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0z

Sunulan g¢alismada, iki farkh polimerik doku iskelesinin (biyobozunur, poli-g-
kaprolakton, PCL; 3-boyutlu, biyobozunur olmayan dokunmamis poliester fabrik,
NWPF) yuzeyinde dusuk basing su/O, ve atmosferik basing su/hava plazma
modifikasyonu ile karboksil gruplarinin eldesi/zenginlestiriimesi amacglanmistir.
Dusuk basing su/O, plazma modifikasyonu ve ardindan oksalil klorir muamelesi
ile karboksil gruplarinca zenginlestirilen PCL ve NWPF doku iskeleleri insilin ve
heparin biyosinyal molekulleriyle biyolojik olarak aktive edilmiglerdir. Bu doku
iskelelerinin L929 fare fibroblast hicre kilturlerinde kullanimi arastiriimigtir.

Tez kapsamindaki ¢alismalarin ilk asamasinda, iki farkli gézenek yapici (PEGao00
ve sakkaroz) varliginda, gbézenekli PCL doku iskeleleri hazirlanmigtir. Bu doku
iskelelerinin yluzey ve yigin 6zellikleri SEM, DSC ve FTIR analizleri ile karakterize
edilmistir. SEM fotograflari, gbzenek yapici olarak PEGasoo molekull
kullanildiginda mikrogézenekli PCL yapilar elde edilirken, gbézenek yapici olarak
sakkaroz kristalleri kullanildiginda makrogdzenekli PCL yapilara ulasildigini
gOstermistir. Ayrica SEM fotograflarindan doku iskelelerinin ortalama gézenek
caplari hesaplanmis ve bu degerler % 40 PEG4000/PCL ve % 10 Sakkaroz/PCL
doku iskeleleri igin sirasiyla 40.1 ym ve 191.2 uym olarak bulunmustur. DSC ve
FTIR sonugclari doku iskelesi olusumu sirasinda PEG4000-PCL ya da sakkaroz-PCL
molekulleri arasinda herhangi bir kimyasal etkilesim olmadigini géstermigtir. L929
fare fibroblast hucreleri PCL doku iskeleleri Uzerine ekilmis ve hicre Uremesi 7
gln boyunca takip edilmistir. Hicre kaltir sonuglari, % 10 Sakkaroz/PCL doku
iskelesinin sahip oldugu 3-boyutlu yapisi ve makrogdzenekliligi sayesinde L929
hdcrelerinin Uremesi igin en uygun doku iskelesi oldugunu gostermistir.

Calismanin ikinci kisminda, PCL ve NWPF doku iskelelerinin atmosferik basing
su/hava ve duslk basing su/O, plazma ile modifikasyonlari gerceklestirilmistir.
Patentli AER (Array Electrode Reactor) reaktori drneklerin atmosferik basingta ve
tek basamakta su/hava plazmayla modifikasyonunda kullaniimistir. Orneklerin
dusuk basing su/O, plazmayla modifikasyonu ise U¢ basamakta ve silindirik,
kapasitorle calisan RF plazma reaktérinde gerceklestiriimistir. Modifikasyon
basamaklar gunlardir; su/O, plazma muamelesi, in situ veya ex situ gaz-kat
reaksiyonu (oksalil klortr buhari, 500 mTorr, 6rnedin tiriine gore belirlenen
surede) ve hidroliz (acik laboratuvar kosullari, 1 saat). Plazma proseslerinin
optimizasyonu DoE (Design Expert 7, Amerika) yazilim programi ile yapilmistir.
Modifiye edilmis yuzeylerdeki COOH ve OH fonksiyonaliteleri miktarsal olarak
floresan isaretleme teknigi ve UVX 300G sensor kullanilarak tayin edilmistir. Piroliz
GC/MS analizi ile modifiye edilmemis, plazmayla modifiye edilmis ve oksalil
klorUrle fonksiyonalize edilmis % 100 PCI yapilarin kimyasal yapilari hakkinda bilgi
edinilmistir. Plazma modifikasyonu o6ncesi ve sonrasi polimerik yuzeylerin bagil
yuzey atomik bilesimlerinin belirlenmesi icin ESCA analizi yapilmistir. ESCA
sonuglari polimerik ylzeylerde atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonu
sonucu, dusuk basing su/O, plazma modifikasyonuna gére daha fazla C —OH



yogunlugu elde edildigini, fakat prosesin NWPF ylzeyler icin daha fazla
dekarboksilasyona neden oldugunu gostermistir. Modifikasyon o6ncesi, su/O;
plazma modifikasyonu ve oksalil klortir fonksiyonalizasyonu sonrasi PCL
yuzeylerin mikro ve nano topografisini gozlemlemek igcin AFM analizleri yapilmistir.
PCL yuzeylerden alinan yuksek ¢ézunurlik AFM goéruantileri (1uym x 1um), nano
desenlerin plazma modifikasyonundan daha ¢ok etkilendigini gostermigtir. Oksalil
klorir fonksiyonalizasyonu sonrasi HZD fonksiyonalize tiple alinan AFM
goruntuleri, modifikasyon sonrasi yuzeyde olusan karboksil gruplarinin matrisin
merkezinden uzaklastikga yogunlastigini ortaya gikarmistir.

Karakterizasyon g¢aligsmalarinin ardindan, dusuk basing su/O; plazmayla modifiye
edilip oksalil klorlrle fonksiyonalize edilmis drnekler insulin ve heparin biyosinyal
molekulleriyle biyolojik olarak aktive edilmigtir. Bu biyosinyallerin immobilizasyonu
uzatici kol PEO (polioksietiien bis amin) varliginda gergeklestiriimistir.
immobilizasyon islemi ESCA analizi ile nitel olarak, floresan isaretleme
teknikleriyle miktarsal olarak kanitlanmigtir.

PCL ve NWPF doku iskelelerinin hlcre kultir calismalari L929 fare fibroblast
hiicreleriyle (HUKUK NO: 92123004) gerceklestirilmistir. Hicre Uremesi MTT
metoduyla tayin edilmistir. PCL yapilarla gergeklestirilen kultirin sonunda, L929
hucrelerinin Gremesi icin en iyi yuzeyin heparin immobilize edilmis doku iskeleleri
oldugu gozlenmistir. NWPF doku iskeleleri ile ydratulen huocre kaltar
calismalarinda H; plazmayla modifiye edilmis NWPF yapilarda en ylksek hicre
verimine ulasiimistir. Bunun nedeninin H, plazmayla NWPF yuzeylerde olusturulan
fonksiyonel gruplar ve nanotopografi oldugu dusunulmektedir. Hucrelerin
morfolojisi ve doku iskeleleri Gzerindeki Uremesi 1sik mikroskobu ile gézlenmistir.
Ayrica, CLSM (konfokal lazer taramali mikroskop) analizi ile hucrelerin doku
iskeleleri Uzerindeki yayllma ve Uremesi incelenmistir.

Tum cg¢alismalarin sonucunda, dusuk basing su/O; plazma modifikasyonunun
Ozellikle PCL ylzeyler icin karboksil fonksiyonalitesinin zenginlestiriimesi
agisindan daha uygun oldugu bulunmustur. Hucre kultir ¢alismalarinin sonuglari
ise doku iskelelerine biyolojik molekul immobilizasyonunun hicre yapigsma ve
uremesi agisindan etkin oldugunu, o6zellikle heparin varliginin hicre dremesini
pozitif ydonde etkiledigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Poli(e-kaprolakton), NWPF, dislk basing plazma, atmosferik

basing plazma, insulin, heparin, L929 fare fibroblast hiucreleri, doku muhendisligi.

Danisman: Prof. Dr. Menemse Gimusderelioglu, Hacettepe Universitesi, Kimya

Muahendisligi Bolim.
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PLASMA MODIFICATION of 3D, BIODEGRADABLE/NONDEGRADABLE
POLYMERIC CARRIERS by BIOSIGNALS and THEIR APPLICATIONS in CELL
CULTURE

Hilal Turkoglu Sagsmazel
ABSTRACT

The main purpose of this study was to obtain/enhance COOH functionalities on
surface of two diffferent polymeric tissue scaffolds (biodegradable, poly-e-
caprolactone, PCL; 3D, nondegradable non-woven polyester fabric, NWPF) by
using atmospheric pressure water/air and low pressure water/O, plasma
treatments. After low pressure water/O, plasma treatment and oxalyl chloride
functionalization, COOH functionalized PCL and NWPF tissue scaffolds were
biologically activated with insulin and heparin biosignal molecules. Then suitability
of these scaffolds for L929 mouse fibroblast cell growth was investigated.

In the first part of study, porous PCL scaffolds were prepared by solvent-
casting/particle-leaching technique in the presence of two pore formers (PEG4o00
molecules and sucrose crystals). The surface and bulk properties of the resulting
scaffolds were studied by SEM, DSC and FTIR. SEM photographs showed that,
macroporosity was obtained in the PCL structures prepared with sucrose crystals
while microporous structure was obtained in the presence of PEG4000 molecules.
Average pore diameters calculated from SEM photographs were 40.1 ym and
191.2 um for 40 % PEGu4000/PCL and 10 % Sucrose/PCL scaffolds, respectively.
The DSC and FTIR results confirmed that there is no any interaction between pore
formers and PCL during structural formation, and both pore formers, PEGa4p00 and
sucrose, remained independently in the scaffolds. L929 mouse fibroblast cells
were seeded onto PCL structures and maintained during 7 days to evaluate cell
proliferation. Cell culture results showed that, 10 % Sucrose/PCL scaffold was the
most promising substrate for L929 cell growth due to 3-D architecture and
macroporous structure of the scaffold.

In the second part of study, atmospheric pressure water/air and low pressure
water/O, plasma treatments of PCL and NWPF scaffolds were realized. The
unique, patented array electrode reactor (AER) reactor was employed for
atmospheric pressure water/air plasma treatment of the sample in one step. Low
pressure water/O, plasma treatment of samples were carried out in a cylindrical,
capacitively coupled RF-plasma-reactor in three steps: H,O/O,-plasma treatment;
in situ or ex situ (oxalyl chloride vapors; pressure 500 mTorr; time 10-30 min
according to the type of samples) gas/solid reaction to convert —OH functionalities
into —COCI groups; and hydrolysis (open laboratory condition; 1 hour) for final —
COOH functionalities. Optimization of plasma modification processes was done by
using DoE (Design Expert 7, USA) software programme. COOH and OH
functionalities on modified surfaces were detected quantitatively by using
fluorescent labelling technique and an UVX 300G sensor. Chemical structural
information of untreated, plasma treated and oxalyl chloride functionalized 100 %
PCL samples were acquired using pyrolysis GC/MS analysis. ESCA analysis was
used to evaluate the relative surface atomic compositions and the carbon and
oxygen linkages located in non-equivalent atomic positions. ESCA results showed
that atmospheric pressure plasma treatment increases much more C — OH
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functionalities than vacuum water/O, plasma treatment, but causes more
decarboxylation for NWPF samples. AFM analysis were carried out on untreated,
water/O, plasma treated and oxalyl choloride functionalized PCL samples in order
to observe micro and/or nano topography of surfaces. Higher resolution images
(1Tum x 1um) revealed that nano patterns were more affected than micro patterns
by plasma treatments. AFM images recorded with HZD functionalized tips
presented that increased density of carboxylic groups at the edge of features on
the carboxylic functionalized samples.

After characterization studies, low pressure water/O, plasma treated and oxalyl
chloride functionalized samples were biologically activated with insulin and heparin
biosignal molecules. Immobilization of these biosignals was realized by using
spacer PEO (polyoxyethylene bis (amine). Immobilization procedure was checked
qualitatively with ESCA analysis. In addition, fluorescent labelling techniques were
used for determination of immobilized biomolecules quantitatively.

The cell culture studies were carried out with L929 mouse fibroblasts [HUKUK
(Cell Culture Collection) 92123004)] for both PCL and NWPF scaffolds. MTT
method was used for evaluation of cell growth. At the end of the culture, which
was performed with PCL structures, it was observed that heparin-immobilized PCL
structures were the most promising substrates for L929 cell growth. According to
the results of cell culture studies carried out with NWPF structures, highest cell
yield was obtained on the H; plasma treated NWPF samples. It was considered
that functional groups and nanotopography created by H, plasma were effective
on this achievement. Cell morphology and cell growth on these scaffolds were
observed with light microscope. In addition CLSM (confocal laser scanning
microscope) analysis was done for observing cell spreading and cell growth.

All these studies indicated the suitability of low pressure water/O, plasma
modification for carboxylic functionalization of PCL surfaces. The results of cell
culture experiments showed that biological molecule immobilization onto tissue
scaffolds was effective on cell adhesion and cell growth, specially, the presence of
heparin affected cell growth positively.

Keywords: Poly(e-caprolactone), NWPF, low pressure plasma, atmospheric

pressure plasma, insulin, heparin, L929 mouse fibroblast cells, tissue engineering.

Advisor: Prof. Dr. Menemse Gumusderelioglu, Hacettepe University, Department
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Food and Drug Administration
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1. GIiRi$ ve GALISMANIN AMACI

Doku muhendisligi, sentetik ve canli bilesenleri kullanarak karmasik insan doku
fonksiyonlarini sturdlrmeyi, yenilemeyi veya iyilestirmeyi amacglamaktadir (Langer
and Vacanti, 1993). Hucreler ve doku iskelelerinin (hlcre-destek malzemesi)
gelistiriimesi doku muhendisliginin en o6nemli konularini olugturmaktadir (Ma,
2004). Bu nedenle arastirmacilarin ¢ogu, doku iskelelerini biyolojik olarak aktif
molekullerle (biyosinyal molekulleri) birlestirerek “gelismis hibrid doku iskeleleri”
elde etmeye yonelik ¢calismalara yogunlasmiglardir (Lee et al., 2002; Midha et al.,
2003; Zhang and Ma, 2004).

Doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilan doku iskeleleri 3-boyutlu yapida
olmaldir, yuksek yuzey alanina ve goézeneklilige sahip olup, gerekli yapisal
dayanimi da saglamalidir (Hutmacher, 2000). Dogal polimerler, sentetik
polimerler, seramikler, metaller ve kompozitleri doku iskelesi hazirlanmasinda

kullanilan malzemeler arasinda yer almaktadir (Mironov et al., 2003).

Polimerik matrisler istenilen sekilde udretim kolayhdi, mekanik dayanimlari,
gbzenek yapisinin ve mekanik 6zelliklerinin kontrolU gibi sahip olduklari avantajlari
dolayisiyla doku iskelesi olarak yaygin kullanima sahiptirler (Patric et al., 1988).
Doku muhendisligi uygulamalarinda, sentetik biyobozunur polimerik matrisler
(fabrik yapilar v.b.) yapay doku substitientlerinin gelistirimesinde kullanilirken,
biyobozunur olmayan matrisler hucresel biyolojik Grtnlerin Uretiminde tercih
edilmektedir (Shalaby, 1996). Son yillarda yapilan calismalar, sentetik polimerik
matrisleri biyolojik olarak aktif molekullerle (biyosinyal molekulleri) modifiye ederek
hicresel fonksiyonlarin daha kolay kontrol edilebildigi, hicre dretimi igin daha
islevsel biyomalzemeler gelistirmeye ydneliktir (Wissink et al., 2000; Biltresse et
al., 2005; Larsena et al., 2006). Bu amagla ¢esitli biyosinyal molekulleri (insulin,
transferin, epidermal bldyume faktorl, fibronektin, v.b.) kdltir ortaminda
kullaniimakta ve bu yolla hicre yapisma ve uremesinin arttirildigi bilinmektedir
(Ebara et al., 2004; Klenkler et al., 2005; Hatakeyama et al., 2006). Ayrica kati
polimerik yuzeylere immobilize edilmis biyosinyal molekullerin, yluzeye tutunmus
ya da serbest halde kullanilan biyosinyallere nazaran daha aktif olduklari ve
dolayisiyla hiicre dremesini daha fazla destekledigi bulunmustur (Ito and Imanishi,
1994). Hucre uremesi biyosinyal molekull ile reseptdri arasindaki biyospesifik

etkilesimden kaynaklanir, dolayisiyla biyosinyal molekulinan etkinliginde



biyosinyal/reseptér kompleksinin capraz baglanmasi ¢ok 6nemlidir. Biyosinyal
molekull immobilize edildiginde, yerel konsantrasyonu arttirilarak c¢oklu-es
zamanh uyarilar saglanir, dolayisiyla reseptorlerle kompleks olusumu meydana

gelir ve ardindan olusan bu kompleks yapilarin gapraz baglanmasi hizlanir.

Mukemmel fiziksel 6zelliklere sahip pek ¢ok sentetik polimer mevcuttur, fakat bu
polimerik malzemelere yukarida bahsedilen biyosinyal molekullerinin immobilize
edilebilmesi i¢in polimerik yapilarin yuzeyinde aktif fonksiyonel gruplarin (amin ve
karboksil gruplari gibi) bulunmasi gerekmektedir (lkada, 1994). Dolayisiyla bu tur
polimerik yapilarin ylzeylerinde fonksiyonal grup olusturmak icin spesifik ylzey
modifikasyon tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Polimerlerin ylzey modifikasyonu
polimerin yigin oOzelliklerini etkilemeden, islak kimya yontemleri (asidik ortamlar
gibi), fiziksel olarak uyarilmig gaz faz reaksiyonlari (plazma) ve radyasyon
muamelesi (lazer gibi) ile gergeklestirilebilir (Meyer-Plath et al., 2002;
Gumusderelioglu and Turkoglu, 2002; Falconnet et al., 2006; Shanmugharaj et al.,
2006).

Plazma modifikasyonu (kuru ortam), islak kimya yontemlerine gore pek ¢ok
avantaja sahiptir. Modifikasyondaki reaksiyon mekanizmasi, gaz fazindaki aktif
tirlerin modifiye edilen substratla etkilesimine dayanir, dolayisiyla plazma
modifikasyonu kuru ortamda gergeklesmektedir. Yontemin islak kimya
yontemlerine gore en dnemli Ustlinlagud, polimerin yigin yapisinda kalarak biyolojik
sistemlere zarar verebilecek polimer-tiru-spesifik ¢dztcller gerektirmemesidir
(Denes and Manolache, 2001). Ayrica, bu proseste modifikasyon icin ¢ok az
miktarda baslangic malzemesi vyeterlidir. Bu da maliyeti 6nemli OJlgide
dusurmektedir. Plazma yontemi kullanilarak fonksiyonel olarak kontrol edilebilen
¢ok ince kaplamalar yapilabilmektedir. Bu yontemle istenilen kimyasal
fonksiyonalitede ve morfolojide substrat elde edilebilir. Ayrica plazma yénteminin
en onemli Ozelliklerinden birisi, biyo-glvenli olusu ve dolayisiyla gevre-dostu

olmasidir.

Literatirde substratlarin ylizey modifikasyonunda genellikle dusik basing (1-10
Pa) ya da ylksek vakum gerektiren plazma yoéntemleri kullaniimaktadir. Fakat,
gerekli dusuk basinci veya yuksek vakumu saglamak prosesi daha karmasik hale
getirmektedir. Bunun yanisira pahali vakum ekipmanlarinin gerekliligi maliyeti

farkedilir duzeyde arttirmaktadir (Romero-Sanchez and Martin-Martinez, 2005). Bu



nedenle diusuk basing plazma modifikasyonuna alternatif olarak atmosferik basing
plazma yontemi geligtiriimigtir. Atmosferik basing plazma yonteminin en buyuk
avantaji, fabrikler ve ag yapilar gibi genis ylzey alanina sahip malzemelerin
kolaylikla modifiye edilebilmesidir. Bunun nedeni proses igin dusuk basinca

(vakum ekipmanina) ihtiya¢c olmamasidir (Denes and Manolache, 2004).

Polimerik yuzeylerin plazma ile aktivasyonunun/fonksiyonalizasyonunun iki temel
yolla gergeklestigi bilinmektedir. Bunlardan ilki, polimerik substratin “polimer-
olusturmayan-plazma’ya maruz birakilmasi, yani polimerin O;, Nz, NHs; gibi
molekiillerle veya inert gazlarla muamele edilmesidir (Yasuda, 1985). inert
gazlarin kullanimi polimerik yuzeyde yeniden organizasyonu ve bozunmayi
saglarken, reaktif gazlarin kullanimiyla orjinal polimerik malzemede yer almayan
kimyasal gruplar ylzeye takilabilir. Polimerik yapinin enerji yuklu partikillerle
bombardimani, yluzeydeki kovalent baglarin kiriimasina ve bdylece polimerik
yuzeyde serbest radikallerin olugsmasina neden olmaktadir. YUzeyde olugan
serbest radikallerin daha sonra aktif plazma tirleriyle tepkimeye girmesiyle
polimerik yluzeyde kimyasal olarak aktif fonksiyonel gruplar elde edilecektir
(6rnegin karbonil, karboksil hidroksil ve amino gruplari). Polimerik ylzeyde
fonksiyonel grup olusturmanin diger yolu ise “plazma araciliiyla asilama” ya da
“‘plazma destekli fonksiyonalizasyon” olarak adlandirilan yontemdir. Bu yontem
plazma aktivasyonunun ve klasik kimya yontemlerinin kombinasyonu olarak
tanimlanabilir. Genellikle inert gazlar kullanildiginda (argon veya helyum) polimerik
yuzeyde serbest radikaller olusturularak yuzeyin aktivasyonu saglanir. Plazma
aktivasyonunun ardindan polimerik yapi doymamis monomerlerle veya istenilen
fonksiyonal gruba gore gerekli kimyasallarla muamele edilmektedir (Bogaerts et
al., 2002). Literaturde her iki ydonteme ait pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Gupta et al.,
2002; Feng et al., 2003; Guruvenket et al., 2004).

Sunulan tez calismasinda, dusuk basing su/O, plazma ve atmosferik basing
su/hava plazma modifikasyonlari kullanilarak iki farkli polimerik doku iskelesi
(biyobozunur poli(e-kaprolakton); PCL ve 3-boyutlu, biyobozunur olmayan
dokunmamis poliester fabrik; NWPF) ylzeyinde karboksil gruplarinin
eldesi/zenginlestirimesi amaclanmigtir. Bu amagla, tez kapsaminda o6ncelikli
olarak iki farkli gdzenek vyapici (PEGsoo ve sakkaroz) varliginda, ¢odzlcu-

dokum/partikil-uzaklastirma teknigi ile biyobozunur PCL doku iskeleleri



hazirlanmistir. Hazirlanan PCL doku iskelelerinin karakterizasyon calismalarinin
ardindan gergeklestirilen L929 fibroblast hucre kualtar calismalari ile doku
iskelelerinin hilcre-destek malzemesi olarak uygunlugu test edilmistir. Calismada
kullanilan 2214 kodlu NWPF doku iskelesi ticari olarak temin edilmistir (Old
Hickory, Amerika). Bu yapinin hiicre-destek malzemesi olarak uygunlugu daha
once gergeklestirilen hiacre kulturd galismalarimizda kanitlanmigtir (Aslankaraoglu
et al., 1999; Turkoglu, 2001).

Tez c¢alismasinda patentli AER (Array Electrode Reactor) reaktérinde
gerceklestirilen atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonu ile, PCL ve
NWPF polimerik yuzeylerde sadece plazma aktivasyonuyla karboksil gruplari elde
edilmeye calisiimistir. Atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonunda su
reaktif olarak, hava ise taslyici olarak kullaniimistir. Hava, maliyetinin ¢ok disuk
olmasi ve kompresor ya da diger basit aletlerden dagitiminin kolay olmasindan
dolayi calismada tasiyici olarak secilmigtir. Ayrica, havadan kaynaklanan oksijenin
de ozon veya oksijensiz radikalleri olusturarak modifikasyona katkida bulunacagi

disundlmustar.

