOT:PSS 475+12
7 %20 Jelatin-%1 PEDOT:PSS 640+23
8 %40 Jelatin-%1 PEDOT:PSS 739+16

%20 jelatinden olusan nano fiber yapida 200 ps/cm olan iletkenlik sirasiyla
%0,5 ve %1 PEDOT:PSS eklenmesiyle beraber 350 ve 640 ps/cm kadar artis
gostermistir. Uretilen sinir tiiplerinin arasinda en yiiksek iletkenlik %40 jelatin ve %1
PEDOT:PSS ile olusan yapida gdzlemlenmistir. Iletkenlik ve fiber ¢ap1 sonuglarini
karsilagtirdigimizda agik bir sekilde iletkenligin artmasiyla birlikte fiber ¢aplarinin
kiiclildiigli goriilmiistiir. Ayrica %0,5 PEDOT:PSS polimerinin eklenmesiyle birlikte
%40 jelatin ve PEDOT:PSS ten olusan yapida 475 ps/cm yiikselerek %86 artis
gostermistir. BoOylece sinir doku miihendisliginde 6nemli bir gereksinim olan
iletkenligi saglamak i¢in PEDOT:PSS polimerinin giliclii bir aday oldugu
gosterilmistir. Ayrica iletkenligi arttirarak elektroegirme yontemiyle iiretimde daha
diisiik voltajlarda iiretime imkan vermis ve fiber g¢aplarinin kii¢iilmesiyle birlikte
ylizey alanin artmasina yol agmistir. Yiizey alanin artmasinin hiicre tutunmasi ve

artisini beraberinde getirmesi beklenmektedir.

Ayrica sinir doku miihendisliginde, sinir hiicrelerinin farklilastirilmasinda

onemli bir rol oynamas1 ve hiicrelerin farklilasmasini arttirmasi beklenmektedir.

4.3. In-Vitro HUCRE DENEY SONUCLARI

In-vitro hiicre deneylerin sonucuna gére (Bkz. Sekil 4.4) birinci giiniin sonunda
tim guruplarda canlilik oran1t %80 civarinda goriinmektedir, boylece tiim guruplar
arasinda hiicre yapisma oranlar1 arasinda biiyiik bir fark gozlemlenmemistir. 3B
basimdan sonra jelatin fiberleriyle kaplanmamis olan PLLA tiip {izerine tutunmus olan

hiicreler 3.giin sonunda tepe noktalarina ulagsmis olup ve bu oran 7.giin sonunda kayda
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deger bir diisiis gostererek tekrar %82 oranlarina gerilemistir. Bu diislise neden olan
ana etken hiicrelerin tiip yiizeyini tamamen kaplamas1 ve hiicre doluluk oranin %100
ulagmasi oldugu disiiniilmektedir. Diger taraftan jelatin- PEDOT:PSS nano fiber
aglariyla sarilan tiim guruplarda 7.giiniin sonunda hiicre canlilik oran artmaya devam
etmektedir. Ayrica, PEDOT:PSS iletken polimer oraninin artmasiyla birlikte hiicre
cogalmasi onemli bir artis gostererek %40 jelatin ve %1 iletken polimerden olusan
gurupta 7.giin sonunda hiicre canlilik oran1 %130 gibi yiiksek bir orana ulagmistir. Bu
artisin ana nedeni fiber ¢aplarmin 100 nm civarlarina diiserek yilizey alanin artmasi
oldugu diistiniilmektedir. Jelatin oranin %100 artmasi hiicre canlilik oranini etkiledigi

deney sonuglariyla ispatlanmistir.

Hiicre canlilik sonuglar1 agik sekilde nano-fiber yapilarin yiizey alanini
arttirarak hiicrelerin tutunmasi ve cogalmasi i¢in ideal bir ortam hazirladigini
gostermistir. Ayrica, PEDOT:PSS polimerinin %1 orana kadar toksik olmadigi

boylece gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Farkli ¢ozelti gruplariyla hazirlanmig fibr6z membranlar iizerinde hiicre
canlilig1 gosterilmektedir (n=3, P< 0,01)

Resim 4.8 de goriindiigii gibi %20 jelatin ve %0,5 PEDOT:PSS igeren

fiberlerin {izerinde 7.glinun sonuda hiicrelerin yiizeye tutunduklari ve bir film
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olusturduklar1 agik bir sekide goriinmektedir. Ayrica sekil B’de goriildiigii gibi sinir
hiicreleri gozenekli yapidan faydalanarak, fiberlerin arasina go¢ etme eylemi

gostermistir.

100ulm SBU SU7000 15.00kV 6.2mm M-X2.50k UD

Resim 4.8: (A) %?20Jelatin-%0,5 PEDOT:PSS (800X), (B) %20Jelatin-%0,5
PEDOT:PSS (2500X) igeren orneklerin iizerindeki hiicre morfolojisini 7. Giiniin
sonunda gostermektedir

In-vitro hiicre deneylerinin sonuglarina paralel olarak jelatin ranin artmasiyla,
PEDOT:PSS o6ranin sabit kalmasina ragmen hiicre tiitunmasi ve ¢dgalmasi arttigi
gozlenmektedir (Resim 4.9). Hiicrelerin yiizeyde kiiresel sekilde kalmamalari ve
filopodiyalarinin izamas1 hiicrelerin ¢ogalma ve béliinme eyleminde olduklarini agik
bir sekilde gostermektedir. Resim 4.9 (A) da gorldiigli gibi hiicrler tek bir noktada
kiimelenmenis ve fiber ylizeyinde yayilarak tiim yiizeyi kaplamaya baslamistir. Elde

edilen fiber yap1 hiicrelerin sadece yayilmasinda etkili oldgu diistinilmektedir.

Resim 4.10, %20 jelatin ve %1 PEDOT:PSS’den oliisan yap1 lizerindeki sinir
hiicrelerinin morfolojisini 7.glinlin sonunda gostermektedir. SEM goriintiilerinde
goriildiigii gibi PEDOT:PSS iletken polimerinin artmasiyla birlikte sinir hiicreleri
sekilsel olarak degisim gostererek daha slindirik bir yapiya sahip olmiiglardir. Ayrica
biirdaki diger bir 6nemli faktor fiber yaricaplarinin 6nemli disiisiidiir. Fiber
yaricaplarinin diismesiyle birlikte oOrneklerin ylizey alani artmistir ve boylece

hiicrelerin aktivitesinde 6nemli bir deyisim meydana gelmistir.
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Resim 4.9: (A) %40Jelatin-%0,5 PEDOT:PSS (250X), (B) %40Jelatin-%0,5
PEDOT:PSS (3000X) igeren orneklerin iizerindeki hiicre morfolojisini 7. Giiniin
sonunda gostermektedir

| 1t 5993 0 L
50.0pm

SBU SU7000 15.00kV 6.4mm M-X1.30k UD

Resim 4.10: (A) %20Jelatin-%1 PEDOT:PSS (400X), (B) %20Jelatin-%1
PEDOT:PSS (1200X), (C) %20Jelatin-%1 PEDOT:PSS (1300X), (D) %20Jelatin-%1
PEDOT:PSS (2200X), iceren orneklerin tizerindeki hiicre morfolojisini 7. Giiniin
sonunda gostermektedir
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Resm 4.11’de %40 jelatin ve %1 PEDOT:PSSten oliisan sinir tiipiliniin
iizerindeki hiicrelerin morfolojisi goriinmektedir. Resimde goruldgii gibi 7. giiniin
sonunda ylizeyin biiylik bir kismi1 sinir hiicreleriyle sarilmis olup ve hiicreler farkli
yonlerde go¢ etmeye baslamislardir. Hiicrelerin yiizeye yayilmasi ve gozeneklerin
arasina penetre etmesi in-vitro deneylerinden elde edilen sotiiglar1 agik bir sekilde

dogrulamaktadir.