PCL ve NWPF polimerik doku iskelelerine uygulanan disuk basing su/O, plazma
modifikasyonu ise plazma destekli fonksiyonalizasyon grubuna girmektedir. Clnku
PCL ve NWPF doku iskeleleri su/O; plazma muamelesinin ardindan, in situ veya
ex situ gaz-kati reaksiyonu (oksalil klortur buhari, 500 mTorr, 6rnegin turtine gore
belirlenen slrede) ve hidroliz (agik laboratuvar kosullari, 1 saat) islemlerine tabi
tutulmustur. Tez calismasinda su/O, plazmanin secilmesinin nedeni, plazma
muamelesinden hemen sonra yuzeyin hidroksil fonksiyonalitesiyle son bulmasidir.
Literaturde farkl gazlarin kullanildigi (argon, oksijen) pek c¢ok dusuk basing
plazma modifikasyonu uygulamalari mevcuttur (Gupta et al., 2000, Yang et al.,
2002). Fakat bu plazmalarin uygulandigi yluzeylerde oksijen iceren fonksiyonel
grup olusturmak igin sisteme ya tekrar oksijenin gonderilmesi veya yuzeyin belirli
bir sture acgik havaya maruz birakilmasi gerekmektedir, yani plazma prosesi
sunulan c¢alismada oldugu gibi tek basamakta tamamlanamamaktadir. Ayrica
calismada sudan gelen oksijenlerin de modifikasyona katkida bulunacagi
dugunulmustar. Suyun kullaniimasinin bir bagka avantaji ise yuzeyde hareketlilik

saglanarak plazma homojenitesinin arttirimasidir.



Dusik basing su/O, ve atmosferik basing su/hava plazma proseslerinin
optimizasyonu DoE (Design Expert 7, Amerika) software programi kullanilarak
gerceklestiriimigtir. Plazma modifikasyonlari ardindan polimerik yuzeylerde olugan
OH ve COOH fonksiyonlari, floresan isaretleme teknigi ve UVX-300G sensor
(Edmund Optics Co., NJ) kullanilarak miktarsal olarak tayin edilmistir. PCL ve
NWPF ylzeyler plazma modifikasyonlari oncesi ve sonrasi bagil yuzey atomik
bilesimlerinin belirlenmesi icin ESCA (Electron spectroscopy for chemical analysis)
analizine tabi tutulmustur. Ayrica, dusuk basing su/O; plazma ve oksalil klorur
fonksiyonalizasyonu oncesi ve sonrasi % 100 PCL orneklerin kimyasal yapisi
hakkinda bilgi edinmek amaciyla Py GC/MS (Piroliz gaz kromatografisi/kutle
spektroskopisi) analizi gergeklestirilmistir. PCL ylUzeylerin dusuk basing su/O;
plazma ve oksalil klortr fonksiyonalizasyonu sonrasi mikro ve nano topografisinde
meydana gelen degisimler AFM (Atomic force microscope) analizi ile gdzlenmistir.
Gerceklestirilen karakterizasyon calismalari sonucu, atmosferik basing su/hava
plazma modifikasyonu ile dusik basing su/O, plazma modifikasyonuna gore
polimerik ylzeylerde daha fazla OH yogunlugu elde edildigi, fakat prosesin daha
fazla dekarboksilasyona neden olmasindan dolayl yuzeylerde dusik COOH

yogunluguna ulasildigi gortlmustuar.

Tez kapsaminda son olarak dusuk basing su/O; plazma modifikasyonu ve
ardindan oksalil klorar muamelesi ile PCL ve NWPF yuzeyde olusturulan karboksil
gruplari Uzerinden uzatici kol (polioksietilen bis (amin), PEO) varliginda insulin ve
heparin biyolojik molekullerinin immobilizasyonu gergeklestiriimistir. PCL ve NWPF
yuzeylere immobilize olan biyolojik moleklller ESCA ve ¢esitli floresan isaretleme
teknikleriyle kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmistir. Biyolojik olarak aktif hale
getirilen ve karakterizasyon galismalari tamamlanan bu doku iskeleleri L929 fare

fibroblast hicre kiltirinde kullaniimigtir.

Yapilan galismalarin sonucunda, duguk basing su/O, plazma modifikasyonunun
biyosinyal molekullerinin polimerik doku iskelelerine immobilizasyonu igin uygun
bir yontem oldugu ve bu ydntemle hazirlanan biyosinyal immobilize doku
iskelelerinden, biyobozunur olmayan NWPF yapilarin doku muhendisligi alaninda
hicresel biyolojik Uranlerin Uretiminde, biyobozunur PCL yapilarin ise yapay doku

substitientleri olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur.



2. GENEL BILGILER

Bu bodlimde, sunulan calismanin temelini olugturan konularla ilgili literatir bilgisi
dért ana baslik altinda dzetlenmistir. ilk olarak, plazmanin tanimi yapilmis; plazma
kaynaklari ve yizey modifikasyon tekniklerine deginilmistir. ikinci bélimde,
biyomalzemelere ve plazma-yluzey modifikasyonunun sagladigi avantajlara yer
verilmigtir. Takip eden bolimde, polimerik doku iskeleri ve uretim teknikleri
hakkinda ayrintili bilgi verilmistir. Ayni bolum igerisinde tez ¢alismasinda kullanilan
dokunmamig poliester fabrik (NWPF) ve poli(e-kaprolakton) polimerik yapilara
kisaca deginilmistir. Son bdélimde ise biyosinyal molekilleri ve immobilize

biyosinyallerin etkinligi anlatiimigtir.
2.1. Plazma
2.1.1. Plazma hali

Plazma iyonlasmis gaz halidir ve igerisinde notral (yuksuz) turleri, negatif ve pozitif
yukll elektronlar icerir (Nasser, 1971; Venugopalan, 1971; Herman, 1988).
lyonlasma derecesi, tamamen iyonlasmis gazlar igin % 100, kismen iyonlagmis
gazlar igin ise 10™- 10 arasinda degisebilir. Plazma, maddenin kati, sivi, gaz
halinden sonra gelen dordincu halidir. Evrendeki gérinur maddelerin gogu plazma
halindedir. Yildizlar ve yildizlar arasi bogluklar plazma haline verilebilecek en
guzel Ornektir. Evrende hali hazirda var olan astro-plazmanin vyanisira,
laboratuvarda olusturulan plazma iki ana gruba ayrilabilir; yuksek-sicaklik ya da

fuzyon plazma ve dusuk-sicaklik ya da gaz-yuk bosalim plazmasi.

Genel olarak plazma, termal dengede olan plazma ve termal dengede olmayan
plazma olmak Uzere iki gruba ayrilabilir. Termal dengede olan plazmada tum
turlerin (elektronlar, iyonlar, noétral turler) sicakhklar aynidir. Fizyon plazma ve
yildizlar icin termal denge s6z konusudur. Termal dengede olan plazmanin
olusmasi i¢in 4000 K ile 20000 K arasinda dedisen yuksek sicakliklara gereksinim
duyulur (Lieberman ve Lichtenberg, 1994). Yerel termal denge (LTE, local thermal
equilibrium) terimi, sinirl bir plazma alaninda tum plazma turlerinin sicakliklarinin
ayni oldugunu ifade etmek igin kullanilir. Diger taraftan yildizlararasi plazma
termal dengede degildir ve “n-LTE” (non-local thermal equilibrium) olarak
adlandiriir. Bagka bir deyigle, plazma ortaminda elektronlarin sicakhgi iyon ve

atomlarin sicakligindan fazladir. Plazma ortaminin termal dengede olmasi aslinda



ortamin basinciyla iliskilidir. Gaz basinci yuksek oldugunda plazma ortamindaki
molekuller arasinda meydana gelen c¢arpismalar sonucu plazma turleri arasinda
etkin bir enerji transferi olusur ve termal dengeye ulagilir. Fakat dusuk gaz
basincinda plazma ortaminda ¢ok az sayida c¢arpisma gergekleseceginden ve
etkin bir enerji transferi saglanamayacagindan plazma ortamindaki tlrlerin
sicakliklari farkli olacaktir. Dielektrik bariyer yuk bogalimi ve atmosferik plazma bu
kuralin digindadir. Cunku plazma ortaminda sadece basing degil, yuk bogsalim

uzunlugu ve elektrodlar arasindaki uzaklik da dnemli role sahiptir.

Son yillarda gaz-yik bosalim (glow discharge) plazmasi farkli uygulama
alanlarinda oldukg¢a yaygin hale gelmistir. Bunun en onemli nedenlerinden birisi
plazmanin kontrol edilebilir dig parametreleridir. Bu parametreler 6 grupda

toplanabilir;

e Kimyasal girdi (¢aligilan gaz; plazmadaki elektron, atom, molekul, iyon ve

radikal turlerini belirler)
e Basing (yaklasik 0.1 Pa dan atmosferik basinca kadar)
e Elektromanyetik alanin yapisi (plazma turleri tarafindan modifiye edilebilir)

e YUk bosalim konfigirasyonu (elektodlu ya da elektrodsuz; bosalim hacmi:
kUguk hacim yUksek sdriclt gu¢ demektir ve sonucunda dengeden

uzaklasmaya neden olur)
e Zamana bagli davranis.

Plazma ortamini olusturmak icin kullanilan plazma kaynaklarina ve literatlrde yer
alan plazma yuzey modifikasyon tekniklerine asagida ayrintili olarak yer

verilmistir.
2.1.2. Plazma kaynaklari ve plazma yuzey modifikasyon (PSM) teknikleri

Plazma modifikasyonu, biyouyumluluk ve mekanik/kimyasal 6zellikler gibi ylzey
ve malzeme karakteristiklerini degistirebilir. Degisik malzemelere spesifik 6zellikler
kazandirmak icin farkh PSM metotlari ve plazma kaynaklari kullaniimaktadir.
Yaygin olarak kullanilan plazma kaynaklari ve PSM metotlari asagida ayrintili

olarak verilmigtir.



2.1.2.1. Plazma kaynaklari

Plazmayi olusturmak igin gaz fazindaki atomlardan ve molekullerden elektronlari
koparmak ya da iyonizasyon gereklidir. Eger bir atom ya da molekull disaridan
uygulanan uyariilma kaynagindan vyeterli enerjiyi kazanirsa ya da birbirleriyle
carpisirlarsa (etkilesime girerlerse) iyonizasyon meydana gelir. Pek ¢ok plazma
kaynagi mevcuttur fakat gaz, metalik ve lazer-temelli plazma kaynaklari bunlarin
en genelleridir. Elektron sicakhgi ve yogunlugu, iyon sicakligi ve homojenite gibi

plazma kaynaklarinin temel 6zellikleri asagida tartisiimigtir.

2.1.2.1.i. Gaz plazma kaynaklari

Gaz plazma genellikle gaza bir gerilim (potansiyel) uygulanarak saglanir ve
bozulma (breakdown) potansiyeli basinca ve yik bosalim boslugunun genisgligine
baglidir. Basing 0.7 Torr oldugunda bozulma potansiyeli minimum degerdedir ve

bu degerden sapma kritik bozulma elektrik alaninin artmasina neden olur.

Dusik basing gaz yuk bosaliminda, akim ve voltaj arasindaki iliski 4 bodlgede
incelenebilir; 1) karanlik bdlge ya da Towsend yuk bosalimi bdlgesi (kivilcimin
tutusmasindan 6nceki bdlge) ; 2) normal kizil bélge; 3) anormal kizil bolge; 4) ark
yuk bosalimi (plazmanin oldukca iletken oldugu bdlge) (Chapman, 1980) (Sekil
2.1).

Dogru akim (dc), radyo frekans yuk bosalimi (RFGD) ve elektron siklotron
rezonans (ECR) gibi ¢cogu diusuk basing plazma kaynagi, ¢cok diusuk basingta
caligir ve boylece akim daha kolay kontrol edilebilir ve bozulma elektrik alani daha
kUguktur. DuslUk basingta g¢alisan plazma kaynaklari elektron yogunlugunun iyi bir

sekilde kontrol edildigi, genig bir alanda homojen plazma ortami olusturabilir.

Atmosferik basingta ise akim-voltaj 6zellik diyagrami Sekil 2.2'de verildigi gibidir.
Yuk bosalimi iki bolgeye ayrilabilir; 1) Korona yuk bosalimi (yuk bosalim akimi
oldukga duslk); 2) Ark yuk bosalimi (gazin oldukca iletken hale geldigi ve akimin

artmasiyla voltajda ani dususler meydana geldigi durumda gergeklesir).

Ark yuk bosalimi yaygin olarak kaynak yapma, kesme ve plazma puskuartme
proseslerinde kullaniimaktadir (Raizer, 1991). Ayrica atmosferik basingta
gerceklesen korona bosalimi ve ark plazma da biyomedikal muhendisliginde

kullaniimaktadir.
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Sekil 2.1. DlUsuk basing gaz-yuk bosaliminda akim-voltaj 6zellik diyagrami
(basing= 1 Torr).

108
~ 10*;
=
3
o=

10°

1“2 T T T T

10 100 g [l 108 1P
Akim (A)

Sekil 2.2. Radyo frekans yuk bosalim plazma kaynagi akim-voltaj diyagrami.

Radyo frekans (RF) yiik bosalim plazma kaynagqi

En c¢ok kullanilan PSM kaynagidir cunkd genis hacimde kararli plazma
olusturulabilir. RF yUk bosalimi RF glcunun yikle birlesme metotuna gore iki
gruba ayrilabilir; Siga (capacitive) ve indiikleyici (inductive) birlesme. iki mod da ic
ya da dis elektrodlarla kullanilabilir. Dis mod olarak genellikle kuvars ya da
borosilikat camdan yapilan yik bosalim tubd kullanildiginda elektrod

malzemesinden kaynaklanan safsizliklar indirgenmis olur ve bu avantaji nedeniyle



RF plazma kaynaklarinda yaygin olarak kullanilan bir birlesme modudur. Sekil
2.3'de tipik dusuk basing, indukleyici olarak birlesmis (inductively coupled, ICP)

plazma kaynagi gorulmektedir.

Gaz Empedans
(i | kutusu
: ﬂ
RF Giica
U’_I
Vakum cembeni

Sekil 2.3. Duslk basing, indukleyici olarak birlesmis (inductively coupled, ICP)
plazma kaynagi.

Genellikle RFGD plazmada 13.56 MHz kullaniimaktadir. Basing, yuk bosalimi
boyunca 10 ve 100 Torr arasindadir (Raizer et al., 1995). Diisiik basingta (107-
1Torr) elektron yogunlugu 10%-10"" cm™ araliginda iken, orta basingta (1-100 Torr)
elektron yogunlugu 10" cm™e ulasir. Elektron sicaklidi birkac eV ve iyon sicaklig

oldukga duguktur. RF plazmanin plazma homojenitesi de oldukga iyidir.

Elektron siklotron rezonans (ECR) plazma kaynadi

Yuksek yogunluk elektron siklotron plazma dusluk basingta olusturulabilir.
Mikrodalga gucu plazma gemberine kuvars pencereden girer. Plazmaya manyetik
alan uygulandiginda elektronlar manyetik alan gizgileri civarinda helikal yoriinge
olusturacak sekilde donmeye baslarlar. Sekil 2.4'te ECR plazma kaynagi sematik
olarak gorulmektedir. Elektrik alanin olmadigr durumda siklotron hareketinin

frekansi, w asagidaki esitlige gore hesaplanir.

w =eB/m (2.1)
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Burada sirasiyla e ve m elektronun yiku ve kutlesini, B ise manyetik alani ifade
etmektedir. Yuksek yogunluk, plazma elektronlarin plazma ortaminda
tutuklanmasiyla elde edilen iyonizasyon etkisinin arttirlmasiyla saglanir. ECR
plazma kaynagi genellikle 10°-10° Torr basing araliginda calisir. Kolaylikla 10"
cm™ elektron yogunluguna ulasilir. Fakat ECR plazmanin dezavantajlari olarak,
plazma dagihmi homojen degildir ve elektron sicakligi iyonunkinden daha
yuksektir (Asmussen, 1989; Wilheim, 1993; Wilheim 1999).

Mikrodalga
Mm 2.45 GHz
| Kuartz cam
_i |
ECR Plazma
[ Substrat

Sekil 2.4. ECR plazma kaynagdinin sematik gorinimd.

Korona yiik bosalimi plazma kaynagi

Korona bosalimi, Towsend yluk bosalimi ya da alana ve potansiyel dagilima bagh
negatif yik bosalimi olarak dustnulebilir. Sekil 2.5’de nokta/dizlem korona yuk

bosalim sistemi sematik olarak verilmistir.
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Sekil 2.5. Korona yuk bosalim sisteminin sematik olarak gorinuimda.

Anodun yanindaki elektrik alani (yuksek voltaj) olduk¢a gugludur, ¢unku elektrod
uzakhgiyla karsilastirildiginda anot olduk¢a kuguk karakteristik boyuta sahiptir.
Eger anodun karakteristik boyutu katodunkine esdeger olursa, kablolar arasindaki
voltaj korona yuk bosalimi yerine kivilcim dretir. Anoda uygulanan voltaj birkag
kVs den fazladir ve yiik bosalim akimi 107'°-10* A arasinda degisir. ignenin
yakinlarindaki plazmada, yikli tiirlerin yogunlugu uzakhigin 10"-10° cm™ arasinda
degismesiyle azalir. Plazma igindeki elektron sicakligi ortalama 5 eV’ dur ve iyon
sicakligr oldukga duguktur. Tek nokta/duzlem (single point/plane) korona yuk
bosalimi malzeme prosesinde sinirll uygulamaya sahiptir. Bu problemin
ustesinden gelmek icin elektrodlarin iki boyutlu dizilimi ¢alismalari yapiimaktadir
(Akishev et al., 2001; Cernak et al., 1998; Raizer, 1991).

Atmosferik ark plazma kaynaqi

Biyomalzeme alanindaki arastirmalarda en yaygin olarak kullanilan atmosferik ark
plazma kaynagi plasma spray torch (PST, plazma plskirtme alevi)dir. PST
daraltici olarak iglev goren nozzle (meme) seklinde anot icerir. Sekil 2.6'da

PST’nin sematik gorunumu verilmistir.

Plazma atesini saglamak igin, yuk bosalim akimi ve gi¢ yogunlugu oldukca
yiiksek olmalidir. Elektriksel olarak iletken olan gaz T> 8000 K ve 10° Pa ‘da katot
ve anot arasinda plazma olusur. Plazma atesinde elektron yogunlugu 10'°-10"°
cm™, elektron sicakhgi 7.0-9.0 eV arasinda degisir fakat iyon sicakligi 0.3-0.9
eV’un altindadir. Plazma akis hizinin (yaklasik 1x10% m/s) ve sicakligin yiiksek

olmasindan dolayr hemen hemen tum kati partikuller eriyebilir ve boylece yluksek
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akis hizina ulasilabilir. Bu avantajindan dolayl atmosferik plazma alevi plazma
puskurtmede yaygin olarak kullaniimaktadir (Mac Rae, 1989; Roth et al., 2000;

Goossens et al., 2001).

Gaz

Il

Ark kaynagi

Plazmayla Anot bashgi

puskartme

Sekil 2.6. Plazma puskurtme alevinin sematik goranuma.

2.1.2.1.ii. Vakum ark plazma kaynagi

Genellikle vakum ark plazma kaynagi iki kisimdan olusur; plazma Gretim birimi ve
makro-partikdl filtre (Sekil 2.7). Tetikleyici elektroda birkag kVs kadar yuksek bir
voltaj uygulandiginda katot ve anot arasindaki ark yuk bosalimi tutusur. Ark yuk
bosalim akimi, katot yiizeyinde oldukca yilksek yogunlukta (10'* A/m), durgun
olmayan katodik noktalar olusturur. Yuksek akim yogunlugu son derece yuksek
yerel giic yodunlugu (10" W/m) ile baglantihdir. Son iyon hizi hafif ve agir
elementlere bagl olarak 0.5-2.0 x10* m/s arali§inda degisir. Katodik ark prosesinin
en 6nemli avantaji, hemen hemen elektriksel olarak iletken her tlrli malzemenin
katot olarak kullanilabilmesidir. Katot bolgesindeki plazmada elektron yogunlugu
10®° cm™e ulasabilir. Fakat yilksek plazma aki hizindan dolayi, aktarim
prosesinde difizyonun etkisi vardir ve plazma akisi aksiyal ve radyal dogrultuda
dizenli degildir (Francis, 1956).
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Katot Baslatici voltaj
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—

Solenoit (sarmal) boru

Sekil 2.7. Vakum ark plazma kaynaginin sematik gérinimu.

2.1.2.1.iii. Lazer plazma kaynagqi

Plazma, yuksek yogunluk lazer titresimleri ve kati hedef rasindaki etkilesim sonucu

olusur. Sekil 2.8’de lazer plazma kaynagdinin sematik gorinimu verilmistir.

iki tiirii meveuttur:

7)

2)

Diislik lazer akigi; Lazer titresimleriyle Uretilen buhar ince bir ortam gorevi
gorur ve lazer tanecikleri bu buharin iginden geger. Bu durumda, sivi metal
tarafindan buharlasma olusturulur ve kati hedefin igindeki isi iletimi enerji
kaybina neden olur. Ultra kisa lazer titresimlerinin akis esik degeri 0.1-0.2

Jiem™ araligindadir.

Yiiksek lazer akisi; Buhar sicakhgr uygun atomik uyariimayr ve
iyonizasyonu saglayacak kadar yeterlidir. Bu durumda, buhar yluzeye dusen
lazer 1sinin1 absorplar ve plazmanin olusmasina neden olur. iki tiir lazer
absorpsiyon mekanizmasi sbéz konusudur; Ters Bremsstrahlung (IB) ve
direk foto iyonizasyon (PI). 1B kizil 6tesinde, Pl ise gorunar ve UV igikta
etkilidir.
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Sekil 2.8. Lazer plazma kaynagi.

Lazer absorpsiyonu boyunca lazer yogunlugu 10%-10' W/cm? derecesindedir.
Lazer 1sinini absorplayan metalik ve kompozit hedefler kullanilir. Gazin sisteme
gonderilmesiyle es zamanli olarak gaz plazma duretilir. Hedef ve substrat
arasindaki uzakhga bagli olarak elektron yogunlugu logaritmik olarak azalir ve
maksimum degeri 10'-10%° cm™ civarindadir. Elektron sicakligi 1-5 eV araliginda
ve iyon sicakligl da yaklasik ayni civardadir. Fakat sistemin dezavantaji olarak,
hedefin 6onundeki alanda plazma olusumu dusuktir ve plazma aki hizi gok
yuksektir, dolayisiyla genis alanda homojen plazma elde etmek olduk¢a zordur
(Gerstenberger et al., 1980; Wilson and Hawkes, 1987; Little, 1999; ).

2.1.2.2. Plazma yiizey modifikasyon (PSM) teknikleri

2.1.2.2.i. Plazma sacilmasi (sputtering) ve asinma (etching)/temizleme

(cleaning)

Plazmayla sacilma ve asinmal/temizleme prosesinde, ylzeydeki safsizliklar

kimyasal reaksiyonla ugucu urlnler haline getirilerek ve fiziksel sagiima ile
yuzeyden uzaklastirilir. Malzemelerin ylzeyini temizlemek igin argon ve neon gibi

inert gazlar kullanilir. Argon ucuz olmasi ve sagilma veriminin fazla olmasindan
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dolayl simdiye kadar en ¢ok kullanilan inert gazdir. Plazma sacgiimasi oldukga
basit plazma yuzey modifikasyon metotudur. Sagilma prosesi boyunca, yaklasik 1
kV’den birka¢ kV’ye kadar negatif voltaj substrata uygulanir. RFGD ya da ECR
kaynagi ile argon plazmasi olusturulur. iyonlar uygulanan elektrik alanla substrata
dogru hizlandirilir. Enerji ¢ok yuksek olmadigi igin argon iyonlari substratin
derinlerine gidemez ve malzemeyle elastik/elastik olmayan carpigsmalar sonucu
enerjilerinin buyuk bir kismi yuzey atomlarina transfer edilir. Bazi yuzey atomlari
yeterli enerjiyi kazanacak ve substrattan kacip vakum c¢emberine gidecektir.
Atomlarin ilk tabakasi sagildiktan sonra, alttaki tabaka ortaya ¢ikar ve yavas yavas
bu tabaka asinmaya baglar. Yeterli sacilma zamaniyla yuzey kirliligi yok edilir
(Grill, 1994). Bu proses, implantasyon ve birikim modifikasyonlari igin on-iglem

olarak uygulanabilir.