B2 A= e e
i : '{ D 22N
SBU SU7000 15.00kV 6.0mm M-X250 UD

30.0pm

Resim 4.11: (A) %40Jelatin-%1 PEDOT:PSS (200X), (B) %40Jelatin-%1
PEDOT:PSS (400X), (C) %40Jelatin-%1 PEDOT:PSS (500X), (D) %40Jelatin-%1
PEDOT:PSS (2000X), igceren orneklerin tizerindeki hiicre morfolojisini 7. Giiniin
sonunda gostermektedir

4.8. HUCRELERIN FLORESAN MiKROSKOBU SONUCLARI

Floresan mikroskobu goriintiilerinden elde edilen sonii¢lara gore jelatin ve
PEDOT:PSS oranin artmasiyla birlikte hiicrelerin aktivitesi agik bir sekilde artmistir
(Resim 4.12 ve 4.13). Goriintiilerde Fallodin-FITC boyasinin etkili oldugu bolumler

yesil renkle gosterilmistir. Fallodin-FITC hiicre zarini ve aktin filamentlerini
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boyayarak sinir hiicrelerini etiketlemistir. Ama hiicrelerin saglikli oldiigiino

gostermek icin DAPI boyasi kullanilarak boyanan hiicre ¢ekirdekleri de incelenmistir.

Resim 4.12: (A) %20Jelatin-%0,5 PEDOT:PS (20x), (B) %40Jelatin-%0,5
PEDOT:PSS (20X), 7. Giin sonundaki hiicre goriintiileri

Resim 4.13: (A) %20Jelatin-%1 PEDOT:PSS, (B) %40Jelatin-%1 PEDOT:PSS, 7.
Giin sonundaki hiicre goriintiileri
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5. TARTISMA

Elektroegirme yonteminde, c¢ozelti veya erimis formdaki polimer sivilar,
birka¢ mikrondan birka¢ nanometreye kadar caplara sahip ultra ince lifler haline
gelmek igin yliksek bir DC voltaj1 altinda zorlanir. Polimer ¢dzeltisini  hazirlamak
icin kullanilan ¢oziicii, egrile bilirlik tizerinde baskin bir etkiye sahiptir. Jelatin, sulu
bir ¢ozelti olarak 40°C'nin iizerindeki sicakliklarda suda kolayca ¢6ziilebilir. Boylece
bir sulu ¢ozelti olarak makro yapida jelatin fiberleri iiretmek i¢in kolaylikla kullanila
bilir ama mikro/nano fiber iiretimi i¢in su ¢6zeltisi yeteri kadar iletkenlik saglamadigi
igin voltajin arttirilmas1 gerektir ve voltajin artmasiyla birlikte fiber caplarinda

artacaktir (157).

Jelatinin fiber olusturma kabiliyetinin mikro veya nano fiber olusturmak i¢in
yeterli olmama nedeniyle, bu 6zelligini gelistirmek i¢in 6nceki ¢alismalarda bagka

sentetik polimerler eklenir ve boylece egrile bilirlik arttirilmis olur (157-159).

Jelatinin  polielektrolit  6zelligi nedeniyle suda ¢6ziinen jelatinin
iklimlendirilmis elektroegirme cihazi kullanarak jellesmemesi saglansa bile nano fiber
elde edilmesi miimkiin degildir. Genelde iyonik olmayan ve organik ¢oziiciiler i¢inde
¢Oziicii ve ¢oziicller arasindaki noniyonik etkilesimler yoluyla ¢oziilebilen sentetik
polimerlerin aksine, jelatin, bircok iyonize edilebilir gruba sahip olan bir tiir
polielektrolit polimerleridir. Jelatindeki amin ve karboksilik fonksiyonel gruplari,
asidik reaktiflerle iyonize edilebilir veya pozitif/negatif yiikler tasimak i¢in hidrolize
edilebilir. Sulu ¢ozeltide, bu tiir pH’a bagl iyonizeysen, kii¢iik kars1 iyonlarin eslik
ettigi birgok yilik tasiyan bir poliiyona yol acar. Ayrica, jelatin gii¢lii hidrojen
baglarindan olusan 3B makro molekiil yapist polimer molekiil zincirlerinin
hareketliginin biiyiik 6l¢lide azalmasina neden oluyor. Tiim bunlar1 gdz Oniinde
alindig1 zaman ¢oziicii olarak bir organik ¢oziicli kullanilarak jelatinin egirile bilme
ozelliginin arttirilmas1  gerekmektedir. Jelatin, gii¢lii polariteye sahip bir
biyopolimerdir ve onu ¢dzmek icin yiiksek polariteli organik ¢dziicii kullanmak daha
iyi sonuglara yol agacaktir. Onceki calismalarda, Trifloroetanol ve HFIP gibi florlu
alkollerin, kolajen gibi polipeptit biyopolimerler ig¢in 1iyi ¢doziicliler oldugu
gosterilmistir (160). Jelatinin denatiire edilmis kolajen oldugu diisiiniildiigiinde florlu

alkollerin jelatin i¢in uygun olacagi diisiiniile bilir. Gomes ve arkadaslari, soguk su
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baligindan elde edilen jelatin kaynagini ¢6zmek i¢in su ve %90 asetik asit kullanilarak

iki farkli soliisyon hazirlanmistir (159).

Bu c¢alismada elektroegirme parametreleri olarak bilinen voltaj, hedefin
uzakligi, akis hizi, sicaklik ve nem oranlari sirasiyla 15 kV, 15 cm, 0,3 ml/h, 24 °C ve
%46 olarak ayarlanmistir ve fiber ¢aplart 300 nm civarinda raporlanmistir. Balik
jelatini, s1gir kaynakli jelatinleriyle karsilattirdigimizda daha diisiik sicakliklarda
jellesmeye basladigi gortinmektedir. Bu ¢alismadan farkli olarak bizim g¢alismada
sicaklik 28 °C olarak optimize edilmistir ve bunun ana nedeni sigir kaynakli
jelatinlerin jellesme sicakligidir. Ayrica, polimer zincirlerini zarar vermemek ve
jelatinin molekiiler agirhigini diisiirmemek i¢in daha seyreltilmis asit kullaniimistir.
Burada ¢ozeltinin elektroegirme i¢gin uygun viskozite ve iletkenlige ulagsmak i¢in %50

asetik asit + %1 HFIP kullanilmistir.

Baska bir calismada Huang ve arkadaslari, jelatin mikro/nano fiber elde etmek
igin ¢oziicli olarak 2,2,2-triflorotanol kullanmislar. Bu ¢alismadaki amag ¢6ziiciiniin
ve jelatin konsantrasyonun elektro egirme potansiyelini arastirmakti. Elde edilen
sonuglara gére homojen fiber elde etmek i¢in jelatinin oranin énemli bir etken oldugu
gosterilmistir. Bu gurubun elde ettikleri sonuglara gore boncuksuz bir fiber yapi elde
etmek i¢in alt limit %7,5 jelatin ve diger taraftan iist limit olarak %12 jelatin
gosterilmistir. Bu ¢calismaya paralel olarak, bizim ¢calismada da jelatin oranin alt limiti
%7 olarak elde edilmistir ama diger taraftan %40 oranina kadar arttirilmasina ragmen
homojen ve boncuksuz fiber elde edilmistir. Ayrica, Ratanavaraporn ve arkadaslari,
jelatin ¢ozeltisinin %20-40 w/v konsantrasyonunun, fiber uzunlugu boyunca piiriizsiiz
ylizeyli jelatin lifleri liretmek i¢in optimize edilmis aralik oldugu gostermisler, bu

sonug , ¢calismada elde edilen sonugla birebir ortiismektedir (161).

Bu calismada, iletkenligi arttirmak i¢in ve sinir dokusunun gereksinimlerinden
birini taklit etmek icin jelatinin yanisira PEDOT: PSS polimeri de yapinin igine
eklenmistir. Elde edilen sonuglara gore bu polimerin eklenmesiyle birlikte daha diigiik
voltajlarda fiber yapis1 olusturulmus. Daha diisiik voltajlarda fiberlerin elde edilmesi
elektro egrile bilme 06zelliginin arttigin1  gostermektedir. Calisma esnasinda
PEDOT:PSS polimerinin eklenmesiyle birlikte viskozitede dnemli bir diisiis oldugu
icin diger taraftan egrile bilme potansiyelinin diismesine yol a¢gmistir. Bu sorunun

ontine gecmek i¢cin PDOT:PSS yontem kisminda detayli bir sekilde aciklandigi gibi
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PDOT:PSS hidrojelin kullanilmas1 bu 06zelligi etkili bir sekilde arttirdigi

gosterilmistir.