Plazma ve polimer arasindaki etkilesim yarismal iki tepkimeye yol agar;
modifikasyon ve bozunma. Modifikasyonun etkileri baskin c¢ikarsa, polimerin
Ozellikleri iyon-tanecik etkilesimi, plazma-asi  kopolimerizasyonu ve plazma
polimerizasyonundan dolay! degisecektir. Eger bozunma baskin olursa, polimer
yuzeyinde asinma olusur. Asinma polimerin ylizeyinde meydana gelen bozunma
reaksiyonudur ve polimer uzun sure plazmaya maruz kalirsa polimer yuzeyi aginir.
Katle kaybi polimerin dogasina oldugu kadar plazma enerjisine de baghdir. Eter,
karboksilik asit ve ester gruplarina sahip polimerlerin plazma hassasiyeti yuksek,
poliolefin gibi polimerlerin ise plazma hassasiyeti dusiktar. Polimerin i¢
tabakalarinda kutle kaybi az, Ust tabakalarinda fazladir. Bu nedenle plazmayla
asinma prosesine tabi tutulan polimer islem sonunda baglangigtaki kimyasal ve
fiziksel 6zelliklerine benzer 6zellikler sergiler. Modifiye edilen polimerin elementel
bilesimi, kimyasal yapisi, polimerizasyon derecesi ve kristalinitesi hemen hemen
hi¢c dedismez ve modifiye edilmemis polimerinkiyle benzerdir. Asinma prosesindeki
kutle kaybi polimerin baglarinin kopmasi ve plazma modifikasyonu sonrasi polimer
zincirinde olusan serbest radikallerin tepkimesi sonucudur. Polimer plazmaya
maruz kaldiginda kimyasal asinma prosesinin yaninda fiziksel sagiilma da siklikla

go6rulmektedir (Inagaki, 1996).
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2.1.2.2.ii. Plazma implantasyonu

Elementler implantasyonla malzeme yuzeyine termodinamik zorlamalar olmadan
takilabilir. Metaller, alasimlar ve polimerlere plazma implantasyonu asagida

ayrintili olarak verilmigtir.

Plazma-daldirma iyon implantasyonu (PIll, plasma immersion ion
implantation)

Biyomalzeme muhendisliginde 6zellikle metal ve alasimlar igin PlI'nin pek ¢ok
uygulamasi mevcuttur. Bu yodntemin en Onemli avantaji spesifik hedef
manipulasyonuna gerek duymadan komplike malzemelerin homojen bir sekilde
modifiye edilebilmesidir. Ayrica, vakum ortamini bozmadan sadece enstrimantal
parametreleri degistirerek es zamanli ve ardigik implantasyon, birikim ve asinma
proseslerini gerceklestirmek mimkiindir. implantasyon genellikle diisiik sicaklikta
gerceklestiginden, hedef sogutulabilir ve bdylece termal deformasyon minimize
edilir. Pll’da gaz plazma dc, kapasitans/indiktans RFGD ve ECR plazma
kaynagindan uretilebilir. Plll; malzemenin korozyon direnci, yipranma direnci ve
sertligi gibi yuzey o6zelliklerini iyilestirmek icin kullanilan etkili bir yontemdir. Ayrica
bu proses malzeme vyuzeyine film birikimi igin 6n basamak olarak da
kullaniimaktadir. Malzemeye uygun gaz ve/veya metalik elementlerin implante
edilmesiyle film vyapismasi arttinlabilir ve en &nemlisi ylzeye birikimi
gerceklestiriien malzeme ile yigin yapi arasindaki termal gerilimler azaltilabilir
(Conrad et al., 1987; Grill, 1994). Tanecik-¢izgi (beam-line) iyon implantasyonu ile
karsilastinildiginda Pl ile kompleks geometrilerdeki malzemelerin modifikasyonu
mumkuindur fakat proses optimizasyonu yapilmadigi taktirde yeterli homojenite
saglanamaz. Homojeniteyi, plazma yogunlugu, uyari genisligi ve uygulanan
voltajla ayarlamak mumkundur (Deb et al., 1994).

Polimerlerin plazma implantasyonu (ylizey aktivasyonu ve
fonksiyonalizasyon)

Polimerler plazmaya tabi tutuldugunda eger plazma yogunlugu ve muamele suresi
uygunsa yluzeyde yogun fonksiyonalite ya da capraz bagh polimer zincirleri
olusturulabilir (Kern et al., 1978; Shen et al., 1979; Agostino, 1990; Yasuda, 1990).
Tipik bir plazma implantasyon prosesinde, oncellikle hidrojen molekult polimer
zincirinden ayrilir ve polimer zincirinin orta noktasinda radikalleri olusturur ve

olusan bu radikaller plazma gazi tarafindan olusturulan basit radikallerle birleserek
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yiizeyde oksijen ya da nitrojen fonksiyonalitesi olusturur. iyonlardan ziyade plazma
bolgesinde olusturulan radikal turler implantasyon prosesinde 6nemli rol oynarlar.
Polimerik malzemelerin plazma prosesi ile islatilabilirlikleri
(hidrofilisite/hidrofobisite), yapisma 06zelligi  ve biouyumluluklari ayarlanabilir
(Goossens et al., 2001). iyon implantasyonu ile yiizeyde oksijen fonksiyonalitesi
olusturmak en oOnemli ve etkili ylzey modifikasyonu proseslerinden biridir.
Polimerik ylUzeyi hidrofiik hale getirmek igin genellikle oksijen plazma
kullanilmasina ragmen, karbondioksit, karbon monoksit, azot dioksit ve azot oksit
plazma tirleri de kullaniimaktadir. Hidrofilisiteyi arttirmak icin ylzeyde oksijen
fonksiyonalitesi olusturmak yerine klorir gruplari yaratmak icin CF,C ve CCly4
plazma da uygulanabilir. Ayrica ylzeyin hidrofobisitesi arttirimak istenirse SFeg,
CF4, CoFe gibi asiri derecede florlanmis bilesenler plazma gazlari olarak
kullanilabilir (Inagaki, 1996).

2.1.2.2.iii. Plazma birikim

Biyomalzeme muhendisliginde 6nemli yer tutan plazma birikim prosesi 4 gruba

ayrilabilir. Asagida bu prosesler hakkinda ayrintili bilgiye yer verilmigtir.

Dual plazma birikimi

Dual plazma birikimi PllII'den turetilen yeni bir teknolojidir. Bu proseste, gaz ve
metal plazma es zamanl olarak sirasiyla RFGD kaynagi ve vakum ark plazma
kaynagi kullanilarak Uretilir. Dual plazma birikimi ince film teknigi olarak pek ¢ok
avantaja sahiptir. En onemli avantajlarindan biri, vakumu bozmadan farkli
bilesenler iceren (gaz ve metal) filmlerin aynl sistem icerisinde
olusturulabilmesidir. Ayrica, metal vakum ark plazma puls modunda c¢aligtigi icin,
oldukga fazla iyon yogunlugu saglanmakta, bu nedenle ylzeyde ylksek c¢ekirdek
yogunlugu elde edilmektedir. Substrat, plazma ortamina daldirldigi i¢cin ¢ok genis
yuzeyde homojen bir plazma saglanmis olur. YUkIU film ve substrat elektriksel
olarak iletken ya da yari iletken oldugunda dual plazma birikimi slresince iyon
enerji kontrolinl saglamak icin dc voltaj uygulanabilir, eger substrat ve film iletken
ve vyarl iletken degilse yuk birikimini engellemek igin ac ya da pulslu voltaj
kullanihr. En uygun puls genigligi ve frekansi, dual plazma birikimi siresince iyon
ve elektron akimi ihtiyacina goére ayarlanabilir (Konuma, 1992). Dual plazma
birikimi TiN ve TiO, kompozit ince filmlerin hazirlanmasinda kullanilir. TiN filmi

sentezlemek igin, Ti katodlu vakum ark plazma ve azot RFGD plazma es zamanli
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olarak calisir. istenilen kalinlikta film elde edildikten sonra azot akisi durdurulur ve
vakum ¢emberine TiO; olusturmak igin oksijen gonderilir. Film bilesimi oksijen ve

azot akis hiziyla ayarlanabilir.

Plazma polimerizasyonu

Plazma polimerizasyonunda, elektron, iyon ve radikaller gibi enerjili plazma
turlerinin yardimiyla, molekul agirhgi diguk molekullerin (monomerlerin), molekul
agirhgr yuksek molekullere (polimerlere) donusumiu saglanir (Agostino, 1990;
Biederman and Osada, 1990; Goosses et al., 2001). Radikal ve iyonlari iceren
plazma polimerizasyonu kimyasal olarak klasik polimerizasyon turlerinden farkhdir.
Ayni monomerler kullanilsa dahi plazma polimerizasyonu ile elde edilen polimerler
kimyasal bilesimleri kadar kimyasal ve fiziksel Ozellikleriyle de klasik
polimerizasyon yontemleriyle elde edilenlerden farkhidirlar (Grill, 1994). Bu farkhlik
aslinda polimerizasyon reaksiyon mekanizmasinin farkli olmasindan kaynaklanir.
Plazma polimerizasyonunda polimer olusumu, monomerlerin radikallere plazma
aktivasyonu, olusan radikallerin birlesmesi ve bu birlesen molekullerin yeniden
aktivasyonu basamaklarini izler (Veprek and Venugopalan, 1980). Plazma
polimerleri tekrarlanan monomer birimlerini igermezler, onun yerine ¢apraz bagli,
parcall ve yeniden dizenlenmis monomer birimlerini igerir (Yasuda, 1985). Pek
¢ok durumda plazma polimerleri yuksek elastik moduline sahiptir ve farkli camsi
gecis sicakligi gostermez. Metan, etan, etilen, asetilen ve benzen gibi
hidrokarbonlar, hidrojenlenmis karbon filmlerin plazma polimerizasyonunda
kullanilir. Mikrosertligi, optikge reaktiflik indeksi, asinma direnci oldukca iyi
polimerler elde edilir. Hidrofobik polimerleri elde etmek igin, flor, hidrojen florur,
azot florar, kikurt tetraflortr ve kukurt hekzaflortr gibi flor iceren inorganik gazlar
kullaniimaktadir. Organo-silikon monomerleri kullanilarak elde edilen polimerlerin
termal ve kimyasal direngleri yuksek, elektriksel, optik ve biyomedikal 6zellikleri
gayet iyidir. Yaygin olarak kullanilan organo-silikonlar arasinda, silan, disilan,

disiloksan ve disilazan sayilabilir (Inagaki, 1996).

Plazma-asi kopolimerizasyonu

Polimerik malzeme plazmaya tabi tutuldugunda polimer zincirinde radikaller
olusur. Bu radikaller, sivi ve gaz fazdaki monomerlerle etkilesime girerek

polimerizasyonu baslatirlar ve sonucunda asi-kopolimerler ytzeyde olusur (Grill,
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1994). Plazma-asi kopolimerizasyonu aslinda plazma aktivasyonu ile klasik kimya
tekniginin kombinasyonu olarak dugunulebilir. Polimer once plazmaya tabi tutulur
(genellikle argon ve helyum inert gazlari kullanilir), elektronlar arasinda meydana
gelen sert carpigsmalar sonucu polimer zincirinde serbest radikaller olusur.
Ardindan polimer, monomerin buhar ya da sulu/organik ¢ézeltisine maruz birakilir.
Polimerin yuzeyine yakin bolgelerde serbest radikaller olustugu icin, plazma-asi
kopolimerizasyonu yuzeye yakin bolgelerle sinirhdir. Sekil 2.9°da bu mekanizmalar

sematik olarak gosterilmigtir.

Ar*

C—C—C—-C-C->C-C-C-C-C

(@)

akilik asit
cC-C-C-C-C -» C-C-C-C-C
I
C—-COOH

(b)
Sekil 2.9. Polimerik ylzeyin aktivasyonu (a) ve plazma-asi kopolimerizasyonu (b).

Plazma-asi kopolimerizasyonu genellikle polimerik ylzeylerin hidrofilisitesini
degistirmek icin kullanilir (Yasuda, 1990). Polimere birkag saniye argon, helyum
veya azot plazma uygulanir. Plazma igleminin sonucunda polimerik yluzeyde pek
cok serbest radikal olusur (gergeklestirilen deneysel ¢alismalar, olusan bu serbest
radikallerin birka¢ gin boyunca ylzeyde kalabildigini gdstermistir). Ardindan
polimerik ylzey oOnceden belirlenen sureyle, yuksek sicaklikta monomerin
buharina maruz birakilir. Tam bu iglemler sonucu polimerin slatilabilirligi
(hidrofilisite/hidrofobisite) degistirilebilir.

Lazerle kesme (LA, lazer ablation)

Lazerle kesme prosesinde, lazer tanecikleri ile olusturulan plazma substrat
yuzeyine tasinarak ince bir film olusturur. Olusan filmin Kkalitesi, plazma

yogunluguna ve kinetik enerjisine baglidir. Yuksek enerijili plazma film hasarina yol
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acabilir. Lazerle kesme islemiyle yuksek kalitede film elde etmek igin plazma
yogunlugunun iyi bir sekilde kontroli gerekmektedir. Optimum lazer akisi, substrat
ve hedef arasindaki bosluga ve ortam gaz basincina baglidir. Genellikle substrat-
hedef arasi bogluk 2 cm civarindadir. Géz ardi edilmemesi gereken bir nokta da
plazmanin substratla nasil etkilestigidir. Hedefin hazirlanmasi da oldukga énemlidir
ve hedefin morfolojisi filmin yuzey morfolojisini etkiler. Genellikle yeni hazirlanmig
yuzeylerin tercih edilmesinin nedeni, Ozellikle dusuk akisin ve uzun sureli
Isinlamanin s6z konusu oldugu durumda modifiye edilen ylzeyin bilesiminin orjinal

stokiyometrik bilesimden sapmasidir (Wilson and Hawkes, 1987).

Klasik film birikim ydntemleriyle karsilastirildiginda lazerle kesme prosesi bazi
spesifik Ozelliklere sahiptir. Malzeme lazer 1s1gin1 absorpladigi surece, erime
noktasi yuksek malzemelerin birikimi mumkunddr. Isinin ve filamenlerin kullanildigi
buharlasma prosesiyle karsilastirildiginda daha az film kontaminasyonuna neden
olur. Birikim boyunca uygun parametreler segcilirse hedef bilesimi stokiyometrik
olarak filme transfer olur. Fakat yine de biriktirilen film yUzeyinde ¢ok sayida
mikron Olgeginden daha kuguk Olcekte damlaciklar gozlenebilir (Chrisey and
Hubler, 1994).

2.1.2.2.iv. Plazmayla puskiirtme (PS, plasma spraying)

Atmosferik basing plazmayla puskurtmede, puskulrtiulecek malzemenin tozlari
plazma alanina goénderilir. Plazma sicakhdinin ve akis hizinin fazla olmasindan
dolayi, tamamen ya da kismen erimis tozlar substrat ylzeyine kaplanir. Sicakhgin
oldukga yuksek olmasindan dolayi plazmayla puskurtme her tarli metal, seramik
ve farkl bilegenli malzemelere uygulanir. Malzemenin erime sicakhgi ve
bozunma/buharlagsma sicakhdi arasinda en azindan 300 K kadar sicaklik farki

varsa plazmayla puskurtme prosesi yurutulebilir (Fauchais et al., 2006).

Plazmayla puskurtme sahip oldugu avantajlari nedeniyle son 30 yil igerisinde
oldukga yaygin hale gelmistir (Heiman, 2006). Bu prosesin en dnemli avantajl,
karmasik geometriye sahip malzemelerin kolaylikla modifiye edilebilmesidir.
Ayrica, yuksek sicakliga ve korozyona direngli her turli malzemenin prosesi
mumkundur. Bu prosesin tek dezavantaji, substrat ve kaplama arasindaki
yapismanin ¢ok gugli olmamasidir. Plazmayla puskurtme en ¢ok hidroksiapatit
gibi biyoaktif seramiklerin cerrahi implant olarak uygulamalarinda kullaniimaktadir
(Dyshlovenkoa et al., 2006).
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2.2. Biyomalzemeler ve Yiizey Modifikasyonu
2.2.1. Biyomalzemeler

Biyomalzeme, canli yapinin tamamindan ya da bir pargasindan veya biyomedikal
aletlerden olugsan, dogal iglevleri yerine getiren, iyilestiren dogal/yapay malzemeler
olarak tanimlanabilir (Enderle et al., 1999). Ratner ve arkadaslarinin yaptigi bir
diger tanima goére biyomalzeme, biyolojik sistemle etkilesim halinde olan medikal

cihazlarda kullanilan cansiz malzemelerdir (Ratner et al., 1996).

Metal, alasim, polimer, seramik, kompozit ve cam biyomalzemeler kalp vanalari,
yapay kalca kemikleri, dis implantlari olarak kullanilmaktadir. Biyomalzeme
tasarimi, beklenen isleve ve hedeflenen biyolojik bdlgeye goére yapilmaktadir.
Biyomalzeme arastirmalari, malzeme bilimi, fizik, biyokimya, tip ve diger alanlari
iceren disiplinleraras1 bir kavramdir. Bu alandaki c¢alismalar ¢ogunlukla
biyomalzemenin mekanik 06zelligini, kararlihgini ve iglevselligini arttirmaya
yoneliktir (Hill, 1998; Enderle et al., 1999). Ornegin, kalga kemigi vidalari yiiksek
strese dayanimli, yapay kalp kapakg¢iklari antitrombojenik 6zellige sahip olmalidir.
Biyomalzemenin yidin yapisi bu tlr O&zellikleri belirleyici bir faktérdir.
Biyomalzemeye biyolojik sistemin tepkisi ise genellikle yluzey kimyasi ve yapisiyla
kontrol edilir. Sonug¢ olarak biyomalzemenin iglevselliginde yutzey o6zelliklerinin
onemli rol oynadigi aciktir. Biyouyumlu biyomalzeme elde etmek igin
biyomalzemenin dis ylzeyi modifiye edilirken mekanik 6zellikleri ve islevselligi

etkilenmemelidir.
2.2.2. Yiizey modifikasyonu gerekliligi

Biyomalzemeyle biyolojik ¢cevre arasindaki ilk etkilesim malzeme ylUzeyinde baslar
ve malzemenin kimyasal bilesimi, yapisi, temizligi, yuzey enerjisi ve korozyon
direnci gibi yuzey Ozellikleri ile dogrudan ilgilidir. Malzemenin biyouyumlulugu,
implant ve biyolojik sistem arasindaki mikro ve nanometre boyutundaki etkilesimle
belirlenir ve malzemenin kimyasal bilegimi, 1slatilabilirligi, ylzey yuku-enerjisi ve
yari iletkenlik gibi fizikokimyasal Ozellikleriyle yakindan iligkilidir (Balani et al.,
2007; Grosskinsky, 2006). Biyomedikal yuzey muhendisligi i¢ durumda devreye
girer: “iyi” yeterince iyi olmadiginda, aletler islevini tam olarak yerine
getiremediginde ve farkh Urlnlere ihtiyac duyuldugunda. Biyomalzemenin yuzey

modifikasyonuna neden ihtiya¢ duyuldugu asagida maddeler halinde tartigiimigtir.
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Malzeme yuzeyi vucut icindeki canli dokuyla dogrudan temas halindedir ve
canli dokunun biyomalzemeye cevabi onun yuzey Ozellikleriyle yakindan
ilgilidir. lyi bir biyomalzeme inflamasyon olusturmamalidir. Fakat ne yazik ki,
hem vyigin o6zellikleri iyi, hem de vyuzey O0zellikleri mukemmel, Kklinik
uygulamalarda biyouyumlu biyomalzeme ¢ok fazla degildir. Doku ve kanla
biyouyumlu olmayan biyomalzeme sadece hucresel hasara ve kan
pihtilasmasina neden olmaz, ayni zamanda implantin yipranmasina da yol
acar. Bu durumda, aginma direnci yuksek biyomalzemeler kullanmak en iyi

¢O6zimdur.

Biyomalzemeden beklenen oOzellikler uygulama yerine gore degismektedir.
Ornegin, ortopedik malzemeler ideal mekanik &zelliklere sahipken,
biyosensorlerin elektriksel iletkenligi oldukga iyidir. Bu nedenle, uygulama
alanina gore biyomalzeme tasarimi yapilmali ve biyomalzemenin ylzeyi

modifiye edilirken yigin 6zelliklerini korumaya 6zen gdsterilmelidir.

Her ne kadar yigin ozellikleri biyomalzemenin mekanik ozelliklerini etkilese
de, doku-biyomalzeme etkilesimi daha c¢ok biyomalzemenin ylzey
Ozellikleriyle ilgilidir. Doku-biyomalzeme etkilesiminin yaklasik 1 nm’den
daha dar bir alanda gerceklestigi 6ne surtlmektedir (Hill, 1998;
Grosskinsky, 2006). Ev sahibi ile biyomalzeme arasindaki ilk etkilesim
implantin serum ya da diger doku sivilariyla gevrelenmesidir. Bu nedenle
calisiimasi gereken nokta, biyomalzeme/doku araylzeyindeki doku-

hdcresel davranisinin geligtiriimesidir.

Medikal implantlarda uzun émdarlultk de oldukga 6nemlidir. Metal implantlar
Ozellikle kemik uygulamalarinda siklikla kullaniimaktadir. Metalik ortopedik
implantlar dayanim ve esneklik gibi mikemmel yigin 6zellikleri gdsterirken,
asinma direnci ve sinirh biyouyumluluk gibi zayif yluzey ozelliklerine
sahiptirler. Bu nedenle, biyomalzemenin ylzey ve yigin ozelliklerinin her

ikisini de iyilestirmeye yonelik calismalar yapilmalidir.

Dinyada yaslanan populasyonun artisi sonucu son on yilda
biyomalzemeleri geligtirmeye yonelik c¢alismalar yogunlagmigtir. Ayrica
islevselligi ve biyoaktivitesi yuksek biyomalzeme tasarimlari yapiimaktadir
(Danielle et al., 2007; Reddy et al., 2006; Wang et al., 2006).
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Biyomalzemenin biyolojik ¢evreyle etkilesimini iyilestirmek icin pek cok ylzey
modifikasyon metodu mevcuttur. Plazma ile modifikasyon bu metotlardan birisidir.
Cizelge 2.1°de biyomalzemelerin yuzeyini modifiye etmek igin kullanilan teknikler

verilmigtir.

Cizelge 2.1. Biyomalzemelerin ylzey modifikasyon teknikleri.

Fiziksel Kimyasal Radyasyon

Plazma yuk bosalimi
Kuvvetli asitlerle

oksidasyon Korona ylk bosalimi

Fiziksel adsorpsiyon Foto aktivasyon (UV)

Ozon ile muamele

Langmuir-Blodgett filmi . . Lazer
Kimyasal sorpsiyon

. lyon tanecik bombardimani
Alev ile muamele

Elektron tanecik bombardimani

y radyasyonu

2.2.3. Proses

Plazma ylzey modifikasyonunda vyuk-bosallm plazmasi, bir tankin (inert
olmasindan dolayi genellikle kuvars kullanilir) havasinin tamamen bosaltiimasi ve
daha sonra tankin tekrar disuk basingh gazla doldurulmasiyla olusturulur.
Ardindan gaza, RF enerjisi, mikrodalga, direk akimin alternatif akima g¢evrilmesi
gibi teknikler kullanilarak enerji verilir. Gaz plazma, kisa dalga UV araliginda
iyonlar, elektronlar, radikaller, orta kararlilar ve fotonlar gibi enerjik turleri icerir.
Gaz plazmayla temas halindeki yuzeye, bu enerjik turler gonderilir ve sahip
olduklari enerji plazmadan kati substrat icine aktarilir ve sonucunda yuzey

modifiye edilmis olur (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Plazma reaktériinde gergeklesen plazma ylzey modifikasyonu.