Yang ve arkadaslarinin ¢aligmasina gore hizalanmis fiberlerin sinir doku
mithendisliginde etkili bir faktor oldugu gosterilmistir (162). PLLA hizali fiber elde
etmek i¢in 1000 RPM de mil iizerine elektroegirme yapilmistir. Bu ¢alismaya gore
1000 RPM tamamen hizalanmis fiber yapist mumken olmustur. Bu ¢alismanin aksine,
bizim ¢alismamizda 10000 RPM hiza ¢ikmamiza ragmen hala hizalanma saglanmamais
ve sadece fiber caplarinin diistiigii gézlemlenmistir. Bu sonuca neden olan faktor

PLLA tiipiiniin iletkenligi ve fiber toplama siiresinin izglinlligii olabilir.

Katta ve arkadaslari, hizalanmis nano fiberler elde etmek i¢in bakir kablolar
kullanarak bir faradi kafas1 benzeri toplama hedefi olusturmuslar (163). Bu ¢alismaya
gore toplama zamanin artmasiyla birlikte, hedefin iletkenligi diisiiyor ve bu da yeterli

hizalanmay1 saglayamiyor.

Diger taraftan, fiber caplarinin jelatin oraniyla dogrusal olarak degistigi
gosterilmistir. Fiber caplar1 jelatin konsantrasyonun artmasiyla birlikte 6nemli bir
artis gostermistir. Bunun en 6nemli sebebi, jet tarafindan tasinan yiikler arasindaki
itmenin neden oldugu normal gerilmeyi engelleyen ve daha kalin fiberlerin
olusmasina neden olan, birbirine bagli molekiiler zincirleri olan bir ¢ozeltiyi elektro
egirmemiz oldugunu diisliniiyoruz. Thompson ve arkadaslarinin yaptigir calismaya
gore, hacimsel yiik yogunlugu, hedefin siringadan uzakligi, ilk jet/orifis yarigapi,
relaksasyon siiresi ve viskozite fiber yaricapi iizerinde en 6nemli etkiye sahip olan
faktorlerdir (164). Bunlara ek olarak, polimer konsantrasyonu, ¢ozelti yogunlugu,
elektrik potansiyeli, pertlirbasyon frekansi ve ¢d6ziici buhar basinct gibi
parametrelerin fiber yaricapi iizerinde orta derecede etkili olduklarini gdstermislerdir.
Fiber yaricapi lizerinde kiigiik etkileri olan parametreleriyse bagil nem, yiizey gerilimi
ve buhar yayilimi olarak gdsterilmistir. Bu faktorler géz oniinde alindig1 zaman fiber
yaricaplarindaki degisiklikler viskozite, hacimsel yiik yogunlugu ve konsantrasyon
gibi parametreleriyle agiklana bilmektedir. Sonuclara gore, jelatin konsantrasyonun
artmasiyla ve viskozitenin diismesiyle birlikte fiber yarigaplari artmistir. Diger
taraftan, PEDOT:PSS oranin artmasiyla birlikte fiber ¢aplarinda ¢ok biiyiik bir diisiis
oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglara gore, ¢alismadaki fiber yarigapini etkileyen en

onemli ve baskin faktoriin hacimsel yiik yogunlugunun artmasi dlmiistiir.
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Jelatin suda ¢6ziiniir oldugu i¢in, membranlarin {izerindeki bir damla su bile
nanofiber yapiy1 aninda yok etmek i¢in yeterli olabilir. Bu caligmadaki bozunuma
sonuglarina gore 24 saatten daha kisa siire gultaraldehit buhranda capraz baglama
etkili olmamistir, 6gleki bunun altindaki siirelerde ¢apraz baglanan 6rnekler PBS
tamponun i¢inde dakikalar i¢inde ¢6ziinmiis olup ve herhangi bir ¢apraz baglanma
gostermemiglerdir. Glutaraldehit, 6zellikle proteinler i¢in en popiiler ¢apraz baglama
reaktiflerinden biridir. Bunun nedeni oda sicakliginda bile reaktifin aldehit grubunun,
bir ‘Schiff’ bazi olusturmak i¢in protein zincirinin lizin kalintilarinin amino grubu ile
reaksiyona girmesidir. Fiber yapilarin rengi ¢apraz baglama isleminden sonra hafif
sararma gostermektedir. Renk degisikligi, protein ve glutaraldehitin serbest amino

gruplar1 arasinda aldimin baglantilarinin (CH=N) kurulmasindan kaynaklanmaktadir.

Dehidrotermal islem, plazma islemi ve bunlarin kombinasyonu gibi fiziksel
capraz baglama yontemleri, yalnizca fiber yapmin yiizeyinde meydana gelen capraz
baglanmaya bagli olarak jelatin fiber matlarin diisiik ¢apraz baglanma derecesine yol
actt Onceki calismalarda gosterilmistir ama 1-etil-3- (3-dimetilamino propil)
karbodiimid hidrokloriir veya glutaraldehit kullanilarak dehidrotermal ve kimyasal
capraz baglamanin kombinasyonu, fiber yapisinin hem ytizeyi hem de kiitlesi ¢apraz

baglandigindan daha yiiksek ¢apraz baglanma derecesi gostermektedir (161).

Bigi ve arkadaslari, gultaraldehit konsantrasyonun jelatin filmlerinin
tizerindeki etkiyi arastirmistir (165). Kurutulmus olan filmler, agirlik¢a %0,05 ila
%2,5 arasinda degisen konsantrasyonlarda gultaraldehit soliisyonlar1 ile capraz
baglanma islemine tabi tutulmustur. Calisma sonuglarina gore, %0,05 gibi oranlarda
basar1 orant %60 olarak belirlenmis ve bu oran %80lere kadar konsantrasyonun
artmasiyla ulasmistir. Bizim ¢alismamizda, konsantrasyon oran1 %4,5 olarak se¢ilmisg

bunun nedeni toksik etkiyi azaltmak icin gultaraldehit buharini kullanilmasidir.

Onceki ¢alismalardan elde edilen sonuglara gére, capraz baglama elde edilen
irlinin mekanik ve bozunma Ozelliklerinin yansira gozeneklilik ve fiber
morfolojisinde etkilidir. Bilindigi gibi, biyomalzeme ve doku miihendisligi alaninda
kullanilacak olan {tiriinlerde gozeneklilik ve bu gdzeneklerin birbirine bagl olmasi
malzemenin performansinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Optimize edilmeyen bir
capraz baglama islemi gdézeneklerin kismi veya tamamen kapanma yol acgabilir ve

boylece negatif bir etki yarata bilir. Bu ¢alismada, SEM ve bozunma sonuglarini goz
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oniinde aldigimiz zaman, fiberlerin bozunma hizinin diismesinin yansira fiberlerde
capraz baglanmadan dolay1r bir kaynama olmamistir ve goézenekli bir yapi elde
edilmistir. Bu gézenekli yapinin hiicre yapismasinda ve ¢ogalmasinda etkili olmasi

beklenmektedir.

Literatiirde jelatin i¢in tipik FTIR bantlar1 olarak bilinen bantlar 3300, 1640,
1535, 1554 ve 1240 cm-1 pozisyonlarda goriinmektedir. FTIR spektrasina gore 3300
cm-1'de amid A (N — H germe titresimi); 1640 cm-1'de amid I (C O streg); 1535 ile
1554 cm-1 arasinda amid II ve 1240 cm-1'de amid III bantlar1 gériinmektedir. Amid
II ve amid III bantlari, N — H gruplarinin biikiilme titresiminden ve C—N gruplarinin
gerilme titresimlerinden ve bu iki mod arasindaki etkilesimden kaynaklanmaktadir
(166). Calismadaki FTIR spektrum sonuglarina bakildigi zaman asetik asitte

coOziildiikten sonra jelatin karakteristik spektrumlarindan hig¢birini kaybetmemistir.