Plazma prosesi, biyomalzemenin yigin ozelliklerini degistirmeden foton ve aktif
turlerin biyomalzeme yuzeyiyle birkag yuz angstromdan 10 pm’ye kadar
tepkimesini saglayan tek yluzey modifikasyon teknigidir. Bircok parametre
plazmanin kimyasal ve fiziksel karakteristigini dogrudan etkileyebilir ve
sonuncunda plazma modifikasyonuyla elde edilen yuzey kimyasi da etkilenmig
olur. Gaz tipi, islem basinci, glicu ve zamani gibi proses parametreleri kullanici
tarafindan ayarlanabilir. Fakat, elektrod konumu, reaktdr dizayni, gaz girisi ve
vakum gibi sistem parametreleri ise plazma ekipmaninin tasarimi sirasinda
belirlenir. Bu genis parametre araligi plazma prosesine g¢ogu yuksek enerijili
radyasyon prosesinden daha fazla kontrol imkani verir (Sekil 2.11). Elektron
yayihmi, lazer veya UV radyasyonu ve deliksiz kaplama gibi diger tekniklerden
farkh olarak plazma teknigi, cevre dostu olmasiyla bilinir. Gaz plazma
modifikasyonu tipik olarak kesikli proseste gercgeklestiriimesine ragmen, fiberlerin,
tubuler membranlarin, fabrik yapilarin ve filmlerin surekli sistemde modifikasyonu
yapilmaktadir. Cogu durumda, reaktér dizayninda ekonomik durum g6z o6nlne

alinmahdir.
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*Konfigiirasyon Su"‘ yogumiugu
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Sekil 2.11. Plazma parametreleri.

2.2.4. Plazma prosesinin biyomalzeme yuzey modifikasyonunda sagladigi
avantajlar

Plazma prosesi, biyomalzemenin spesifik 6zellikler kazanmasini saglamaktadir.
Asagida plazma modifikasyonu sonrasi biyomalzemeye kazandirilabilecek olan
Ozellikler kisaca agiklanmistir.

2.2.4.1. Yapismayi arttirmak

iki ylizey arasindaki yapismay! arttirmak genel uygulamalar arasindadir. lyi bir
yapisma, kimyasal uyumluluk ve/veya kimyasal bagla elde edilen gugllu arayuzey
kuvvetlerini gerektirir (Oehr, 2003). Plazma ylzey modifikasyonu, araylzey
yapigmayi arttirici amin, karbonil, hidroksil ve karboksil gruplari gibi kimyasal
olarak aktif fonksiyonel gruplarin olusmasina yardimci olur (Weibel et al., 2006;
Pompe et al., 2007).

En yaygin uygulamalar arasinda, kateterlerin, siringa bilsenlerinin, diyaliz pompa
parcalarinin, kan ve ilag torbalarinin ve plastik filmlerinin modifikasyonu yer
almaktadir.
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2.2.4.2. Yuzey enerjisinin kontrolii

Plazma prosesi substrat yuzey enerjisini kontrol etmek i¢in de kullanilabilir (Noh et
al., 2007; Alves et al., 2007). Gaz plazmayla etkilesim halindeki polimer yuzeyinde
hidrofilik ve hidrofobik ylUzeyler yaratilabilir. Oksijenin kullanimiyla, ylzeyde
hidroksil fonksiyonalitesi yaratilarak yutzeyin islatilabilirligi arttirilabilir. Polimerik
tuplerin 1slatilabilirligini arttirarak kateterlerin performansini arttirmak uygulanan
metotlar arasindadir. Benzeri bir sekilde yuzeyler kan uyumlulugunu arttirmak igin

de modifiye edilebilmektedir.

2.2.4.3. Biyouyumlulugu arttirmak

Kan veya proteinle temas halinde olacak biyomalzemenin biyouyumlulugunu
arttirmak igin spesifik ylizey modifikasyonu gerekmektedir. Ornegin, amonyak
plazma modifikasyonuyla ylzeye tutturulan amin gruplari heparin gibi
antikoagulantlar icin sanki bir ¢cengel iglevi gorir ve boylece trombojenite
azalilmig olur (Yuan et al, 1993). Sentetik polimerik implant malzemeler,
fibronektin ve laminin gibi hdcre-baglayici peptidlerin  ylzeye kovalent
baglanmasini saglamak icin RF ile plazma modifikasyonuna tabi tutulur. Ylizeye
takilan peptidler yiuzeyin saglikli endotel hicreleri tarafindan tek tabaka halinde
tamamen kaplanmasini saglayarak dogal, kan uyusabilirligi ylksek bir yuzeyin
olusmasina neden olur. Endotel hucrelerle kaplanmig biyoimplantlar biyouyumlugu

arttirirken, antijeniteyi ve trombojeniteyi azaltir (Knetsch et al., 2006).

2.2.4.4. Performansi arttirmak

Polimerlerin performansini arttirmak igin en ¢ok kullanilan yontemlerden birisi
yuzeyin ¢capraz baglanmasidir. Plazma modifikasyonu, malzeme iginde birka¢ bin
A° derinlige kadar capraz baglanma yogunlugu saglar. Bunun sonucunda pek ¢ok
uygulama igin gereksinim duyulan malzemenin sertligi ve kimyasal direnci
arttirlmis  olur. Ornegin, silikon kauguk bilesenleri ylizeyde sert bir tabaka
olusturmak amaciyla inert gaz plazmayla modifiye edilebilir. Bdylece yuzey
surtinme katsayisinda énemli bir disus saglanir. Geligtirilen bir plazma teknigiyle
onceden kaplanmis molekullerin polimer yuzeyine dogrudan c¢apraz baglanmasi

saglanmistir (Sheu et al., 1992).
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2.2.4.5. Biyolojik molekiillerin immobilizasyonu

Albumin, kollajen, heparin ve heparin-benzeri molekullerin, polimerik yuzeylere
immobilize edildiklerinde ylzeye anti-trombojenik 6zellik kazandirdiklar
bilinmektedir. Bu tur biyolojik molekullerin immobilizasyonu igin, dncelikle polimerik
yuzeyin aktive edilmesi ve ardindan biyolojik molekulin dogrudan ya da uzatici
kol kullanarak yuzeye takilmasi gergeklestirilir. Biyolojik molekullin hareketliliginin,
konformasyonunun ve aktivitesinin 6nemli oldugu durumlarda uzatici kolun
kullaniimasi kaginilmazdir (Kang et al., 2001). Plazma prosesinin tam olarak
anlagilamamasi nedeniyle biyolojik molekullerin immobilizasyonu igin plazma ile
Islak kimya yontemi paralel olarak kullaniimaktadir. Amonyak, oksijen ve su
plazmasi kullanimiyla yluzeyde NHsz, O, H>O gruplari olusturulabilir. Yuzey
islatilabilirligini arttirmak ve polimerik ylizeyde hicre Uremesini desteklemek igin

bu tir modifikasyonlar yapilmaktadir (Balani et al., 2007; Qu et al., 2007).

2.2.4.6. Hiicre iiremesini desteklemek

Hucrelerin Gremesi i¢in kullanilan hicre-destek malzemelerinin (tasiyicilarin) bazi
durumlarda modifiye edilmesi gerekmektedir. Hicre Uretimi icin kullanilan
biyomalzemenin modifikasyonunda 3 énemli basamak mevcuttur (Sekil 2.12). ilk
olarak yuzey geriliminin ayarlanmasi gereklidir. Yuzeye belirli bir hidrofilisite
kazandiracak kimyasal gruplarin takilmasiyla bu saglanabilir. ikinci asamada amin
ya da karboksil gruplarinin ylizeyde olusmasi saglanarak cgesitli protein/protein
segmentlerinin  yluzeye baglanmasi gerceklestiriir. Bu yolla hucrelerin
biyomalzemeyi yabanci bir madde olarak algilamasi bir derece engellenmis olur.
Son asamada ise hucre Uremesini hizlandirmak igin, buyime faktorleri (sitokinler)
yuzeye immobilize edilebilir. Plazma ile modifiye edilmis malzemelerde keratinosit

ve kornea gibi ¢esitli hicrelerin iremesi arttirilmigtir (Klenkler et al., 2005).

Hucre kultarleriyle ilgili ¢alismalar arastirmalarin disiplinlerarasi bir alanda
surdurilmesi gerektigini agikca gdstermektedir. Ozellikle tip, malzeme ve hiicre
bilimi, mikrobiyoloji, plazma ve ara yuzey biliminin ortakhgi basarili sonuglar elde

etmek igin kaginiimazdir.
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kaplanmis yizey)

Sekil 2.12. Hucre Uremesini arttirmak i¢in biyomalzemenin modifikasyonu.

2.2.5. Plazma prosesinin biyomedikal uygulamalari

Plazma yuzey modifikasyonu bir¢ok biyomedikal uygulama igin uygundur (Ratner

et al., 1990; Sheu et al., 1995). Cizelge 2.2’de plazma yuzey modifikasyonunun

biyomedikal alanda uygulamalari verilmigtir. Birka¢g 6nemli uygulama asagida

aciklanmistir.

Cizelge 2.2. Biyomedikal alanda plazma ylzey modifikasyonunun uygulamalari.

Uygulamalar Cihazlar Malzemeler Amaglar
Sensor Polikarbonat,
membranlari Seliiloz,
. . Polipropilen Biyomolekdillerin temiz
Biyosensor " . o
ylzeylere immobilizasyonu
Teshis
biyosensorleri Polistiren
Ayirma o Yiizey temizleme
membranlari Polipropilen,
Biyoayirma o Selliloz tirevleri, Islatilabilirligi arttirmak
Hemodiyaliz Polisiilfon . L
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Cizelge 2.2. devam ediyor.

Kardiyovaskdler

Damar greftleri

Kateterler

Polietilen teraftalat,
Politetra floro
etilen, Polietilen,
Silikon kaugugu,
Polivinil klordr,

Biyouyumlulugu arttirmak
Islatilabilirligi arttirmak
Kaplama

Surtinmeyi azaltmak

Politretan Anti-mikrobiyal ylzey
kaplamalari

Dental Dis implantlari Titanyum Hicre Uremesini arttirmak
alasimlari
Polimerler, Plazma yuk bosalimi ile
Metaller, Camlar, ma yuk bosal

Temel arastirmalar ; modifiye dilmis ylzeylerle
Seramikler, . p LY .

. biyolojik etkilesimleri arastirmak

Kompozitler

Gozle ilgili olanlar

Kontak lensler
Intraokdler lensler

Yapay kornealar

Polimetil metakrilat,
Silikon kaugugu,
Polivinil akrilat,
Polihidroksi etil
metakrilat

Islatilabilirligi arttirmak
Biyouyumlulugu arttirmak

Anti-mikrobiyal ylzey
kaplamalari

Hulcre Gremesini arttirmak

Metal implantlar
Vidalar

Titanyum-nikel,
Kobalt-krom
alasimlari

Yuzeyi temizlemek

Hiicre yapigsmasini/iremesini
arttirmak

Ortopedik Yuksek molekul Biyouyumlulugu arttirmak
Ligamentler agirlikli polietilen, - .
o Doku i¢i Uremeyi arttirmak
Kemik olakalar Polietilen teraftalat,
P Poliglikolik asit, Mekanik dayanimi arttirmak
Polilaktik asit
. Silikon kaugugu, Molekl difiizyonunu azaltmak
Eczacilik Kontrollu ilag salim | 34061 Poliglikolik

cihazlari

asit, Polilaktik asit

ilag salimi igin bozunmay
kontrol etmek

Doku kultara

Doku kultira
kaplar

Polistiren,
Polietilen teraftalat

Hucre yapismasini/iremesini
arttirmak

Islatilabilirligi arttirmak

Yuzeyi temizlemek

Diger uygulamalar

Genel cihazlar

Sterilizasyon
Yuzeyi temizlemek

Yapismayi arttirmak

2.2.5.1. Biyoayirma

Segici gegirgenlige sahip polimerik membranlar birgok biyoayirma uygulamasinda

kullaniimaktadir.

Hemodiyaliz, proteinlerin saflastiriimasi, yapay organlar ve
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biyosensorler bu uygulamalar arasindadir (Zeng et al., 2001; Liang et al., 2007).
Membran malzemesinin verimlilik agisindan segici gecirgen olmasi ve ayni
zamanda gecirgenlik hizinin fazla olmasi istenir. Cesitli kimyasal gruplarin
membrana takilmasiyla veya gb6zenek boyutunun kontroli gibi fiziksel

kisitlamalarla membranin segiciligi ayarlanabilir.

2.2.5.2. Sterilizasyon

Plazma teknolojisi tibbi cihazlarin dezenfeksiyonu ve sterilizasyonu igin de
kullaniimaktadir (Akitsua et al., 2005; Tessarolo et al., 2006). Plazma
modifikasyonunun en buyulk avantaji, biyomedikal aletlerin fabrikasyonu sirasinda
yuzey modifikasyonu ve sterilizasyonun ayni anda vyapilmasidir. Plazma
sterilizasyonu sicakliga, radyasyona ve kimyasallara duyarli medikal implant ve

aletler igin oldukga uygun bir yontemdir.

2.2.5.3. Okiiler protezler

Kontak ve intraokller lensler, protein ve hlcre reddini indirgemek, bakteriyel
yapismayl azaltmak, islatilabilirligi ve hasta konforunu arttirmak icin plazma
modifikasyonuna tabi tutulurlar (Karlgard et al., 2004; Shigeta et al., 2006).
PHEMA’dan Uretilen yapay kornealara amonyak plazma modifikasyonu
uygulanarak kornea epitel hicrelerinin yapigsmasi ve Uremesi arttiriimistir (Spehia,
1993). Plazma ile modifiye edilmis ylzeye fibrinojen ve fibronektin molekullerinin
immobilizasyonuyla elde edilen matrisler yara iyilesmesi boyunca kornea epitel
hdcrelerinin gogune imkan vermigtir. Argon plazma modifikasyonu PVA iceren
sentetik kornealarin epitelizasyonunu arttirmak i¢in kullaniimigtir (Latkany et al.,
1997). Plazma ile modifiye edilmis PVA ylzeylerde yogun bir epitel tabakasinin
olustugu, hem organ kultur calismasiyla, hem de tavsanlarda gercgeklestirilen in

vivo implantasyon ¢aligmalariyla kanitlanmigtir.

2.2.5.4. Doku kiilturii

Petri kabi, doner sise, mikrotagiyici ve membran gibi kultir substrat yuzeyleri
plazma ile modifiye edilebilir. Plazma modifikasyonu ile hicre Uremesi, protein
baglama/baglamama kapasitesi, huicreye spesifik yapigsma, ylzey enerijisi ve/veya

yuzey elektrik yuku ayarlanabilir.
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2.2.5.5. Plazma modifikasyonunun ticari avantajlari

Cizelge 2.1’de yuzey modifikasyon teknikleri verilmigtir. Bu yuzey modifikasyon
teknikleri icerisinde yer alan plazma yuzey modifikasyonu, esnek ve etkili bir
proses olugunun yanisira ¢evre dostu ve guvenli olmasiyla diger tekniklerden
ayrilir. Isiya kargi hassas biyomalzemeler plazma ile ortam sicakligina yakin bir
sicaklikda modifiye edilebilmektedirler. Plazma modifikasyonu malzemenin yigin
Ozelliklerini degistirmez, sadece substratin ylizeye yakin bolimunu modifiye eder.
Ayrica plazma ile hemen hemen her geometrideki substrat modifiye
edilebilmektedir. Plazma teknolojisinin en buyuk ozelligi ise, kimyasal proseslerin
sunamadigl yuzey fonksiyonalitesini sunabilmesidir. Fakat plazma prosesinin,
vakum ortamina ihtiya¢g duyulmasi, nispeten pahali olusu ve kimyasinin tam olarak
tanimlanamamasi gibi dezavantajlari da mevcuttur. Plazma birikimi ve
reaksiyonunun ticari alanda kullaniminda birka¢ engelle karsilagiimaktadir.
Bunlardan en 6nemlisi FDA (Food and Drug Administration) tarafindan ylzey
modifikasyonunun nasil dizenlenecedinin tam olarak agiklanmamis olmasidir.
Fakat buna karsin, Ozellikle akademik calismalarda plazma prosesinin
uygulamalari yapilmakta ve prosesin tekrar kullanilabilirligi arastiriimaktadir.
Endustri ve arastirma enstitulerinin igbirligi ile proses optimizasyonu ve olgek
buyltme calismalari yapilimahldir. Sonug¢ olarak soylenebilir ki, plazma yuzey
modifikasyonunun avantajlari dezavantajlarina goére oldukg¢a fazladir, ¢inkli en
onemlisi bu teknik diger tekniklerin saglayamadidi pek c¢ok modifikasyonu

saglayabilmektedir.
2.3. Doku iskeleleri

Doku muhendisligi yaklasimi ile hasarli dokunun onarimi ya da yeni dokunun
olusumu icgin, doku iskelesi (scaffold)/matris, canl hucre ve/veya biyolojik olarak
aktif molekdullerin (biyosinyal) birlesimi sonucu elde edilen hibrid yapinin kullanimi
baylk énem arzetmektedir (Sekil 2.13). Doku muhendisligi alaninda kullanilan
doku iskeleleri, hicrenin farklilagsmasini, Gremesini, goé¢linl ve kolonizasyonunu
sagladigi gibi gerekli dokunun gelisimine onculiuk etmekte ve hatta bazen ilag
dagitim araci olarak da kullaniimaktadir. GUnUmuzde farkl arastirma alanlarindan
bircok arastirmaci hilcre izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili ¢calismalar da
dahil doku iskelesi tasarimi ve duretimi ile ilgili calismalara odaklanmistir
(Hutmacher, 2001; Sherwood et al., 2002; Sacholos and Czernuszka, 2003).
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Doku iskelesi

Doku Miihendisligi Uriinii

Sekil 2.13. Hucre-temelli doku mihendisligi yaklagimi

Doku iskelesi tasariminda en énemli kriter malzemenin segimidir. Dogal polimerler,
sentetik polimerler, seramikler, metaller ve bunlarin bilesimi kullanilan malzemeler
arasinda yer almaktadir (Sacholos and Czernuszka, 2003; Mironov et al., 2003).
Tez kapsami igerisinde doku muhendisligi uygulamalarina yénelik olarak polimerik
doku iskeleleri gelistiriimeye calisiimisg ve dolayisiyla bu bolumde doku iskelesi
uretiminde yaygin olarak kullanilan polimerik malzemeler hakkinda ayrintili bilgiye

yer verilmigtir.
2.3.1. Polimerik doku iskeleleri

Doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilan polimerik doku iskeleleri 3-boyutlu
yapida olmalidir, yiksek yuzey alanina ve gdzeneklilige sahipken ayni zamanda
gerekli yapisal dayanimi da saglamalidir. Bu 6zellikler tasarlanan doku iskelesi igin
uygun Uuretim teknidinin secimiyle ayarlanabilir fakat bu sirada malzemenin
biyouyumlulugu korunmali, yani malzeme implante edildiginde istenmeyen doku
tepkilerine yol agmamalidir. Gunumuzde kullanilan dretim teknikleri istenilen

Ozelikleri tagiyan doku iskelesi elde etmek igin yeterlidir.

Doku muhendisligi tekniklerini kullanarak organ iglevlerinin iyilegtiriimesi igin gecici
ve goOzenekli doku iskelelerine ihtiyag vardir. Doku iskelesinin asil iglevi hasarli
bdlgeye cevre dokulardan hicre goglini saglamak ya da doku iskelesinin kendi
g6zenekleri igcerisinde hlcrenin Uremesine izin vermektir. Bu nedenle doku
iskelesinin hlicre yapismasi, Uremesi, farklilasmasi ve goclu destekleyecek ylzey
Ozelliklerine sahip olmasi beklenmektedir. Uygun malzemenin ve uretim tekniginin

secimiyle istenilen ozellikleri saglayan doku iskelelerini Uretmek mumkunddr.
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Birgok biyouyumlu malzeme doku iskelesi yapiminda kullanilsa da, doku
iskelesinin temel gorevini gegici surede yapmasi beklendidi igin biyobozunur
malzemeler doku iskelesi yapiminda daha ¢ok tercih edilir. Kollajen, poli(a-hidroksi
esterler) ve poli(anhidritler) gibi dogal ve sentetik biyobozunur polimerler isleme
kolayhgi nedeniyle doku iskelesi malzemesi olarak siklikla kullaniimaktadir
(Thomson et al., 1995). Poli(a-hidroksi esterler) arasinda yer alan poli(L-laktik asit;
PLLA), poli(laktik-ko-glikolik asit; PLGA) ve poli(glikolik asit; PGA) doku iskelesi
malzemesi olarak yaygin kullanima sahiptirler. Belirli klinik uygulamalar i¢cin FDA
tarafindan onaylanmis bu polimerler, basit hidroliz reaksiyonuyla bozunur ve

biyouyumludurlar.

Doku iskelesi yapiminda sadece secilen polimerin biyouyumlu olmasi yeterli
degildir, bunun yanisira kullanilan tretim tekniginin de polimerin biyouyumlulugunu
bozmamasi gerekmektedir. Doku iskelesinin gézenek ¢api ve dagilimi da dretim
tekniginin sec¢iminde dikkat edilmesi gereken diger onemli noktalardir. Malzeme
yuzeyinde yeterli hucre ekimini ve gogunu saglayacak oldukga gozenekli doku
iskeleleri tercih edilmektedir. Gozenek boyutu, hem hicrelerin yapisacagi i¢ yluzey
alanini belirlemede, hem de dokunun olusumunda o6nemli rol oynamaktadir.
Ozellikle kikirdak ve kemik gibi sert doku onariminda doku iskelesinin mekanik
Ozellikleri onem kazanmaktadir. Polimerin mekanik ozelliklerinde, kati polimerin
kendi Ozellikleri ve doku iskelesinin gbzenek yapisi etkili olsa da polimerin igleme
teknigi de dnemlidir. Ornegdin polimerin kristalinitesi arttirilarak cekme gerilimi de
arttinlabilir. Bazen de polimer isleme prosesi polimerin molekul agirhginin

duigmesine neden olmakta ve polimerin mekanik ozellikleri zayiflamaktadir.

Doku muhendisligi uygulamalari igin doku iskelesi Uretiminde kullanilacak olan
teknik, polimerin o6zelliklerine ve hedeflenen uygulamaya yonelik olarak
secilmelidir. Literaturdeki doku iskelesi Uretim teknikleri, kuguk, kati polimer
parcalari ya da uzun fiberler gibi ticari olarak elde edilebilen baslangi¢
malzemelerinin kullaniimasiyla gelistiriimistir. Polimerin camsi gegis sicakhgdi ya da
erime sicakli§i Uzerindeki viskoz davranisi ve cgesitli organik c¢ozuculerdeki
¢ozunurlugu doku iskelesi uretim tekniklerinin gelistiriimesinde kilit noktalardir.
Gunumuzde doku muhendisligi uygulamalari igin birgok yeni Uretim teknigi

geligtiriimigtir. Asagida doku iskelesi Uretimi icin kullanilan tekniklere yer verilmigtir.
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2.3.2. Doku iskelesi tuiretim teknikleri

Doku muhendisligi uygulamalarinda, dogrusal alifatik poliesterler grubunda yer
alan poli(glikolik asit; PGA), poli(laktik-ko-glikolik asit; PLGA) doku iskeleleri yaygin
olarak kullanildigi i¢in doku iskelesi Uretim teknikleri verilirken yontemler bu

polimerler Uzerinden agiklanmistir.