Saf PEDOT:PSS o6rneginde, tepe noktast 3100 cm-1, 1730 cm-1 ve 1450-1600
cm-1, PSS aromatik halkada C — H baginin gerilmesi, tiyofen halkasinda C=C baginin
gerilmesi ve aromatik bagda C*C baginin gerilmesi ile ilgilidir. Parmak izi bélgesinde
olan 800 cm-1'deki tepe, C-H bagmnin biikiilmesiyle ilgilidir. PEDOT'un tiyofen
halkalarindaki C — S bagi: PSS ile 700 cm-1 civarinda tespit edilebilir.

Iletken polimerler yapilarindaki konjuge m-elektronun omurgasina sahip
olmalar1 nedeniyle yiliksek iletkenlik Ozellik gosterirler ve bu sayede elektronik
endistrisi, glines panelleri ve biyomedikal endiistrisinde bir¢ok uygulama alanina
sahipler. PPy, PANi, PEDOT:PSS ve polytiyofen tiirevli iletken polimerler, kalp, sinir
ve kemik doku miihendisligi alaninda halihazirda kullanilmaktadir. iletken olmayan
malzemeler ve yari iletkenler i¢in iletkenlik aralig: sirasiyla 10-16 -10-5 S/m ve 10-5
-10 S/m'dir. Iletken polimerler genellikle yari iletken bélgede yer almaktadirlar. Sinir
dokusunun iletkenligi 2,3x10-3 ile 3,9%x10-3 S/m olarak raporlanmistir. Bu
calismadaki iletkenlik sonuglarina bakildiginda %0,5 PEDOT:PSS eklenmesi
istenilen iletkenlige ulasmak icin yeterli 61diiglinii gostermistir. En yiiksek iletkenlik
kalp dokusu i¢in rapor edilmistir ve bu deger 1,9x10-2 ile 2x10-2 S/m degismektedir.
Onceki caligmalarda, Yar: iletken PANi/jelatinden olusan yapilar kalp dokusu
miihendisligi ve iletken PCL/PPy, PANi/PG ve SIBS/PPy, sinir dokusu miihendisligi
icin kullanilmistir ve bu iskelelerin hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi i¢in umut verici

oldugu ispatlanmigtir.
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Magaz ve arkadaslari, iletken sinir tiipii olusturmak igin elektro egirme
yontemi kullanarak silk fibrin nano fiber yapisi olugturmuslar. Daha sonra iletkenligi
saglamak i¢cin DMSO’da ¢6ziilmiis olan PEOD:PSS polimerini daldirma yonetimiyle
bu fiberlerin iizerine kaplamiglar (167). PEDOT, yiiksek elektrik iletkenligi ve
kimyasal stabilitesi nedeniyle en ¢ok calisilan politiyofen tiirevidir. Diger iletken
polimerlerin aksine, PSS ile katkilanan PEDOT, sulu ¢ozelti i¢inde kolayca dagilir ve
ayrica fizyolojik kosullarda iletken Ozelliklerinin 6nemli bir miktarin1 korur.
PEDOT:PSS hem iyon hem de elektron/delik degisimi ile yiikii degistirir.
PEDOT:PSS polimerinin iletkenligi DMSO gibi bir polar ¢ozeltiyle islenerek
optimize edile bilir, DMSO ile islenme siirecinde aniyonik PSS kabuklar1 yikanarak
uzaklasir ve PEDOT:PSS yapisinda zincirler arasi kaymaya yol acarak verimli
yoriinge Ortiismesi saglar ve boylece iletkenligin daha da artmasina yol agar.
Coziilmiis PEDOT:PSS, yoriingesel ortiismede degisikliklere ve daha verimli zincirler
aras1 paketlemeye yol acarak m-yigin lamellerinin olusumunu tesvik eder ve yiik
tasinmasi i¢in daha iyi bir yol olusturarak iletkenligi artirir. Magaz ve arkadaslarinin
elde ettigi sonuglara gore iletkenligin artmast PEDOT:PSS konsantrasyonun

artmasiyla dogru orantidalar (167-169).