2.3.2.1. Fiber baglama teknigi

Plaskul ve kece yapisindaki PGA fiberlerinden yapilan biyomalzemeler organ
yenilenmesinde kolaylik saglamislardir (Cima et al., 1991). Fiber agd yapilar,
fiberlerin U¢ boyutlu yapida dokunmasi yada oOrulmesi ile hazirlanirlar ve farkli
g6zenek boyutunda olabilirler. Bu yapilarin en énemli 6zelligi hlcre yapismasi igin
genis yuzey alanina sahip olmalaridir. Ayrica hiicre canlihdi ve Gremesi igin gerekli
olan besinlerin hizli bir sekilde difizyonunu saglamaktadirlar. Fakat bunun
yaninda, in vivo ortamda yeterli yapisal kararliiga sahip degildirler ve bu nedenle
“fiber baglama” teknidi gelistiriimigtir. Fiber baglama teknigi ilk kez Mikos ve
arkadaslar tarafindan fiberlerin birbirine baglanmasiyla gergeklestirilmistir (Mikos
et al., 1993a). PGA fiberleri istenilen biyomalzeme yapisina goére dizilir ve
PLLA/metilen klorur cozeltisine daldinlir. Coézucunun buharlasmasindan sonra,
PLLA-PGA bilesimi her iki polimerin erime sicakliginin Ustundeki sicakliga kadar
isitilir. PLLA, sogutmanin ardindan segici ayrismayla uzaklastirilir, ayrisan PGA
fiberleri fiziksel olarak c¢apraz noktalarda baglanir. Teknigin en énemli avantaji
gbzenek kontrolinli  saglayabilmesidir. Cozicu segimi, iki  polimerin
karigtinlabilirligi ve erime sicakliklari proses i¢in dnemli parametreler arasindadir.
Fakat, biyomalzemede artakalan ¢6zicu atiklarinin hlcre ve organlara zarar

olabilecegi unutulmamalidir.

Kan damarlari, intestinler ve ureterler gibi dokularin yenilenmesinde vyararl
olabilecek doku iskelelerinin Uretimi icin alternatif bir fiber baglama teknigi
geligtiriimigtir. Bu metotda baglanmamis PGA fiber agi, PLLA ya da PLGA
cozeltisiyle kaplanmistir (Mooney et al., 1996a). Déner Teflon® silindire
yapistiriimis polimer agina PLLA/PLGA polimer ¢ozeltisi puskurtular. Paskartme
islemi devam ederken PGA fiberleri Uzerine PLLA ya da PLGA ¢ozeltisi kaplanir
ve PGA fiberlerin ¢apraz noktalarinda baglar olustururlar. Eger puskirtme suresi
uzun tutulursa PLLA birikimi nedeniyle kalin PGA fiberleri olusur. Hicre

yapismasi, uremesi ve fonksiyonu PGA fiber agindan c¢ok, PLLA ya da PLGA
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kaplamayla belirlenir. Kaplama PGA fiberlerin mekanik 6zelliginin gerekli oldugu
durumlarda 6nem kazanmaktadir ancak PLLA ya da PLGA yuzey 6zellikleri hiicre
populasyonu igin daha onemlidir. Ne yazik ki bu teknik de kompleks 3-boyutlu
doku iskelesi Uretmek i¢in tamamiyla mukemmel bir teknik degildir fakat ici bos
(hollow) taplerin Uretiminde basariyla kullaniimaktadir. Diz kas hucreleri ve
ekstraselluler matris (ECM) proteinlerini desteklemek icin kullanilan tubuler
yapilarin uretiminde bu metot kullaniimaktadir (Kim et al., 1998). 7 gunluk kualttr
sonunda, bu tupler tamamen duz kas hucreleriyle kaplanmig, PGA ag yapinin

g6zenekleri ECM proteinleriyle dolmus ve en dnemlisi tlplerin yapisi ve sekli

korunmustur. Sekil 2.14’de 6rilmus PLGA doku iskelelerinin SEM goruntisu yer
almaktadir (Chen et al., 2002).

Sekil 2.14. a) Orllmis PLGA doku iskelesi, b) PLGA-kollajen hibrid doku iskelesi,
c) PLGA-kollajen hibrid doku iskelesi Uzerinde Uretilmis insan fibroblast
hicreleri, 1. gun.

2.3.2.2. Coziicu-dokiim/partikiil-uzaklastirma teknigi

1994 yilinda Mikos ve arkadaslari tarafindan fiber baglama tekniginde karsilasilan
problemlerin Ustesinden gelmek igin ¢dzUcu-dokum/partikil-uzaklastirma teknigi
geligtiriimigtir (Mikos et al., 1994). Uygun isi muamelesiyle, istenilen 0Ozellikte
alan/hacim oranina, kristaliniteye, gdzenek yapisina ve boyutuna sahip sentetik
biyobozunur polimerler hazirlanabilir. Mikos ve arkadaslari bu teknigi PLLA ve
PLGA doku iskeleleri icin geligtirmistir ancak metot kloroform ve metilen klorGr gibi
¢ozlculerde ¢dzlinen her polimer igin uygulanabilir. Yontemin uygulanmasi
sirasinda tuz partikllleri PLLA/kloroform c¢oézeltisinde dagitilir ve cam ylzeye
dokualur. Tuz partikulleri kloroformda ¢ézunmez. Cozucu buharlagmaya birakilir ve
son olarak da kalintilarin uzaklastirimasi igin vakumla kurutma iglemi
gerceklestirilir. Sonucta elde edilen PLLA/tuz bilesimine sahip membrandaki PLLA

oldukga kristalin bir yapiya sahiptir. Fakat membranin kristalinitesi iki yolla kontrol
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edilebilmektedir. Birinci yol, PLLA/tuz bilesimindeki membran yapisindaki tuzu
uzaklastirmak icin suya daldirmaktir, bu yolla olduk¢a kristalin yapida, tuzu
uzaklastirimis PLLA membranlar elde edilebilmektedir. Alternatif yol ise, kontrolll
kristaliniteye sahip PLLA membranlar Uretmek igin 1si muamelesinin
uygulanmasidir. PLLA/tuz bilesimindeki membran PLLA’'nin erime noktasinin
uzerindeki bir sicakliga (>178°C) isitilir, buradaki ama¢ daha onceki proses
basamaklarinda olusan polimer kristallerini tamamen eritmektir. Isitilan PLLA/tuz
membrani yavas yavas kontrolli bir hizla sogutularak ya yari-kristalin yapi, ya da
amorf membran elde edilebilir. En son olarak da, membran suya daldirilarak

icerisindeki tuz uzaklastirilir ve kurutulur.

Gozenekliligi % 93’e varan ve gdzenek boyutu ortalama 500 um’ye yakin doku
iskeleleri bu teknik kullanilarak hazirlanabilir. Farkli boyutta ve oranda tuz
kullanilarak  cesitli ~ yuzey alani/hacim  oranina  sahip  membranlar
hazirlanabilmektedir. Yukarida da bahsedildigi gibi istenilen uygulamaya goére
membran kristalinitesi ayarlanabilmektedir. Tum bu avantajlarina ragmen, en fazla
2 mm kalinhda varan olduk¢a ince membranlarin uretilebilmesi teknigin en onemli

dezavantajlarindan biridir.

Yukarida bahsedilen teknikte karsilasilan problemlerden birisi de, elde edilen doku
iskelesinin kirllgan olmasi ve bu nedenle yumusak doku uygulamalarinda
kullanilamamasidir. Bu problemin Ustesinden gelmek igin, PLGA ¢ozeltisi PEG ile
karigtinimis ve ¢6zucu-dokum/partikil uzaklastirma teknigi kullanilarak yumusak
kopUk doku iskeleleri hazirlanmistir (Wake et al., 1996). Polimer ¢dzeltisindeki
PEG orani arttirilarak iskelenin yumusakligi arttirilabilmektedir. Ayrica ¢dzeltinin
bir tlp icerisine dokumu ile gbézenek yapisina zarar vermeden tubuler yapida
kopuk doku iskeleleri elde etmek mumkundur. Elde edilen bu doku iskeleleri kan
damarlari ve yemek borusu gibi c¢esitli yumusak dokularin yenilenmesinde

kullaniimaktadir.

PLLA ve PLGA doku iskelelerine hicre ekimi yapildiginda karsilasilan baska bir
sorun ise polimerin hidrofobisitesidir. Mooney ve arkadaslari PLGA doku iskelesini
PVA polimer ¢ozeltisine daldirarak polimerin hidrofilisitesini arttirmiglardir (Mooney
et al., 1994). Modifiye edilmis ve edilmemis PLGA doku iskeleleri Gzerine hepatosit
hicreleri ekilmis ve hiicrelerin modifiye edilmis doku iskelelerinde daha yodun bir

sekilde Uredigi gozlenmistir.
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PLLA ya da PLGA doku iskelelerinde hicre ekimi icin gelistirilen diger yontem ise,
doku iskelelerinin 6nceden etanolle islatiimasidir (Mikos et al., 1994). Bu metotda
polimerik doku iskelesi 1 saat boyunca etanol ¢ozeltisine daldiriimis ardindan
suyla yikanmistir. Boylece hava ile dolu gdzeneklere su girisi saglanmis ve suyla
dolu bosluk hacim yuzdesi onemli oranlarda arttirlmistir. Hazirlanan doku
iskelelerine ekilen kondrosit ve hepatosit hicreleri iskele yuzeyinde homojen bir
dagihm sergilemistir. Sekil 2.15°de tuz-uzaklastirma teknigiyle hazirlanmis PLLA
kopUuk doku iskelesinin SEM goérintisu ve akigh kaltirde PLLA doku iskelesi

Uzerinde Uremis hematoksilen-eozin (H-E) ile boyanmis hepatosit hicrelerine ait

optik fotograf gorintisu verilmistir.

Sekil 2.15. a) Tuz-uzaklastirma teknigiyle hazirlanmis PLLA kopuk doku
iskelesinin SEM gorintisu (Ma, 2004), b) Akish kualtirde PLLA doku iskelesi
uzerinde Uremis hematoksilen-eozin (H-E) ile boyanmig hepatosit hicreleri (Torok
et al., 2001).

2.3.2.3. Membran laminasyon teknigi

Kikirdak ve kemik gibi iglevi kismen geometriye dayanan sert dokularin
yenilenmesi icin Ug¢-boyutlu anatomik yapida doku iskelelerine ihtiya¢ vardir.
Membran laminasyon teknigi kullanilarak oldukga yuksek gozeneklilige sahip Ug-
boyutlu doku iskeleleri dretilmistir (Mikos et al., 1993b). Orjinal membran homojen
g6zenek dagilimini korudugu sirece laminasyon teknidi yararhdir. Ayrica iki
tabaka arasindaki sinir bolgesi doku iskelesinin yigin yapisindan ayirt edilemez
sekilde olmalhdir. Bu metotda oncelikle, U¢ boyutlu anatomik yapinin cevresi
hazirlanir. Olduk¢ca go6zenekli yaplya sahip biyobozunur membranlar, ¢6zicu-
dokme/partikil uzaklastirma teknidi kullanilarak hazirlanir. Bitisik membranlar,
baglanti bolgelerinin kloroformla kaplanmasiyla baglanirlar. Boylece istenilen lg¢-

boyutlu yapidaki doku iskelesi tabaka tabaka uretilmis olur (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. Membran laminasyon teknigi kullanilarak burun seklinde hazirlanmis
PLLA doku iskelesi (Mikos et al., 1993a).

Membran laminasyon teknigi, PGA icin kullanilamaz ¢lnki PGA sadece toksik
cozuculerde ¢oOzulebilmektedir. Membran laminasyon teknigine benzer bir metot
tubuler stentlerin Uretiminde kullaniimigtir (Mooney et al., 1994). Bu metotda
¢ozUcu-dokum/partikil uzaklastirma teknigi ile gdzenekli diz PLGA doku iskeleleri
hazirlanmistir. Hazirlanan doku iskeleleri Teflon silindire sarilip Ust Uste gelen
koseler az miktarda kloroform kullanilarak yapistiriir. Daha sonra Teflon silindir
uzaklastiriir ve tipun acik uglari eritilerek kapatilir. Elde edilen doku iskelesi

intestin gibi tubuler dokularin yenilenmesinde kullaniimaktadir.

2.3.2.4. Eriterek kaliplama tekniqi

Eriterek kaliplama teknigi Ug-boyutlu doku iskelelerini hazirlamak i¢cin membran
laminasyon teknigine alternatif olarak kullaniimaktadir. PLGA tozlarinin karigsimi ve
jelatin mikrokureler Teflon kaliplara dokullir ve polimerin camsi gegis sicakhginin
uzerindeki sicakliga kadar isitilir. Ardindan PLGA-jelatin bilesimi kaliptan
uzaklastirir ve deiyonize suya daldirilarak jelatinin yapidan ayrilmasi saglanir
bdylece istenilen sekilde gézenekli PLGA doku iskelesi Uretilmis olur (Thomson et
al., 1995).

Bu metotla basit bir sekilde sadece kalibin degistiriimesiyle istenilen sekilde PLGA
doku iskelesi uretilebilir. Ayrica kullanilan jelatin boyutu ve miktari degistirilerek
istenilen gézenek boyutu ve dagiliminda doku iskelelerini elde etmek mumkundur.
Organik ¢oziculerin kullaniimamasi ve prosesin dusuk sicaklikta yarttilmesinden
dolayl yontem, biyoaktif molekullerin yluklenmesi ve kontrolli olarak dagitiminda
kullanilabilir (Thomson et al., 1995). PGA i¢in de bu yontem uygulanabilir fakat bu
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polimer yarikristalin bir yapiya sahip oldugu icin erime sicakliginin tzerindeki bir
sicakhga (>230°C) kadar 1sitma iglemi gereklidir. YUksek sicaklikta i1sitma iglemi
nedeniyle ilag ylkleme gergeklestiriiemez ve jelatin yerine gozenek yapici bir
baska bileseni kullanmak gereklidir ¢linkul isitma isleminin ardindan jelatin suda
¢6zlinmez hale gec¢mektedir. Goruldigu gibi bazi dezavantajlarinin disinda
yontem istenilen Ozelliklerde doku iskelesi uretimi igin uygundur ve jelatin disinda
gbzenek yapici olarak tuz ya da polimerik molekuller kullanilabilir.

2.3.2.5. Ekstriuzyon teknigi

EkstrUzyon teknigi endustriyel polimerlerin iglenmesinde yaygin olarak
kullanilmasina ragmen doku muhendisligi uygulamalari i¢in doku iskelesi
uretiminde ¢ok kullaniimamaktadir. Fakat 1998 yilinda Widmer ve arkadaslari,
¢ozUcu-dokum/partikil-uzaklastirma teknigi ile ekstrizyon yéntemini birlestirerek
geligtirdikleri yeni bir teknikle periferal sinir yenilenmesinde kullanmaya ydnelik
olarak goOzenekli biyobozunur yapilar uretmislerdir (Sekil 2.17) (Widmer et al.,
1998). Bu yontem kisaca su sekilde aciklanabilir;, PLGA ve PLLA polimerleri
g6zenek yapici NaCl kullanilarak ¢ozucU-dokum/partikil-uzaklastirma teknigiyle
ince gofret seklinde hazirlanir. Daha sonra bu yapi istenilen boyutta kesilerek
ekstrudere yerlegtirilir. Alet hidrolik basinca getirilir ve uygun isleme sicakligina
isitilir. Ekstrizyon aletinin baglik ve piston arasina basing uygulanir ve polimer/tuz
bilesimi tip seklinde ekstrize edilir. Sogutma isleminin ardindan suyla yikamayla
yapidan tuzun uzaklagmasi saglanir ve son olarak doku iskelesi vakumla

kurutulur.

Bu yontemde en dnemli parametre ekstrizyon sicakhgidir. Ekstrizyonu baslatmak
icin sicaklik ne kadar yukselirse basinci o kadar dusurmek gerekmektedir.
Oldukga yuksek ekstriizyon sicakhgr kullaniimadigi slirece Grinidn gézenek yapisi
ekstrizyon prosesinden etkilenmez. Yuksek ekstrizyon sicakligi  molekul
agirhginda azalmaya neden olacagindan polimerin termal olarak bozunmasi
g6zlenebilir. Ayrica yuksek ekstrizyon sicakliginda polimer viskozitesinin artigi
nedeniyle gozenek c¢apinda da azalma gorulir. Fakat gbdzenek boyutu ve
dagiliminda en onemli etkenler kullanillan tuz kristalinin boyutu ve agirlikca
oranidir, bu parametreler degistirilerek istenilen 6zelikte doku iskelesi Uretmek
mumkindur. Sekil 2.17’de ekstrizyon teknidi kullanilarak hazirlanan gézenekli
PLLA doku iskelesi gorulmektedir (Widmer et al., 1998).
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Sekil 2.17. Periferal sinir yenilenmesi igin ekstrizyon teknigi kullanilarak uretilen
g6zenekli PLLA doku iskelesi.

2.3.2.6. Uc-boyutlu baski teknigi

Ug-boyutlu polimerik doku iskelesi Uretimi igin gelistirilen en énemli tekniktir. Ug-
boyutlu baski (3DP) teknigi, steriolitografi, eriterek birikim modeli (FDM) ve lazerle
sinterleme gibi teknikleri iceren genel olarak kati serbest-formu (SFF) metotu ya
da hizli prototiplendirme (RP) olarak bilinen gruba ait bir yontemdir (Park et al.,
1998). Ug-boyutlu baski tekniginde, ince bir tabaka halinde polimer tozu piston
Uzerine puskurtalar. Murekkepli baski makinasinin bashgindan polimer tozu
tabakasinin Uzerine sivi baglayici (genellikle kloroform) gdnderilir. Baski
makinasinin basliginin konumu tumuyle bilgisayar-destekli tasarim ve imalat
(CAD/CAM) programiyla kontrol edilmektedir. Piston indirilir ve polimer tozu ve sivi
tabaka uygulama basamaklari tekrarlanir. Proses istenilen doku iskelesi yapisi
elde edilene kadar surdarilir. Bu yontemle karmasik yapida, Utg-boyutlu doku
iskelesi 300 um ¢ozunurlige kadar tabaka tabaka uretilebilmektedir. Polimer toz
yatagina tuz eklenerek gozenekli yapida doku iskelesi Uretilebilmektedir. PLLA ve
PLGA doku iskeleleri bu yéntemle hazirlanmaktadir. Ug-boyutlu baski teknigi ile
hazirlanan PLLA ve PLGA doku iskelelerinin mekanik dayanimi, sikistirarak
kaliplama teknigi kullanilarak hazirlanan doku iskeleleriyle karsilastirilabilir
duzeydedir (Giordano et al., 1996).

Bu yontemle Uretilen doku iskeleleri karaciger dokusu ¢alismalarinda kullaniimigtir
(Griffith et al., 1997). Ug-boyutlu baski teknigi kullanilarak hazirlanan PLLA doku
iskeleleri hlcre yapisma calismalarinda kullaniimistir (Park et al., 1998). Sekil
2.18'de FDM ile hazirlanmig PCL/CaP doku iskeleleri Uzerinde dretilmis kemik

hdcreleri gorulmektedir (Endres et al., 2003).
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Hiicre Gogii ve Uremesi  Hiicre Farkhlagmasi ve Yeni Dokunun Olusumu

Sekil 2.18. FDM ile hazirlanmig PCL/CaP doku iskeleleri GUzerinde uretilmis kemik
hicreleri:

a) PCL doku iskelesinde CaP partikullerin homojen dagilimi,

b) Osteoblastik hicrelerin genis gdzenek araliginda yapismasi ve dremesi,

c) Yaklasik 3 hafta sonra doku iskelesi tUzerinde yeni dokunun olugsumu.

2.3.2.7. Gaz kopiklendirme teknigi

Gozenekli polimerik doku iskelesi hazirlamada kullanilan ¢ézicu-dokum/partikil
uzaklastirma teknigi icerdigi bircok avantaja ragmen bazi dezavantajlara da

sahiptir. En Onemli dezavantaji proses suresince organik ¢ozuculerin
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kullanilmasidir. Proses sonunda yapida kalabilecek organik c¢ozuculer in vitro
ortamda toksik etkiler yaratirken in vivo ortamda enfeksiyona neden olabilir. S6zu
gegen problemlerin Ustesinden gelebilmek igin gaz kopuklendirme teknigi
geligtiriimigtir (Mooney et al., 1996b). Bu metotda, PLGA peletleri sikistirilarak kati
disklere kaliplanir. Sikistirmanin ardindan polimer yiksek basing CO, ile
doygunlastirihr. Daha sonra CO, gazi basinci atmosfer seviyesine dusurulerek
termodinamik kararsizlik yaratilir ve sonucunda ¢ézunmug CO; yayilir ve yapida
makrogozenekler olusur. Bu teknigin en onemli avantaji hi¢ organik ¢dzucu
icermemesidir. Fakat, doku muhendisligi uygulamalarinda tercih edilmeyen kapali

gbzenek yapisinda polimerik matris elde edilmektedir.

Acik gozenekli doku iskeleleri Uretmek icin yontem partikil uzaklastirma
metoduyla birlestirilmistir (Harris et al., 1998). Bu yontemde tuz partiktlleri PLGA
peletleriyle karistirilir ve karisim sikistirilarak kati diske déonasturulir. Disk yuksek
basing gazla doygunlastirilir ve basing aniden dusuralur. Ardindan tuz partikulleri
uzaklastirilhir.  Gaz kopuklendirme ve partikil uzaklastirma metotlarinin
birlestiriimesiyle, organik ¢ozucl kullanmadan doku iskelesi yapisinda agik ve
birbirleriyle baglantili gézenekler elde edilmektedir. Bu yontemle Uretilen doku

iskeleleri Uzerinde duz kas hucrelerinin yapistigi ve uredigi gozlenmistir.

2.3.2.8. Dondurarak/kurutma tekniqi

Farkli gézenek c¢apinda ve dagiliminda polimerik doku iskelesi elde etmek igin
kullanilan bir diger yontem ise emulsiyon/dondurarak-kurutma teknigidir (Whang et
al., 1995). Emulsiyon olusturmak igin PLGA/metilen klorur ¢ozeltisine su eklenir.
Ardindan karigim homojenize edilip bakir kaliba dokular ve sivi azota daldirilir.
Ydéntemin son basamaginda polimerik doku iskelesi yapidaki suyun ve ¢oztculerin
uzaklastiriimasi i¢in dondurarak kurutulur. Bu metotla gézenek c¢api ortalama 15-
35 uym arasinda ve % 90 gobzeneklilige varan doku iskeleleri elde edilmektedir.
Cozucu dokum/partikil uzaklastirma teknigi ile karsilagtinidiginda bu yontemle
daha ylUksek gbzenek yuzey alanina sahip ve kalinligi 1 cm den fazla doku
iskeleleri Uretmek mumkundur. Fakat gozeneklerin toplam boyutu diger

yontemdekinden daha kuguktur.

Dondurarak-kurutma  teknigi ile Uretilen doku iskeleleri ila¢ dagitim
uygulamalarinda da kullaniimaktadir (Hsu et al., 1997). PLLA, PLGA, PGA ve
PLGA/poli (propilen fumerat) (PPF), kitosan, PCL polimerleri kullanilarak bu
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yontemle doku iskeleleri hazirlamak mimkindir (Tigh et al., 2007). istenilen
polimer buzlu asetik asit ya da benzen igerisinde ¢ozulur ve -10°C veya -20 °C’de
dondurulur. Dondurulan ¢oézelti ¢ézuclinin tamamen uzaklagsmasi igin liyofilizer
icerisinde 1 hafta boyunca dondurarak kurutulur. Elde edilen kdpugun
morfolojisinde, kullanilan polimer tirtinun etkisi bayuktar. PLGA/PPF kopugu tipik
olarak kagit brogur morfolojisine sahipken, PLLA, PLGA ve PGA kopukleri kapiler
yapidadir. Polimerik yapiya emdirilen ilacin salimimda yine polimerin tira dnemli
rol oynar. PLGA/PPF koépugu ilact PLGA képugunden daha hizli salmaktadir.
PPF’nin molekul agirigi dustikge yapiya daha fazla suyun girisini saglar ve bu da
ilacin koépukten diflzyonunu arttinr. Fakat, bu teknikle hazirlanan polimerik
kopukler igerdikleri kapali gozenekler ve sadece ilag salim sistemleriyle sinirh

olmalari nedeniyle doku muhendisligi uygulamalarina ¢ok uygun degillerdir.

2.3.2.9. Faz ayrimi tekniqi

Faz ayrimi teknigi ilk olarak ila¢ salimindaki problemleri ¢dzmek amaciyla 1995
yiinda Lo ve grubu tarafindan geligtiriimistir (Lo et al., 1995). Polimer, dusuk
sicaklikta, erimis fenol, naftalin ya da dioksan gibi ¢ézlculerde ¢dzulur. Sivi-sivi
yada kati-sivi faz ayrimi ¢ozelti sicakliginin disurtlmesiyle gerceklestirilir.
Ardindan, sublimlesmeyle, katilagsmis “¢ozuclyle zenginlestiriimis faz” uzaklastirilir
ve gozenekli polimerik doku iskelesi hazirlanmis olur. Bu yontemin en 6nemli
avantaji, biyoaktif molekullerin sert kimyasal yada termal etkenlerden dolayi
aktivite kaybina ugramamasidir. Fakat, polimerin tart, konsantrasyonu,
¢obzuclu/cozunmeyen orani ve en onemlisi termal strateji gibi faktorler, gozenekli
doku iskelesi morfolojisini dnemli Ol¢clde etkilemektedir. Yontemin dezavantaj
blyUk protein yapisindaki ilaglarin yliklenmesi ve saliminda hala aktivite kaybiyla

kargilasiimasidir.

2.3.2.10. Polimer/Seramik kompozit kopiik hazirlama teknigi

Bilim adamlari icin kemik yenilenmesinde kullanilacak doku iskelesi tasarimi her
zaman ilgi odagr olmustur. Kemik igin geligtirilecek doku iskelesinin dikkat
cekmesinin iki ana nedeni bulunmaktadir. Oncelikli olarak kemik hasarlari
dizensiz sekillerde meydana geldigi igin kullanilacak doku iskelesinin Ug-boyutlu
fakat dizensiz bir sekle sahip olmasi beklenmektedir. ikincisi, gegcici olarak
kullanilan doku iskelesinin yenilenme gergeklesene kadar dayanimini korumasi

gerekmektedir. Poli (a-hidroksi ester)-bazli doku iskeleleri bircok ortopedik
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uygulamada kullaniimis fakat gdézenek yapisi arttirimaya calisildikca iskelenin

sikigtirma dayanimi azalmistir (Thomson et al., 1995).

Kopuk yapidaki doku iskelesinin mekanik dayanimini arttirmak igin Poli (a-hidroksi
ester) iskelet yapisina kisa hidroksi apatit (HA) fiberler eklenmigstir (Thomson et al.,
1998). Ug-boyutlu doku iskelesi tiretmek igin kullanilan eritmeyle kaliplama teknigi
ne yazik ki kompozit kopuk udretimi i¢in uygun degildir. Mekanik dayanim igin
yapiya eklenen fiberler doku iskelesi i¢erisinde sadece, fiber-polimer baglantisinin
maksimum, fiber-fiber baglantisinin minimum duzeyde tutuldugu sekilde dagitilirsa
etkilidir.

Kisa HA fiberler ve gbzenek yapici molekiiller (jelatin mikroktreler ya da tuz
partikulleri) PLGA/diklorometan g¢ozeltisinde dagitilir. Cozucunun uzaklastiriimasi
ve kurutmanin ardindan sikistirarak kaliplamayla kompozit malzemeye Ug-boyutlu
sekil verilir. Gézenek yapicinin yapidan uzaklastirilmasi ile gézenekli, Ug-boyutlu
kompozit doku iskelesi elde edilir (Sekil 2.19).

2.3.2.11. In situ polimerizasyon tekniqi

Simdiye kadar tartisilan polimer-isleme teknikleri uygun dokunun yenilenmesinde
kullanilacak olan doku iskelelerinin Uretimine yoneliktir. Hazirlanan bu doku
iskeleleri gogu doku muhendisligi uygulamalari i¢in uygundur fakat bazi ortopedik
ameliyatlarda mekanik dayanimin acilen saglanmasi gerekmektedir. Ornegin bazi
kemik hasarlarinda, mekanik dayanimi saglamak i¢in biyobozunur olmayan PMMA
kemik dolgu malzemesi kullaniimaktadir. Biyobozunur PPF (polipropilen fimarat)
bazli gegici kemik dolgu malzemeleri ayni amagla gelistirilmistir (Yaszemski et al.,
1996; Peter et al.,, 1999a). Doymamis dogrusal bir poliester olan PPF, oda
sicakliginda viskoz bir sividir. NVP ile katilma polimerizasyonu sonucu PPF
capraz baglanabilir ve biyobozunur kemik dolgu malzemesi olarak kullanilabilir.
Capraz baglama reaksiyonu gergeklestikce PPF sivi viskoz yapisindan
macunumsu bir yapiya donusur ve reaksiyon tamamen bitince kati bir hal alir. Sivi
ve macunumsu yapidayken dolgu malzemesi hasarli yapiya enjekte edilebilir ya
da dokulebilir. Codu katilma polimerizasyonu ekzotermiktir ve ¢cevreye isi yayar. In
situ polimerize olan PMMA bolgesel doku nekrozuna neden olur. Daha az isinin
olustugu PPF ve NVP nin ¢capraz baglanmasi gergeklestiriimis (Peter et al., 1999b)
ve bdlgesel doku nekrozunun olmadidi calismalar yapiimistir (Yaszemski et al.,

1996). PPF dolgu malzemesine ¢apraz baglanma sirasinda gézenek olusturmak
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icin sodyum klortr ve yeni kemik blyudmesini indiklemek igin B-trikalsiyum fosfat
maddesi eklenmigtir. B-trikalsiyum fosfat ayrica dolgu maddesinin mekanik
dayanimini arttirmistir. 1997 yilinda Peter ve grubu ylksek-molekul agirlikli PPF
ve B-trikalsiyum fosfat kullanarak mekanik dayanimi hemen hemen insan kemigine
yakin doku iskelesi tretmeyi basarmistir (Peter et al., 1997; 1998). Sekil 2.19'da
Thomson ve arkadasglari tarafindan yapilan bir ¢alismada hazirlanan NaCl/HA-
PLGA kompozit doku iskelesi gorulmektedir (Thomson et al., 1998).

(a) (b)

Sekil 2.19. NaCl ve HA kullanilarak hazirlanmig PLGA kompozit doku iskelesi
(NaCl partiktl boyutu 300-500 ym arasindadir):

a) Agirlikca % 70 NaCl kullaniimis doku iskelesi,

b) Agirlikga % 90 NaCl kullaniimis doku iskelesi.

PLGA kopuk doku iskelelerini guglendirmenin bagka bir yolu da HA fiberler yerine
HA partikdllerin kullaniimasidir (Devin et al., 1996). Bu ydntemde gbzenek
olusturmak icin emulsiyon teknigi kullanilir. Sodyum klorir ve HA partikulleri
PLGA/kloroform c¢ozeltisinde suspanse edilir. Emilsiyon olusturmak icin sulu
polivinil alkol (PVA) ¢ozeltisi suspansiyona eklenir. Emulsiyon silindirik kaliplara
dokulur ve vakumla kurutulur. Kurutulan matrisler yapidan tuzun uzaklastiriimasi
icin suya daldinlir ve proses sonunda gozenekli doku iskelesi elde edilmis olur.
Go6zenek capi 18-150 ym arasinda degisir ve PVA ¢ozeltisinin konsantrasyonu ve
kullanillan tuz partikdllerinin boyutu olugsan gobzenek capini belirlemede etkili
parametrelerdir. HA partikullerinin adirhk¢a yuzdesi degistirilerek doku iskelesinin

sikistirma dayanimi arttirilabilir.

Polimer/seramik kompozitlerin hazirlanmasinda kullanilan alternatif bir ydéntem de
faz gecis teknigidir (Zhang and Ma, 1999). Bu metotda HA tozlar PLGA/dioksan
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¢ozeltisine eklenir. Faz ayrimini saglamak i¢in karigsim birka¢ saat dondurulur ve
ardindan ¢6zucunun sublimlegsmesi icin dondurarak kurutulur. Olusan kompozit
kopuk birbiriyle baglantil, dizensiz gozenekleri icerir. Saf PLGA polimerik yapidan
elde edilen kopuklerin sikistirma dayanimi bu ydntemle elde edilenden oldukca
zayiftir. Polimer konsantrasyonu, HA miktari, ¢ézlcu tipi ve faz-ayrimi sicakligi
degistirilerek gozeneklilik, gozenek c¢api ve yapisi kontrol edilebilmektedir. Bu
yontemle 30-100 um gozenek boyutuna sahip, % 95 gozeneklilige varan kompozit

kopukleri Uretmek mumkuanddar.

2.3.2.12. Nano-yapih ve biyoaktif doku iskelesi liretme teknigi

Biyolojik olarak aktif molekuller ve hucre-digi matris bilegenleri hucrelerle nano-
Olcekde etkilesim halindedir. Bu nedenle gunumuzde nano-yapih doku iskelelerinin

tasarimi can alici hale gelmisgtir.

2.3.2.12.i. Nano-fibroz doku iskeleleri

Hucre-disi matrisin temel bileseni olan kollajenden ortalama 50-500 nm fiber
¢apina sahip fibroz yapilar elde etmek mimkindir (Hay, 1991; Elsdale and Bald,
1972). Nano-yapili doku iskelesi Uretimi icin ¢esitli teknikler gelistirilmistir. Asagida
bu tekniklerden kisaca bahsedilecektir.

Elektrostatik egirme (Electrospinning)

Elektrospinning teknigi 1930’lu yillardan dnce endustriyel uygulamalar ve ev igin
gerekli dokunmamis fabrik yapilarin Uretimi igin gelistirilmistir (Formhals, 1934).
Son on yilda teknik, doku muhendisligi uygulamalari igin mikrometre ya da
nanometre boyutunda fiber ¢apina sahip biyobozunur ve/veya biyouyumlu ipliksi
yapilarin Uretimi i¢in gelistirilmistir. Polimer ¢ozeltisi bagslik/u¢ kisimda polimer
damlacigl olusacak sekilde kapiler boyunca gonderilir. U¢ kisimla topraklanmis
toplama Dbolgesi arasina yuksek voltaj uygulanir. Eger elektrik alan gerilimi
damlacigin yuzey geriliminin Uzerindeyse polimer ¢ozelti fiskiyesi toplama
bdlgesine dogru hizlandirilir. Fiskiye havada yol aldik¢ga yapidan ¢dzlucu uzaklagir
ve toplama bolgesinde dokunmamis fabrik yapi olusur. Eger ydénlendiriimis ve
tubuler yapilar hazirlanmak istenirse toplama bolgesi olarak topraklanmis doner
silindir kullanilabilir. Kollajen ve fibrinojen gibi dogal makromolekiller ve PCL,
PGA, PLGA, ve sentetik polipeptitler gibi sentetik polimerler kullanilarak doku

muhendisligi uygulamalari icin dokunmamis fibréz yapilari elde etmek mumkindur
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(Mathews et al., 2002; Luu et al., 2003; Wnek et al., 2003). Fakat hala bu
yontemle karmasik, ug-boyutlu ve gézenek ag yapisina sahip iskeleleri Gretmede
problemlerle karsilasiimaktadir. En énemli dezavantaj ise ECM fiberlerinden daha
baylk capta fiberlerin eldesidir, hatta bazen fiber ¢api mikrometre boyutunda

olmaktadir.

Kendiliginden yapilanma (Self-assembly)

Nano-boyutlu/desenli yapilar hazirlanmak istendiginde kullanilan diger bir teknik
“self-assembly” metotudur. Basit olarak self-assembly, bilesenlerin insan

mudahalesi olmadan kendiliginden organize olmasidir (Whitesides, 2002).

Kollajenin Uglu heliks yapisini  taklit etmek igin peptid amfifiller (PAs)
sentezlenmistir (Yu et al., 1997; Fields et al., 1998; Yu et al., 1999). Kollajen
peptid bas grup igceren PA uzun ester lipidleriyle baghdir. Peptid bas grubu kollajen
gibi Gc¢lu heliks formunu olustururken, lipid kuyruk kismi hidrofobik etkilesimler
yoluyla Ug-boyutlu yapiyr korur. Fakat hala ¢ok molekulli fiber yapi tam olarak

anlasilamamisgtir.

Cok molekulll fiber yapilar elde etmek icin daha karmasik yapisal bolgeler iceren
PA molekilleri sentezlenmistir (Hartgerink et al., 2001; Hartgerink et al., 2002).
Bu yontemle merkezinde hidrofobik kuyruklari, dig kisminda hidrofilik baslar
iceren silindirik misel tip seklinde, 5-8 nm ¢apinda ve 1um’den uzun PA yapilar
hazirlanabilmektedir. Yapi disllfit baglariyla stabilize edilir (Hartgerink et al.,
2001). Farkh hidrofobik amino asitleri ve iyonik segmentleri iceren oligopeptidler
sentezlenmigtir (Zhang et al., 2002; Zhang, 2003). 10 nm fiber ¢apina sahip bu

yaplilar heliks yapi yerine B-tabaka yapisini icermektedir.

Faz ayrimi

Polimerlerin faz ayrimi bir self-assembling prosesi olarak da dugunulebilir. Yeni
geligtirilen faz ayrimi teknigiyle sentetik biyobozunur polimerlerden nano-fibroz
yapilar elde edilmistir (Ma and Zhang, 1999; Ma and Zhang, 2000; Zhang and Ma,
2001). Ornegin PLLA cozeltisi kullanilarak faz ayrimi ve jel olusumu ydntemiyle
polimerce zenginlestiriimis nano-fibroz ag yapilar elde edilmistir (Ma and Zhang,
2000) Sekil 2.20°de faz ayrimi teknigi kullanilarak hazirlanmig PLLA-bazli doku

iskeleleri gorilmektedir.
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Sekil 2.20. a) Faz ayrimi teknigi kullanilarak hazirlanan PLLA/THF nano-fibroz
yapilar (x500 buyutme), b) x20000 buyltme, c) Sarmal tubller makrégdzenekli
PLLA nano-fibroz yapilar (x35 buyutme),(d) x250 buayutme.

Ug-boyutlu nano-fibréz yapilari gelistirmeye yonelik olarak énceden tasarlanmis
makrogozenekli aglar kullaniimistir (Zhang et al., 2000; Ma and Zhang, 2000).
Seker molekulinden hazirlanmig, suda ¢ozundur fiberler (¢aplari 100 um’den 1 mm
ye kadar) Ug-boyutlu yapi olusturacak sekilde birlestirilir. PLLA ¢dzeltisi hazirlanan
uc-boyutlu yapiya dokulir, termal olarak faz ayrimi saglanir ve bu yéntemle nano-
fibroz yapi elde edilmis olur. Cozucunun uzaklastirilmasinin ardindan, yikamayla
seker molekulu yapidan uzaklastirilir ve istenen sarmal tubuler gézenek ag yapisi
hazirlanmis olur. Benzer bir sekilde hazirlanan kiresel makro gbézenekler iceren
nano-fibréz yapilarin hiicre yapismasini ve Uremesini destekledigi goértulmusttr
(Woo et al., 2003; Chen and Ma, 2004).

2.3.2.12.ii. Nano kompozit doku iskeleleri

Mineralize doku muhendisligi uygulamalari igin polimer/inorganik kompozit
malzemeler gelistirilmistir. Mineralize dokulardaki ve kemikteki mineral kristallerin
boyutunu taklit etmek icin nano boyutlu-HA molekulid sentetik ya da dogal
makromolekdllerle birlestirilip nano-kompozit doku iskeleleri elde edilmektedir (Du
et al., 1999; Liu and Ma, 2004). Nano-HA/polimer kompozit doku iskeleleri sadece
polimerik doku iskelelerinin mekanik dayanimini arttirmamig, mikro-HA/polimer
doku iskelelerine nazaran protein adsorpsiyonunun da artmasina neden olmustur.

Dolayisiyla hiicre yapismasi ve fonksiyonu da arttiriimigtir (Woo et al., 2003).

2.3.2.12.iii. Biyoaktif doku iskeleleri

ideal bir doku iskelesinin en dnemli gereksinimi hiicre yapismasi, Uremesi,
farkhlasmasi ve goclne olanak saglamasidir. Doku iskelesi-hlicre etkilesimini
istenilen duzeyde tutmak icin polimerik malzemenin yuzey ve yigin ozellikleri

modifiye edilmeye calisiimaktadir (Cook et al., 1997; Hubbell, 1999; Zhang and
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Ma, 1999; Shi and Ratner, 2000). Polimer zincirine fonksiyonel grup takilarak ya
da kopolimerizasyonla polimerin yigin 6zelligi degistirilebilir, dolayisiyla hazirlanan
doku iskelesinin islenme 6zellikleri ve mekanik dayanimi degistiriimis olur (Barrera
et al.,, 1993; Cook et al., 1997; Hubbell, 1999). Gobzenekli doku iskelesinin
eldesinden sonra, plazma ylzey modifikasyonu ile doku iskelesi modifiye edilebilir
(Nitscheke et al., 2002; Hu et al., 2003). Bu tir modifikasyon teknikleri iki-boyutlu
yapilar ya da oldukga ince ug-boyutlu doku iskeleleri igin uygundur. Karmasik,
g6zenekli Ug-boyutlu doku iskelelerinde ise yuzey sadece iskelenin dig bdlgesi
degil, Ug-boyutlu i¢ kismini da igcermektedir. Yapay vucut sivisi (SBF, synthetic
body fluid) Gg-boyutlu gdézenekli yapinin i¢ kismini kimyasal olarak modifiye etmek
icin kullaniimaktadir (Zhang and Ma, 1999; Ma and Zhang, 2001). Doku
muhendisligi uygulamalari igin biyolojik olarak aktif molekulleri ve genleri iceren
ug-boyutlu biyomimetik doku iskeleleri gelistiriimistir (Whang et al., 2000; Mahoney
and Saltzman, 2001; Lee et al., 2002; Midha et al., 2003; Zhang and Ma, 2004;
Wei et al., 2004). Sekil 2.21’de 6rnek bir biyomimetik doku iskelesi gorulmektedir.

Nano-fibréz matris

Gozenek

Mikrokiire

Ig-gozenek boslugu

et — Apatit

Sekil 2.21. Biyomimetik nano doku iskelesi.

Yukarida ayrintili olarak bahsedilen doku iskelesi Gretim tekniklerinin her biri kendi
icinde avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Cizelge 2.3’de Ug-boyutlu doku iskelesi
hazirlamak i¢in kullanilan yontemler 6zetlenmistir. Herhangi bir teknik icin “her
turli doku onarimi ya da yenilenmesi igin uygundur’ demek tamamiyla yanlistir.
Bu durumda ideal bir doku iskelesi Uretim tekniginden bahsedilemez. Sonucunda,
hedeflenen uygulama ve kullanilacak polimerik malzemeye goére Uretim teknigini

belirlemenin en dogru oldugu soylenebilir.
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Cizelge 2.3. Ug-boyutlu doku iskelesi tiretim teknikleri.

Uretim Teknikleri | isleme igin | Doku iskelesi Elde Edilen Gozeneklilik Elde Edilen Doku
Gerekli _Tasarimi ve Gozenek (%) _Iskelesi
Malzeme Uretilebilirligi Boyutu (pm) Ozellikleri
Ozellikleri
Kullanici Kiresel formda
Coziicii-ddkim/ Cozinir gereklidir, ggﬁﬁ”g'g:ﬁ: elde
partikdl malzeme ve 30-300 20-50 . T
olmalidir . iskelesinin
uzaklastirma teknik S
hassastir |9er|_3|pde_tuz
partikulleri kalr
Kullanici
Membran Coziinir gereklidir, Duzensiz
. malzeme ve 30-300 <85 gb6zenek yapisi
laminasyon olmalidir . o
teknik elde edilir
hassastir
Fiber . Mekanik
Doklunfnar.n|§ formunda Maklne" . 20-100 <95 dayanimi
fabrik Gretimi kontrollidur I
olmalidir yetersizdir
Termoplastik Makine
Eriterek kaliplama | yapida g 50-500 <80
kontrollidur
olmalidir
Kiresel formda
Termoblastik g6zenekler elde
Ekstriizyon/partikl P Makine edilir, doku
yapida . <100 <84 . L
uzaklastirma kontrollidur iskelesinin
olmalidir S
icerisinde tuz
partikilleri kalr
Kullanici -
Emilstyon/ P gereklidir, E'r?llr'y:el Iduk
dondurarak Gozindr malzeme ve <200 <97 aglantili olduxca
olmahdir . mikrogdzenekli
kurutma teknik "
hassastir yapi elde edilir
Kullanici Birbiriyle
Cozunur gerexlidir, baglantili oldukga
Faz ayrimi malzeme ve <200 <97 . - ;
olmalidir teknik mikrog6zenekli
hassastir yapi elde edilir
Birbiriyle
Siiperkritik- Amorf Malzeme ve baglantili
P yapida teknik <100 10-30 olmayan
akiskan . N .
olmahdir hassastir mikrog6zenekli
yapi elde edilir
Mikrog6zenekler <
Superkritik- Amorf Malzeme ve 50 Mikrogdzenekliligi
akiskan/ partikdil yapida teknik ) <97 dusik yapilar
uzaklastirma olmalidir hassastir Makrogézenekler elde edilir
<400
Tamamen
- e Makine ve birbiriyle baglantili
Ug-boyutlu Gozundr bilgisayar 45-150 <60 makrog6zenekler
baskilama olmalidir P .
kontrolludur iceren yapl elde
edilir
Tamamen
. s Termoplastik | Makine ve birbiriyle baglantili
rEnrétg;ﬁk birikim yapida bilgisayar > 150 <80 makrogbzenekler
olmalidir kontrollidir iceren yapl elde

edilir
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Doku iskelesi yapiminda yaygin olarak kullanilan polimerleri; sentetik-biyobozunur
polimerler; dogal makromolekuller ve hidrojeller olarak U¢ ana baghk altinda
toplamak mumkundur. Sentetik-biyobozunur polimerler iginde, dogrusal alifatik poli
esterler grubunda yer alan poli(glikolik asit; PGA) ve poli(laktik-ko-glikolik asit;
PLGA) doku iskelesi yapiminda en yaygin olarak kullanilan polimerlerdir
(Pachence and Kohn, 2000; Zhang and Ma, 2001; Ma, 2004). Kollajen,
glikozaminoglikanlar ve polisakkaritler polimerik doku iskelesi yapiminda kullanilan
dogal makromolekullere 6rnek olarak verilebilir (Shapiro and Cohen, 1997; Mueller
et al.,, 1999; Badylak, 2002). Aljinat, kollajen, fibrin ve poli(etilen glikol; PEG)
hidrojeller de Uglnclu gruba girmektedir (Kuo and Ma, 2001; Laurencin et al.,
2001).

Sunulan tez calismasinda polimerik doku iskelesi tasariminda sentetik
biyobozunur poli(e-kaprolakton) ve biyobozunur olmayan dokunmamis poliester
fabrik (NWPF) kullaniimistir. Bu nedenle bu iki polimerik yapi hakkinda ayrintili

bilgi agagida verilmistir.

Dokunmamis poliester fabrik (NWPF)

Fabriklerin biyomalzeme olarak kullanimi, geleneksel olarak dokunmus ve orulmus
tekstil yapilarinin yaygin sekilde uygulamasi olarak  karsimiza ¢ikmistir.
Polietilenteraftalat (PET) bazhh damar greftlerinin  gelistiriimesinden 06nce
dokunmus, dokunmamis ve orgull sellloz fabrikler, saglik endustrisi tarafindan
kullanilan, fiber-bazli malzemelerin édnemli tlrl olarak gdsterilmislerdir (Williams
and Roaf, 1973; Hoffman, 1977). Son yillarda ise, daha ileri polimer ve fiber isleme
tekniklerinin gelistiriimesiyle, geleneksel olmayan fabrik yapilari ve fabrik benzeri
fiber-bazli Granler ortaya c¢ikmigtir. Bunlar biyomalzeme olarak c¢esitli

uygulamalarda basariyla kullaniimistir (Boretos and Edeen, 1984).

Dokunmamis poliester yapi, polietilen teraftalat (PET) fiberlerin Gg-boyutlu ve
rastgele yerlestiriimesiyle hazirlanmistir. Teraftalik asit veya onun dimetil esteri
etilen glikol ile reaksiyona girer ve PET e polimerize olan bir diester monomer

olusturur. Molekuler yapi Sekil 2.22’deki gibidir.