Bizim c¢alismamizda kullanilan PEDOT:PSS polimeri ¢ozeltiye eklenmeden
once DMSO ile islenerek bir hidrojel haline getirilerek kullanilmistir. Boylece elde
edilen tiiplerin iletkenliginde artisinin ana sebebi polimer zincirinin yoriingesel
ortiismesinin degisiklikleri ve daha verimli zincirler aras1 paketlemeye yol acarak m-

y1gin lamellerinin olusumu oldugu diistintilmektedir.

Doku miihendisligi alanin en 6nemli hedefi dogal organ yapilarini fiziksel,
mekanik ve biyolojik olarak taklit etmektir. Bunun i¢in fiber yapilar hiicre tutunmasini
ve ¢cogalmasini tegvik ettikleri icin bu alanda ¢ok fazla kullanilmaktadirlar. Mikro ve
nano fiberden olusan yapilar bir¢ok organin hiicre dis1 matrisini taklit ettigi i¢in hiicre
yapismasini arttirmaktadirlar. Hiicreler kendi ¢aplarindan daha kiigiik olan fiberlerin

etrafina fiziksel olarak kolayca sarilarak tutuna bilirler.

Bu caligmada da goriildiigii gibi fiber yapiyla kaplanmayan PLLA tiiplerde
hiicre tutunmasina ragmen, hiicre ¢ogalmasi goriinememistir bunu anda neden yapinin

yiizey alanin kiigiik olmas1 ve gdzenekli olmamasi diisiiniilmektedir. Ogleki, yiizey
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alan1 tamamen kaplandiktan sonra hiicreler yapiya giremedikleri i¢in kendilerine alan

bulamamis ve apoptoza ugramislardir.

Fiber ¢apinin diismesiyle birlikte hiicre canliligindaki artisin ana nedeni yiizey
alanin artmasidir. Ayrica, onceki caligmalarda da gosterildigi gibi PEDOT:PSS
polimeri hiicre aktivitesini arttirmaktadir. Magaz ve arkadaslarinin ¢alismasina gore
NG 108-15 sinir hiicrelerinin aktivitesi ve farklilasmasi PEDOT:PSS polimerinin
oranin artmasiyla birlikte kayda deger bir artis gOstermistir. Bu calismaya gore
PEDOT:PSS polimeri dogal bir polimer olarak bilinen silk fibrinin aktivitesini dnemli
bir sekilde arttirmistir. Bizim ¢alismamizda buna paralel olarak iletken polimerin

oranin artmastyla birlikte hiicre aktivitesinde artis gozlemlenmistir.

Hiicre aktivitesi i¢in diger bir onemli faktor ise iskelenin gozenekliligidir.
Gozenekli yapi hiicrenin yapmnin i¢ine niifuz etmesini saglayarak hiicrelerin
cogalmasimi arttirir. Bu c¢alismada elde edilen fiberlerin homojen boyutta olmasi

gozenekliligi arttirarak hiicre aktivitesinin artmasina neden 6lmiistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

S1g1r kaynakli jelatin kullanilarak basarili bir sekilde elektroegirme yontemiyle
300 nm ile 200 nm arasinda degisen fiber yapisi elde edilmistir. PEDOT:PSS
polimerinin eklenmesiyle birlikte ede dilen fiberlerin yarigaplart 100 nm’lere kadar
incelmistir. Bozunma deneylerinde gultaraldehit buhariyla ¢capraz baglanan 6rneklerin
14. Giiniin sonunda yapilarini koruduklar1 ve bozunma hizinin %10’un altinda oldugu

gosterilmistir.

PEDOT:PSS polimerinin %0,5 arttirilmasiyla birlikte elde edilen tiiplerin
iletkenligi yar1 iletken bolgesine varmis ve sinir dokusun iletkenligine ulagsmistir. %1
PEDOT:PSS’in eklenmesiyle birlikte kalp kasi iletkenliginde bile yiiksek olan bir
iletkenlik elde edilmistir. Sonu¢ olarak %0,5 PEDOT:PSS oranin iletkenligi
saglanmak icin yeterli oldugu ispatlanmistir. In-vitro hiicre deneyleri tiim guruplarin
toksik olmamasiyla beraber en yiiksek hiicre aktivitesi %40 jelatin-%1

PEDOT:PSS’den olusan gurupta Olgiilmiistiir.
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