Sentezlenen polimer bir spinneretten gegirilerek bukulup egrilir ve olugan PET lifler
Is1 etkisiyle birbirine iligtirilerek dokunmamis yapiyr olusturur. NWPF biyolojik

ortamda bozunmayan, gunes 1sigina ve asinmaya karsi direngli, dolasmaz ve
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sokulmez bir yapiya sahiptir. Fabrik yuksek gerilime sahiptir ve yirtiimaya karsi
dayaniklihk gosterir. Ayrica birgok temizleyici ¢ozuculere, yuzey aktif maddelerine,
bilinen tekstil kimyasallarina ve kuvvetli olmayan asit ve bazlara kargl yuksek
kimyasal direng gdsterir. Bu 6zellik NWPF’nin kullanimdan 6nce temizlenmesine
olanak saglar. NWPF 205°C’daki sicakliklara kadar direngli oldugundan
otoklavlanabilme o6zelligine de sahiptir. Bu da sterilizasyon kolayligi agisindan
onemli bir avantaj saglamaktadir. NWPF'yi gesitli gdozenek buyuklugunde, farkl
kalinlik ve yogunlukta piyasada bulmak mumkundur (Davis and Hill., 1986; Bohak
et al..,1987).

NWPF diskler, yluzeye-bagimli hicreler icin ve istenilen Grin hicre tarafindan
salgilanan bir madde oldugunda uygun ylUzey saglar. Poliester fiberlerin Ug-
boyutlu duzeni, kuguk fiber ¢aplari (10-20u ) ve fiber yakinhgi, hazirlanan disklerin
cok genis “yuzey alani/hacim” oranina sahip olmasini saglar. Bu o6zellik de
genellikle doner sigeler, dekstran tanecik mikrotasiyicilar, gdzenekli cam boncuklar
ve diger bilinen metotlardakinden daha yuksek hucre yogunluguna ulasiimasina
olanak saglar. Hucreler doner siselerde ve mikrotasiyicilarda oldugu gibi, ayni
yontemle NWPF diskler Uzerine inokule edilir. Diskler, jel taneciklerdeki gibi kultur
oncesi hucrelerin  kapsullenmesini  gerektirmeksizin  hidrodinamik  kayma
etkilerinden korunmayi saglar ve sadece son hucre yogunlugunun %2-5'i gibi
nispeten kuguk htcre yogunluklariyla inokule edilebilirler. Diskler genellikle protein
kaplanmasini gerektirmediginden, disk fiberlerine tutunan hicreler, yapistiklar
yuzeyi bozmazlar (Bohak et al..,1987; Kadouri et al., 1989; Baker et al.,1991;
Kompier et al.,1991; Wang et al..,1992). Aslankaraoglu, (2006) doktora tez
calismasi kapsaminda u¢ boyutlu dokunmamis poliester fabrik (NWPF) destekli
dolgulu reaktorlerde hibridoma kualtird yapmis ve monoklonal antikor Uretmigtir.
Sasmazel ve arkadaslari (2007), NWPF diskleri insulin ve heparin ile modifiye
ederek dusuk serum ortaminda L1929 fare fibroblast hicre Uretiminde
kullanmiglardir. Cetinkaya ve arkadaslar (2007), fare embriyonik kok hlcre Uretimi

icin LIF-immobilize NWPF diskler geligtirmistir.
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n

Sekil 2.22. Polietilen teraftalat (PET)'in molekuler yapisi.
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Poli (e-kaprolakton) (PCL)

Alifatik bir poliester olan poli (e-kaprolakton), biyomalzeme olarak kullanimina
yonelik olarak yogun bigimde arastiriimaktadir (Pitt, 1990). PCL’nin molekuler
yapisi Sekil 2.23'de goéruldagu gibidir. PCL’nin  mikroorganizmalar tarafindan
bozunabilecegdinin kesfinden sonra bu polimerin biyobozunur ambalaj malzemesi
olarak kullanimi gundeme gelmistir (Pitt, 1990). Ardindan PCL’nin fizyolojik
kosullarda hidroliz mekanizmasiyla da bozunabilecegi kesfedilmigtir (Pitt et al.,
1981a). Belirli kosullarda, c¢apraz-bagh PCL enzimatik ylzey erozyonu
mekanizmasiyla enzimatik olarak bozunabilir (Pitt et al., 1981b; Li et al., 2003).
PCL’nin disuk molekul agirlikh pargalarinin makrofajlar tarafindan htcre igine
alinip diger poli (hidroksi asitlere) benzer bir sekilde bozundugu kaydedilmistir (Pitt
et al, 1984). Poli(glikolik asit; PGA) ya da poli(laktik asit; PLA) ile
karsilastirildiginda PCL’nin bozunma hizinin oldukg¢a yavas oldugu gorulmektedir.
Bu nedenle PCL, uzun sureli implante edilen sistemler igin uygundur. 1 vyil
boyunca implante edilen dogum kontrol aleti Capronor® buna en giizel érnektir
(Pitt, 1990).

Poli (e-kaprolakton) diger alifatik poliesterlerde goértilmeyen o6zellikler sergiler.
Bunlardan en 6nemlileri, -62 °C olan dusuk camsi gecis sicakhigi ve 57°C olan
erime sicakligidir. Diger fakli 6zelligi ise yuksek sicaklik dayanimidir. Alifatik poli
esterlerin bozunma sicakhgi 235 ile 255°C araliginda iken, PCL’nin bozunma
sicakhgi ise daha ¢ok poli (orto ester)ler i¢in alisiimis olan 350°C’dir (Engelberg
and Kohn, 1991). PCL yari kristalin bir polimerdir ve dlisiuk camsi gecis sicakligina
sahip oldugu i¢in oda sicaklhiginda her zaman kaugugumsu haldedir. Bu 6zellik de
alifatik poliesterler icin alisilmis degildir. PCL sahip oldugu bu ayricalik dolayisiyla,
¢cogu terapdtik ilag uygulamalarinda ylksek gegirgenlik sergiler (Sosnik and Cohn,
2003).

PCL’nin diger polimerlerle uyumlu karisimlar olusturmasi da énemli bir avantajdir
(Koleske, 1978). Ayrica e-kaprolakton, etilen oksit, kloropren, tetrahidrofuran, d-
valerolakton, 4-vinilanisol, sitiren, metil metakrilat, vinil asetat gibi monomerlerle
kopolimerlestirilebilir. Ornegin, e-kaprolakton ve laktik asidin kopolimeri yagin
olarak calisiimaktadir (Honda et al., 2003; Sarazin et al., 2004; Cho et al., 2004).
Daha 6nce bahsedilen dogum kontrol aleti Capronor dolayisiyla PCL'nin toksik etki

testleri yapiimistir. Gergeklestirilen pek c¢ok testin sonucunda, e-kaprolakton
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monomerinin ve PCL polimerinin toksik olmayan ve doku-uyumlu malzemeler
oldugu bulunmustur. Capronor FDA tarafindan klinik uygulamalar igin onay almistir
(Pitt, 1990).

Cok yonlu ozelliklere sahip olmasina ragmen PCL simdiye kadar cogunlukla
kontrollli ilag salim sistemlerine ait uygulamalarda kullaniimigtir. Avrupa’da
arastirmacilar PCL’nin medikal alanda bagka uygulamalar icin yer bulacagina
inanmaktadir. Bugune kadar genis c¢apta PCL arastirmalar Pitt ve grubu

tarafindan gergeklestirilmistir (Pitt, 1990).

Son yillarda PCL doku muhendisligi uygulamalarina yonelik kullanimiyla da dikkati
cekmektedir (Wei et al., 2005; Sarkar et al., 2006). Ozellikle tagidigi mekanik
Ozellikler nedeniyle PCL osteoblast ve kondrosit hicre kualturi galigmalari igin
tercih edilmektedir (Ciapetti et al., 2003; Honda et al., 2003). Ayrica Serrano ve
arkadaslari (2004), PCL doku iskelelerinin L929 fare fibroblast hucrelerinin

yapigmasi ve uremesi icin son derece uygun oldugunu kanitlamislardir.

T
c— (CHy)s-0
n

Sekil 2.23. Poli(e-kaprolakton)’'un kimyasal yapisi.
2.4. Biyosinyal Molekiilleri

Hucre fonksiyonlari hlcre-hlcre, hicre-ECM (hiicre digi matris) ve hicre-
biyosinyal molekulleri arasindaki etkilesimler olmak Uzere U¢ yolla dizenlenir
(Gumbiner and Yamada, 1995). Katerin ailesi hucre-htcre etkilesimine bir drnektir.
Kollajen ise tipik bir ECM proteinidir ve bu bilesenler ¢ézinmemis halde, heterojen
olarak hiicre fonksiyonlarini kontrol ederler. Ote yandan, hiicre fonksiyonlari
hormonlar tarafindan ¢6zunmuis halde, homojen olarak kontrol edilir. Cizelge

2.4’de biyosinyal molekulleri (buyume faktorleri) siniflandiriimigtir.
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Cizelge 2.4. Biyosinyal molekullerinin (blytme faktorlerinin) gruplandiriimasi.

Ustgrup Grup Ornek
Transforming growth Transforming growth TGF B1, TGF B2, TGF B3
factor factor Inhibin A, Inhibin B, Aktivin
(TFG B) Inhibin A
Bone morphogenetic hBMP-2, hBMP-3
protein

Platelet derived growth Platelet derived growth PDGF-AA, PDGF-BB,

factor (PDGF) factor PDGF-AB
Vascular permeability VPF, VEGF, PIGF
factor CTGF, CEF-10

Connective tissue
growth factor

Epidermal growth factor | Epidermal growth factor EGF, TGF-a, AR
(EGF)
Yok Fibroplast growth factor aFGF, Bfgf, INT-2
Yok insulin-like growth factor insulin, IGF-1, IGF-2

Biyosinyal molekdilleri iki ana gruba ayrilir;

a) Molekul agirligi disuk olanlar; Bu gruba steroid hormonlari 6érnek olarak
verilebilir. Bu tdr biyosinyal molekdlleri hiicre membranini gecgip hicre

cekirdedi ile dogrudan etkilesime girerler.

b) Molekul agirligi yuksek olanlar; Bu gruba polipeptid buylime faktorleri 6rnek
olarak verilebilir. Bu tlr biyosinyal molekulleri hucre membranini
gecmektense reseptorleriyle etkilesimi gerceklestirirler. Molekul agirlig
yuksek olan biyosinyal molekulleri reseptorleriyle hedeflenen hicre
yuzeyine baglanir ve olugsan biyosinyal-reseptor kompleksi hucre igindeki
lizozomda ayrilir ve pargalanir. Serbest kalan reseptorlerden bazilari hucre
yluzeyine geri tasinir ve bu olay “endositozis” olarak adlandirilir. Bunun
yaninda, hala endositozisin polipeptid biyosinyaller igin gerekliligi kesinlik

kazanmamigtir.

Egder biyosinyal molekulu ¢ézunmez formda kullanilirsa ya da biyomalzemeye

immobilize edilirse biyosinyal-reseptdor kompleksi olustuktan sonra bu kompleks
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hicre igine yerlesmez. Yukarida da bahsedildigi gibi biyosinyalizasyon igin

endositozisin gergceklesmesi kesin ve sart degildir.

2.4.1. immobilize biyosinyal ile reseptorii arasindaki biyospesifik etkilesim

Hucre Uremesi immobilize biyosinyal molekulu ile reseptori arasindaki biyospesifik

etkilesimden kaynaklanir. Bu etkilesim icin asagida verilen yaklasimlar One

sUrtlmektedir.

a)

b)

Hucre Ureme faktorlerinin disinda immobilize edilen diger proteinler hucre
uremesini hizlandirmamaktadir. Ornegin albumin, y-globulin, fibrinojen ve
fibronektin serumsuz ortamda hicre Uremesini arttirmazken, serumliu
ortamda hilcre yapisma faktéri olan fibronektinin hiicre yapismasini ve

uremesini arttirdigi gozlenmigtir (Ilto and Imanishi, 1987).

Inslinin immobilize edildigi biyomalzemelerde ortamda anti-insilin antikor
kullanilirsa hicre Gremesi inhibe edilmis olur (Cuatrecasas, 1969). Bunun
nedeni antikorun immobilize insulinle reseptéri arasindaki biyospesifik

etkilesimi inhibe etmesidir.

Immobilize insiilin sadece yiizeye bagimli hiicrelerde Gremeyi hizlandirir,
hibridoma gibi yuzeye bagimli olmayan hucrelerde etkili degildir (Liu et al.,
1993). Hatta insulinin immobilize edilerek kullanildigi fare hidridoma hiicre
kaltirinde hucre dureme hizinin daha dusik oldugu gozlenmigtir. Cunku
hidridoma hucreleri matris ylzeyine yapigsmaz ve hucrelerin immobilize

insulinle etkilesimi muhtemelen serbest insulinle etkilesiminden daha azdir.

2.4.2. immobilize biyosinyallerin etki mekanizmasi

immobilize edilmis biyosinyal molekiillerin, yiizeye tutunmus ya da serbest halde

kullanilan biyosinyallere nazaran hicre Uremesini daha fazla desteklemesinin

nedenleri asagida verilmistir.

a)

insiilin immobilize edildiginde yerel konsantrasyonu arttirilmig olur. Bu artis
¢oklu-es zamanli uyarilara yol acgar, reseptorlerle kompleks olusumu
saglanir ve ardindan olusan bu kompleks yapilarin g¢apraz baglanmasi
hizlanmis olur. Sinyal gecisinde komplekslerin ¢apraz baglanmasi ¢ok
onemlidir, bu prosesin hizlanmasinda immobilize biyosinyallerin rolu

blayuktar.
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b)

Biyosinyal molekulunin immobilizasyonu ile hucre yuzeyindeki reseptor
sayisi azalir ve guglu uyarilara karsi hassasiyet azalir dolayisiyla “down
regulation” inhibe edilmis olur. Down regulation, hucre-igi reseptorlerin
bozunmasidir. immobilize biyosinyal molekiiliiyle devamli sinyalizasyon

saglanmaktadir.

Bazi raporlara gore bilinmeyen ve biyospesifik olmayan etkilesimler dikkate
alinmalidir. Ornegin, spesifik olmayan etkilesimler biyosinyal molekilinin
reseptoruyle etkilesimini kolaylastirabilir ve bu da biyosinyalin etkinliginin

arttinlmasi demektir.

immobilize biyosinyallerin etki mekanizmasini arttirmak icin iki yaklasim ©ne

surudlmektedir;

a)

b)

Daha once bahsedildigi gibi biyosinyal/reseptdor kompleksinin c¢apraz
baglanmasi ¢ok onemlidir. Uzatici kol kullanimi ile immobilize biyosinyal
molekulinun esnekligi arttirilabilir. Fibroblast hucre Uremesinin uzatici kol

yardimiyla arttirildig1 gozlenmistir (Liu et al., 1992).

Hucre iletisimi icin birgok biyosinyal molekult vardir. Bu biyosinyal
molekulleri hiicresel homeostazisi sturdlirmek i¢cin kompleks aglar olusturur.
Bu durum dusunuldugunde farkh biyosinyal molekullerinin
koimmobilizasyonu ile hucre yapisma ve Uremesinin arttirilabilecegi one
surulebilmektedir (Ito et al., 1997).

2.4.3. Biyosinyal-immobilize malzemelerin uygulamalar

Biyosinyaller immobilize edilerek in vivo ve in vitro calismalarda kullaniimistir. ilk

uygulamalar yapay organlar Uzerine, sonrakiler ise hiucre kultar ¢alismalari igin

gergeklestirilmistir.

a)

b)

Sentetik malzemelerle organlarin hibridlestiriimesi yapay organlar igin son
derece umut vericidir. Hibrid yapay organa verilebilecek en guzel 6rnek
yapay kan damaridir. Kan damari endotel hicreleriyle kapl plastik tipten
yapilmistir.  insllin  ve kollajen  gibi  biyosinyal = molekiillerinin

immobilizasyonuyla endotelizasyon arttirilmistir (Auger et al., 1998).

Memeli hucre kualturd, hem teknolojik aragtirmalar, hem de biyolojik

malzemelerin genis capta endustriyel olarak Uretimleri agisindan buyuk
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onem tagir. Hucre kulturu gcalismalarinda hicre duremesini desteklemek igin
serum ya da serum bilesenleri kullaniimaktadir. Fakat serum kullanimi
maliyeti arttirmakta ve kultir ortamindan c¢esitli Granlerin ayrimi sirasinda
serum proteinleri nedeniyle zorluklar meydana gelmektedir. Bu nedenle,
immobilize biyosinyal molekulleri kullanilarak serumsuz ortamda hucre
kaltar caligmalari gerceklestirimektedir (lto et al., 1996; Gumusderelioglu
and Turkoglu, 2002).

Literatir calismalarinda simdiye kadar, immobilize biyosinyal molekullerinin
yararlari arastiriimistir. immobilize insilinin etkisinin biyospesifik bir etkilesime
dayandigi bilinmesine kargin mekanizma tam olarak anlagilmis degildir. Bundan
sonraki c¢alismalarda biyosinyal mekanizmasinin biyokimyasal agidan daha

ayrintili bir sekilde arastiriimasi gerekmektedir.

Yukarida bahsedildigi gibi immobilize biyosinyal molekllleri sadece yuzeye
bagimh hucreler icin Uremeyi arttirmaktadir. Fakat gelecek c¢alismalarda
immobilize biyosinyal sistemlerinin yuzeye bagimsiz hicreleri de kapsayan her tur
hdcre tipi igin uyarlanmasi duasunulebilir. Bunun igin Ito ve Imanishi (Ito and
Imanishi, 1994) biyomalzemenin hicre ic¢in tasarimini degil de, hicrenin

biyomalzeme icin tasarimi gorisunu 6ne surmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bodlimde, sunulan tez c¢alismasi kapsaminda gergeklestiriien deneysel
calismalar hakkinda ayrintili bilgi verilmistir. Calismada iki farkh yapida doku
iskelesi kullaniimistir. Kullanilan doku iskelelerinden ilki ¢dzicu-dokim/partikil-
uzaklastirma teknigi ile hazirlanan PCL yapilar, ikincisi ise NWPF (dokunmamis

poliester fabrik) yapilardir. Calisma iki ana bélumde gergeklestiriimistir.

ik bélimde, iki farkli gdzenek yapici (PEGaoo0 Ve sakkaroz) varliinda, ¢6ziicu-
dokum/partiktl-uzaklastirma teknigi ile PCL doku iskelelerinin hazirlanigina yer
verilmistir.  Ardindan doku iskelelerinin yapisal ve morfolojik olarak
karakterizasyonu ele alinmigtir. Son olarak ise bu doku iskelelerinin hicre-destek
malzemesi olarak uygunlugunu test etmek igin L929 fibroblast hlcre hatti ile

gerceklestirilen hicre kultir ¢calismalarina deginilmigtir.

ikinci bélimde ise PCL ve NWPF doku iskelelerinin diisiik basing su/O, ve
atmosferik basin¢ su/hava plazma yontemleri ile modifikasyonu verilmigtir. Plazma
proseslerinin optimizasyonu yazilim programi kullanilarak yapilmigtir. Proses
optimizasyonunun ardindan duaslik basing su/O, plazma ile modifikasyonu
tamamlanan PCL ve NWPF doku iskeleleri oksalil klorir ile muamele edilerek
polimerik ylzeylerde karboksil gruplari olusturulmustur. Takibinde PCL ve NWPF
yapilara karboksil gruplari tzerinden PEO uzatici kol varliginda insilin ve heparin
biyolojik molekullerinin immobilizasyonu gergeklestiriimistir. Modifikasyon 6ncesi
ve sonrasinda PCL doku iskelelerinin cesitli spektroskopik veya kimyasal
yontemler kullanilarak  karakterizasyon g¢alismalari  gergeklestiriimis  ve
tamamlanan karakterizasyon c¢aligsmalari ayrintili olarak bu bdlimde verilmigtir.
Son olarak PCL ve NWPF doku iskelelerinin L929 fare fibroblastlari ile

gergeklestirilen hucre kaltur ¢aligmalari sunulmustur.
3.1. Kimyasal Maddeler

PCL doku iskelelerinin hazirlanmasi asamasinda kullanilan poli e-kaprolakton
(lineer, molekll agirhdi=80000 g/gmol) Aldrich (Almanya) ve gézenek yapici olarak
kullanilan polietilen glikol (PEGao00, ortalama molekul agirigi=3300-4000 g/gmol)
BDH (ingiltere) firmalarindan temin edilmistir. Sakkaroz kristalleri (ortalama
boyut=2.16+£0.32 x 1.34+£0.16 mm, 100’den fazla sakkaroz kristalinin bilgisayarda

tarayicida goruntuleri alinmis ve Sigma Scan Pro 5, Sigma software programi
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kullanilarak kristal boyutlari hesaplanmistir) ve ¢o6ziclu olarak kullanilan

diklorometan Merck (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

PCL (PEGua000/PCL, sakkaroz/PCL) ve NWPF polimerik doku iskelelerinin plazma
ile  modifikasyonundan sonra, polimerik yuzeylerde karboksil gruplarinin
eldesi/zenginlestirimesi asamasinda  kullanilan  oksalil  klorGr  (molekil
agirhgi=126.93 g/gmol) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Plazma modifikasyonu ve oksalil klorir fonksiyonalizasyonu sonrasi ylzeyde
olusan OH ve COOH fonksiyonalitesinin belirlenmesi igin isaretleyici ajan olarak
kullanilan 9-antrasen karboksilik asit (222.24 g/gmol) ve 9-antrasen metanol
(208.06 g/gmol) ise yine Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Argon ve oksijen gazlari Linde Gaz LLC (Amerika) firmasindan saglanmistir.

PCL ve NWPF polimerik doku iskelelerinin immobilizasyon asamasinda kullanilan
polioksietilen bis (amin) (PEO, ortalama molekil adirhgi=3350 g/gmol), insdlin
(molekul agirhgi= 5733.5 g/gmol) ve heparin (sodyum tuzu, 181 Unite/mg) Sigma
(Amerika) firmasindan temin edilmistir. Yine immobilizasyonda kullanilan
aktivasyon ajani; 1-etil-3(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorar (WSC,
molekdl agirhgi=191.7 g/gmol), tampon c¢ozeltileri; 2-N (morfolino) etan sulfat
(MES, molekil agirhgi= 217.2 g/gmol) ve sodyum sitrat (molekil agirhgi=294.1
g/gmol), suksinik asit (molekul agirhgi=118.1 g/gmol) ve fosfat tampon tabletleri

(PBS tableti, pH=7.4) Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmisgtir.

Polimerik doku iskelelerine takilan PEO ve immobilize edilen insulin miktarinin
tayininde kullanilan floresamin (molekul agdirhgi=278.26 g/gmol) Sigma-Aldrich

(Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Polimerik doku iskelelerinin hicre kualturt c¢alismasinin  ardindan hucrelerin
konfokal lazer taramali mikropskopla goruntilenmesi igin uygulanan boyama
teknigi asamasinda kullanilan Triton X-100 (molekul adirhgi=646.85 g/gmol) Acros
(Amerika) firmasindan satin alinmigtir. Yine ayni asamada kullanilan Aleksa flor
488 palloidin (molekul agirligi=1320 g/gmol) Invitrogen (Amerika) firmasindan;
BSA (bovine serum albumin, % >96 albumin), glutaraldehit ¢ozeltisi (% 25) ve

propidyum iyodur (% 95) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
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3.2. Gozucu-Dokum/Partikul-Uzaklagtirma Yontemiyle Hazirlanan PCL Doku
Iskeleleri

3.2.1. PEGy4000/PCL doku iskelelerinin hazirlanmasi

PEGu4000/PCL doku iskeleleri ¢ozlUcu-dokum/partikul-uzaklastirma metoduyla
hazirlanmistir. PCL (agirlikca % 7.5) ve farkli agirlik yuzdelerinde PEGagp0 (% O,
10, 20, 30, 40, 50, 55) diklorometanda ¢6zulmus, manyetik karistiricida 30 dakika
karigtinimis ve karisim (5 ml) oda sicakhdinda Petri kaplarina (7 mm c¢ap)
dokilmustir. Ornekler iki gin agizlari aluminyumla kaph Petri kaplarinda
bekletildikten sonra 17 saat boyunca 40°C deki inkUbatére koyulmus, bu sure
sonunda inkubatoérden alinan érnekler kalan ¢ozuculerin uzaklagsmasi igin tekrar 3
glin boyunca oda sicakliginda kurutulmus ve agirliklari kaydedilmistir (W;). Herbir
ornek 14 gun boyunca 75 ml’lik deiyonize su igerisine konulmus ve yapidaki PEG’i
uzaklastirmak icin sulari hergun degistirilmigtir. 14 gunun sonunda deiyonize
sudan cikarilan 6rnekler 1 gin oda sicakhdinda bekletildikten sonra 3 gln
boyunca vakum etluvunde kurutulmus ve son olarak da kurutma islemi

tamamlanan orneklerin tartimlari gergeklesmistir (Ws).
3.2.2. Sakkaroz/PCL doku iskelelerinin hazirlanmasi

iki farkli agirlik yiizdesinde (% 10 ve 20) sakkaroz igeren Sakkaroz/PCL doku
iskelelerinin  hazirlanmasinda daha o©nce PEGa400/PCL doku iskelelerinin
hazirlanmasinda kullanilan ¢cozucu-dokum/partikil-uzaklastirma metodu
kullaniimistir. Cam Petri kaplarina (7 mm ¢ap) konulan sakkaroz kristalleri % 10
Sakkaroz/PCL doku iskelesi igin 5 ml, % 20 Sakkaroz/PCL doku iskelesi i¢in ise 10
ml hacimde ve agirlikga % 7.5 PCL igeren diklorometan ¢oOzeltisi ile tamamen
islatilmigtir. Cézucunin yapidan tamamen uzaklasmasi igin 3 gun boyunca oda
sicakhginda bekletilen doku iskeleleri 3. glinin sonunda tartilmiglardir (W;).
Hazirlanan her bir doku iskelesi 3 gun boyunca 75 ml’lik deiyonize su igerisine
konulmus ve yapidaki sakkarozu uzaklastirmak icin sulari hergin degistirilmigtir. 3.
gunun sonunda deiyonize sudan cikarilan oOrnekler 1 gin oda sicakliginda
bekletildikten sonra 5 saat boyunca vakum etlvinde kurutulmus ve ardindan 3
gun boyunca labotaruvar ortaminda kurumaya birakilmiglardir. Son olarak da

kurutma islemi tamamlanan orneklerin tartimlari gergeklestirilimigtir (Ws).
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3.2.3. Karakterizasyon caligmalari

3.2.3.1. PEG4000/PCL ve Sakkaroz/PCL doku iskelelerinin kalinliklari ve
uzaklasan PEG4o00 Ve sakkaroz yuzdeleri

PEGu4000/PCL ve  sakkaroz/PCL doku iskelelerinin kalinliklari mikrometreyle
Olciimus ve ortalama kalinlik ayni seri altindaki 6 farkli doku iskelesinin

kalinliklarinin ortalamasinin alinmasiyla hesaplanmistir.

Gozenekli PCL doku iskelelerinden uzaklastirilan PEGasp0o ve sakkaroz ylzdesi
asagidaki esitlige gore hesaplanmistir.

Uzaklastirilan  PEGaoo0 (%) = [(Wi-Ws)/agirhkga yuklenen PEGao00

veya sakkaroz yiizdesi veya sakkaroz]x100 (3.1)

Burada W; ve W degerleri sirasiyla, gézenek yapicilarin uzaklastiriimasi oncesi

ve sonrasi doku iskelelerinin agirligidir.

3.2.3.2. PCL doku iskelelerinin morfolojisi

Sunulan galigmada hazirlanan doku iskelelerinin yuzey ve kesit yapisi taramali
elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM) (Leo 435 VP, UK) ile
incelenmistir. Vakum ortaminda yuzeyleri altinla kaplanarak iletken hale getirilen
orneklerin ylzey ve Kkesitinden alinan SEM fotograflari Bolum 4.1.1.4'de
sunulmustur. SEM incelemeleri Turkiye Cimento Mustahsilleri Birligi (Ankara)

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Ayrica, gdzenek boyutu ve dagiimi da SEM analizi ile degerlendiriimis ve herbir
SEM fotografindan yaklagik 50 adet gozenek gapi hesaplanarak ortalama gozenek

¢ap! bulunmustur.

Doku iskelelerinin gérunur yogunlugu ve gozenekliligi asagidaki esitlikler

kullanilarak hesaplanmistir.

p* (g/cm®) = m (g)/V (cm?) (3.2)
£ = 1- p*/px100 (3.3)

Esitliklerde kullanilan p* doku iskelelerinin gérindr yogunlugunu, € gézenekliligi, p
ise gdzeneksiz PCL doku iskelesinin yogunlugunu (p = 0.210+0.036 g/cm®) ifade

etmektedir.

63



3.2.3.3. DSC analizi

Hazirlanan PCL vyapilarin camsi gecis sicakhdi (Tc) ve erime sicakhgr (Te)
degerlerinin olgtlmesi icin DSC (Shimadzu-50, Japonya) cihazi kullaniimistir. PCL
bazli doku iskelelerinin karakterizasyonu igin yaklasik 5 mg ornekler aliminyum
ornek kaplarina vyerlestirilerek preslenmistir. Orneklerin termogrami 20°C/dak
Isitma hizinda ve -100°C ile +100°C sicaklik araliginda 100 ml/dak akis hiziyla

beslenen N, atmosferinde alinmigtir.
3.2.3.4. FTIR analizi

Hazirlanan orneklerin FTIR spektrumlari, FTIR-8101 (Shimadzu) cihazi ile
alinmistir. PEG4000o/PCL doku iskelelerinin FTIR spektrumu, agirlikga (% 0, 10, 20,
30, 40, 50, 55) PEG iceren PCL polimerik ¢ozeltilerinin KBr tuzuna dokulmesiyle
elde edilen peletlerden ¢ekilmistir. Ayrica saf PEG4000 ve sakkaroza ait FTIR pikleri
de toz Orneklerle hazirlanan KBr disklerden alinmistir. Sakkaroz/PCL doku
iskelelerinin  FTIR spektrumu icin ornekler 1 cm capindaki diskler seklinde
kesilmistir. Tim 6rneklerin FTIR 8lglimi 400-4000 cm™ dalgaboyu araliginda

alinmistir.
3.2.4. Hucre kultur galigmalari

Calismalarda kullanilan L929 fare fibroblast hicreleri Ankara Sap Enstitlsu, Hlcre
Kultir Kolleksiyonu’ndan temin edilmistir (HUKUK No: 92123004). Yiizeye-bagimli
olarak uUreyebilen bu hucreler “monolayer kultirler’de ¢ogaltiimaktadir.

L929 hucreleri % 10 (hacimce) fetal calf serum (FCS, Sigma, Amerika) iceren
“‘Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” (DMEM, Sigma, Amerika) besi ortami
kullanilarak 25 cm? ve 75 cm?lik flasklarda kiiltiir edilmislerdir. Ayrica, antibiyotik
olarak % 1 (hacimce) penisilin (100 U/ml, Sigma, Amerika) ve streptomisin (100
ug/ml, Biological Industries) ilavesi yapilmistir. inkiibasyon ortami olarak ise % 95-
98 nem, % 5 CO;, ve % 95 hava igerigine sahip CO, etlvu (Heraus, Instruments,

Almanya) kullaniimistir. Etlv sicakligi 37+0.5°C’dr.

Hucre kaltar galigsmalari, herbir goézi 1.5 cm ¢apa sahip 24-gdzla PS hicre kalttr
kaplarindaki (Costar, Amerika) durgun kosullarda ve % 10 fetal calf serumla
yurutulmagstur. Petri kaplarinin her goézu parafilm ile kaplanarak hacrelerin Petri
kabina degil, PCL doku iskelelerine yapismasina izin verilmigtir. Calismada kontrol

grubu olarak bog PS Petri ylzeyi (TCPS, doku kultart polistiren) kullaniimigtir.

64



Karakterizasyon c¢aligmalarinin sonuglari degerlendiriimis ve hucre kultur
deneylerinin 3 tur PCL doku iskelesi ile yapilmasina karar verilmigtir. Bunlar; %
100 PCL, % 40 PEGa4000/PCL, % 10 Sakkaroz/PCL doku iskeleleridir. Calisma
oncesi parafilm kapli Petri kaplari % 95 etanol igerisine daldiriimis ve 45 dakika
sureyle UV isiniyla sterilize edilmistir. PCL doku iskeleleri 30°C’de etilen oksit
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Sterilizasyonu gergeklestirilen doku iskeleleri (5
mm ¢apinda) her bir gdze 3’er adet olmak Uzere 24-g6zIu Petri kaplarina (1.5 cm
caplh) vyerlestiriimigtir. Flaskda “confluent layer” olusturdugu goézlenen hucreler
(yani logaritmik Greme fazinda bulunan aktif hicreler), tripsin (DIFCO, ABD) ile
muamele edilerek flask yluzeyinden koparilmis ve Petri kaplarina yerlestirilen PCL
doku iskelelerinin Gizerine ekilmistir. Herbir géze 1 ml, 5x10* hiicre/ml derisimdeki
hicre ¢oOzeltisi koyulmustur. Polimerik yluzeylere yapisan hicreler % 25 tripsin
(DIFCO, ABD) kullanilarak yuzeyden ayrilmigs ve toplam hicre sayisi
hemositometrik sayim (Burker) yontemiyle kaydedilmistir. Hicre sayim yontemi Ek

1'de agiklanmistir.

Hucrelerin Uremesini ve ayni zamanda fizyolojik/patolojik degisimlerini
g6zlemlemek icin 6rnekler isik misroskobu (Olympus, Amerika) altinda farkli
buyutmelerde incelenmigtir.

3.3. Doku iskelelerinin Farkli Kosullarda Olusturulan Plazmalar ile
Modifikasyonu

Calisma 2 farkh doku iskelesi ile yuratulmustur. Bunlar, Reemay firmasindan temin
edilen 2214 kodlu NWPF (Amerika) ve ilk bolimde ¢6zucu-dokum/partikul-
uzaklastirma teknigiyle hazirlanan PCL (PEG4o00/PCL, sakkaroz/PCL) doku
iskeleleridir. S6z konusu iki farkli polimerik doku iskelesinin disuk basing su/O»
plazmayla (vakum reaktor) ve atmosferik basing su/hava plazmayla (AER; Array
Electrode Reactér) modifikasyonu gergeklestiriimigtir. Bu c¢alismalar Amerika
Birlesik Devletleri Wisconsin/Madison Universitesi CPAM (Plazma Destekli Uretim
Merkezi) biriminde yurtttlmustar. Bu bélimde 6ncelikli olarak, disik basing su/O;
plazmanin gercgeklestirildigi vakum ve atmosferik basing su/hava plazma
modifikasyonunun gergeklestirildigi AER (Array Electrode Reactor) reaktorleri

hakkinda bilgi verilmigtir.

65



Vakum reaktor

Silindirik, paslanmaz celik, 40 kHz gu¢ kaynagi iceren, kapasitorle galisan RF
(radyo frekans) plazma reaktord kullaniimigtir. Paralel plaka soguk plazma
reaktorl olarak da adlandirilan reaktor, disk seklinde paslanmaz celik
elektrodlardan olusmustur (¢cap 20 cm), elektrotlar arasi bosluk 3 cm dir (Denes et
al., 1995). Ayrica sistemde basing (MKS 600 Series), su ve oksijen kutle akis
(MKS M100B/247C) kontrolorl bulunmaktadir. Sekil 3.1°de, reaktor sematik olarak

gOrulmektedir.

=
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—

Sekil 3.1. Paralel plaka soguk plazma reaktérinin sematik gosterimi;

(1) Gaz tanki, (2) Reaktif rezervuari, (3) RF jeneratori, (4) Akis kontrolord, (5)
Elektrik yalitici disk, (6) Gaz karigim ¢emberi, (7) Merdane-tipi paslanmaz celik
ust elektrod (8) Silindirik reaksiyon gemberi, (9) Elektrikle isitilan alt elektrod igin
sicaklik kontrolorl, (10) Kelebek vana, (11) Paslanmaz celik sivi nitrojen kapani,

(12) Mekanik vakum pompasi.

AER reaktor (Array Electrode Reactor)

AER plazma reaktoru, ¢oklu-silindir/kablo elektrot donanimindan olusan ve kesikli
ya da surekli akis sistem operasyon modunda, atmosferik basingta gaz yada gaz
karisimlarinin prosesini ve yuzeyin plazmayla modifikasyonunu saglayan bir
sistemdir. Elektrot array sistemi farkli elektrot sistemlerinden olugmustur.
Topraklanmis c¢oklu-delikli elektrot merkezden yalitilmistir ve gerilimli-kablo
elektrot yUksek dielektrik seramik tlplerden olusmaktadir. Seramik tlpler

paslanmaz c¢elik blok elektrodun alt ve Ust yuzeyini kaplamaktadir ve onlarin da ust
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ve alt bolumleri silikon kaugukla kaplanmistir. Tum gerilimli elektrotlar piring
plakayla baglantihdir, ayrica bu plaka silikon kaugukla topraklanmis elektrotdan
yahtiimistir. Bu elektrot konfiglrasyonu sayesinde gaz ve gaz karisimlarinin
silindirik tuplerdeki homojen akigi saglanmis olur. Array elektrot sistemi,
elektrotlarin kablo/silindir (nokta/dlzlem) konfigirasyonu sayesinde kararl bir
plazma ortami sunmaktadir. Ayrica 6zel silindirik elektrot array konfiglrasyonu
sayesinde plazmanin substrat yluzeyine belirli sinirlarda, dogrudan goénderilmesi

saglanir.

Sistemdeki c¢oklu/delik topraklanmis elektrot ve elektrige bagh kablo elektrot
arasinda potansiyel farki olusturulur. Bu potansiyel farkindan dolayi olusan elektrik
alana su buhari ve hava gonderilerek plazma ortami olusturulur. Substrat
yuzeyinde bulunan kimyasal kontaminantlarin ve bakterilerin bu sistemle

ustesinden gelinebilmektedir.

AER reaktori spesifik olarak tasarlanmis elektrot sistemi sayesinde diger
atmosferik basing gaz-faz tekniklerinin dezavantajlarini ortadan kaldirmistir.
Elektrod sistemi ve modifiye edilecek substrat arasindaki uzaklik olduk¢a azdir ve
bu sekilde substratin modifikasyon verimliligi arttiriimis olur. iletken ve dielektrik
yuzeyler (cam, kagit, polimer) homojen olarak plazmayla modifiye edilebilmektedir.

Patentli AER reaktorunun fotografi ve gsematik olarak gorunumu Sekil 3.2° de

verilmigtir.

Elektrot

Modifiye
edilen substrat

I

Sekil 3.2. Patentli AER reaktorinin fotografi ve sematik olarak gdsterimi.
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3.3.1. PCL doku iskelelerinin plazma ile modifikasyon ¢aligmalari

Dusuk basing su/O; ve atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonlari ile tim
PCL vyapilarin yuzeyinde COOH fonksiyonalitesinin eldesi/zenginlestiriimesi

hedeflenmisgtir.

3.3.1.1. PCL doku iskelelerinin diisiik basin¢ su/O, plazmayla modifikasyonu

PCL doku iskelelerinin hazirlanmasi

PCL doku iskeleleri (% 100 PCL, % 20 PEG4000/PCL, % 40 PEG4000/PCL, %10
Sakkaroz/PCL ve % 20 Sakkaroz/PCL) ¢ozucu-dokum/partikil-uzaklagtirma
yontemi ile hazirlanmig ve yontemin ayrintilari Bolum 3.2’de verilmigtir. Hazirlanan
PCL doku iskeleleri, dustk basing su/O, plazma modifikasyonu igin dikdortgen (2
x 2 cm?) yada disk (1.25 cm capli) seklinde kesilmistir.

Modifikasyon

Hazirlanan drnekler RF plazma reaktorinun topraklanmis alt elektrodunun Uzerine
yerlestiriimis ve gemberin baglangi¢ basinci saglanana kadar havasi bosaltiimistir.
Bu sirada belirlenen akis hizlarinda su ve oksijenin sisteme girisiyle istenen basing
elde edildikten sonra, onceden belirlenen RF gucunde ve suresinde plazma
uygulanmigtir. Plazma isleminin ardindan yuzeyde olusan serbest radikallerin
stabilizasyonunu saglamak igin érnekler yaklasik 1 saat kadar dusuk su akisina
maruz birakilmigtir. Sistem tekrar baslangic basinci elde edilene kadar
vakumlanmig, ardindan Ar ile yikanmis ve son olarak plazma modifikasyonu
sonucu YylUzeyde olusan OH fonksiyonalitesini COOH fonksiyonalitesine
donusturmek icin 500 mTorr basing altinda 6rnek tirine goére (% 100 PCL icin 30
dakika; % 20 PEG/PCL ve % 40 PEG/PCL icin 15 dakika; %10 Sakkaroz/PCL ve
% 20 Sakkaroz/PCL igin 10 dakika) belirlenen sureyle sisteme oksalil klorur
gonderilmistir. Proses sonunda reaktor yine baslangig basincina getiriimis ve
ardindan Ar ile yikanmistir. Ornekler reaktdérden alinmis ve hidroliz isleminin
gerceklesmesi icin acik laboratuvar kogullarinda en az 1 saat kadar bekletilmigtir
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Duslk basing su/O; plazmayla COOH eldesi/zenginlestiriimesi.
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3.3.1.2. PCL doku iskelelerinin atmosferik basin¢g su/hava plazmayla
modifikasyonu

Dusuk basing su/O; plazma ile modifikasyon bolimunde anlatildigr sekilde
hazirlanan PCL doku iskeleleri AER plazma reaktorine yerlestiriimis ve 500 W
gu¢ kaynagi (0.5 — 25 kHz, 10 kV) altinda ve medikal hava ile atmosferik ortamda

plazmayla modifiye edilmistir.

3.3.1.3. Plazma ile modifiye edilen PCL doku iskelelerinin karakterizasyonu

3.3.1.3.i. PCL yiizeyde olusan OH ve COOH gruplarinin tayini

OH fonksiyonalitesinin kantitatif tayini icin 9-antrasen karboksilik asit, COOH
fonksiyonalitesinin kantitatif tayini icin ise 9-Antrasen metanol floresan isaretleme
ajanlari kullaniimistir. Floresan isaretleme ajanlariyla, plazmayla modifiye edilmis

polimerik ylzeyler arasindaki kimyasal reaksiyon Sekil 3. 4’de verildigi gibidir.
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Sekil 3.4. Floresan isaretleme ajanlariyla OH (a) ve COOH (b) fonksiyonel gruplari
iceren polimerik yuzeyler arasindaki kimyasal reaksiyon.

% 100 PCL diskler (12.5 mm c¢apinda) (modifiye edilmemis, dusuk basing su/O;
plazma veya atmosferik basing su/hava plazmayla modifiye edilmis ve dustk
basing su/O, plazma sonrasi oksalil klorur ile fonksiyonalize edilmig) 5ml 9-
antrasen metanol ya da 9-antrasen karboksilik asit/eter ¢ozeltisine (2.36 mg/ml) 15
dakika daldirilmis ve ardindan 5 ml eter ile 3 kez yikanmistir. isaretli érnekler
kurutulduktan sonra 6rneklerin UV floresani UVX-300G sensor ile olgulmuastur
[uzaklastirilabilir baghk (UV LED 370 nm) (EMX Inc., Cleveland, OH), kuvars
odaklama lensi (3 mm isik alani) ve 450 nm filtre (80 nm bant genigligi) (Edmund
Optics Co., Barrington, NJ)]. isaretleme ajanlari 389, 411, 434 and 460 nm'de
emisyon spektrumlarina sahiptir ve son ¢ dalga boyu kullanilan filtre araligina

girmektedir.
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% 100 PCL polimerik ylzeylerde duslik basing su/O, plazma, atmosferik basing
su/hava plazma ve dusuk basing su/O, plazma ardindan oksalil klordr ile
fonksiyonalizasyon sonrasi elde edilen OH ve COOH fonksiyonalitelerinin
miktarsal olarak tayini igin kullanilan kalibrasyon yontemleri ve grafikleri sirasiyla
Ek 2, Ek 3 ve Ek 4’de verilmistir.

3.3.1.3.ii. PCL doku iskeleleri icin diistik basin¢c su/O, plazma prosesinin DoE
ile optimizasyonu

PCL ornekler icin disuk basing su/O, plazma prosesinin optimizasyonu DoE
(Design Expert 7, Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, Amerika) software programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Optimizasyon ig¢in su akis hizi (0 — 20 cm3/dk),
basing (100 — 500 mTorr), gug (20 - 80 W) ve sure (0.5 — 4.5 dk) olmak Uzere 4

parametre secilmistir. Plazma prosesi boyunca toplam akis hizi 20 cm®dk’dir.

PCL ornekler igin DoE sofware programina gore rastgele secilen 30 deneyin
parametreleri  Cizelge 3.1’de  sunulmustur. Verilerin istatiksel olarak

degerlendiriimesi yapiimig ve kuadratik regresyonlari hesaplanmigtir.

Cizelge 3.1. PCL 6rnekler icin DoE (duslk basing su/O, plazma prosesi).

Deney SlLIaZI:lg Basing Giig Siire OH Floresani COOH Floresani
(cm*/dk) (mTorr) (W) (dk) , ,
(mV) (umol/cm?) (mV) | (umol/cm?)
1 5.10 400.00 | 65.00 1.50 210 | 0.000235559 | 215 | 0.0388859
2 5.10 200.00 | 65.00 1.50 633 0447724 227 | 0.0636692
3 5.10 400.00 | 35.00 3.50 512 0.0382807 | 260 0-210762
4 14.90 200.00 | 35.00 1.50 382 0.00578167 371 2.1359
5 9.70 300.00 | 50.00 2.50 317 0.00189434 268 0.272005
6 14.90 400.00 | 65.00 3.50 212 | 0.000245613 | 266 0.255528
7 9.80 300.00 | 50.00 0.50 482 0.025768 239 0.101084
8 5.00 200.00 | 65.00 3.50 397 0.00735977 186 | 0.0104001
9 14.90 400.00 | 35.00 3.50 538 0.0528984 212 | 0.0342111
10 5.00 400.00 | 35.00 1.50 252 | 0.000553912 | 335 1.34543
11 14.90 200.00 | 35.00 3.50 272 | 0.000818498 | 320 1.02252
12 9.80 300.00 | 50.00 2.50 294 0.00124208 202 | 0.0220143
13 15.00 400.00 | 65.00 1.50 367 0.0045145 275 0.336228
14 10.00 100.00 | 50.00 2.50 782 0:453235 407 2.56945
15 4.90 200.00 | 35.00 3.50 437 0.0135986 357 1.84432
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Cizelge 3.1. devam ediyor.

16 9.90 300.00 | 50.00 4.50 381 0.00568816 341 1.48142
17 9.80 300.00 | 80.00 2.50 271 0.000802878 | 237 | 0.0937893
18 19.80 300.00 | 50.00 2.50 454 0.0174239 451 2.20976
19 9.90 500.00 | 50.00 2.50 288 0.00110997 385 2.37196
20 9.90 300.00 | 50.00 2.50 301 0.00141447 357 1.84432
21 14.90 200.00 | 65.00 1.50 468 0.0212451 524 0.689837
22 5.10 200.00 | 35.00 1.50 272 | 0.000818498 | 395 2.49156
23 9.80 300.00 | 20.00 2.50 624 0.135431 475 1.70913
24 9.80 300.00 | 50.00 2.50 454 0.0174239 453 2.17316
25 9.80 300.00 | 50.00 2.50 275 | 0.000867063 | 559 | 0-263429
26 9.80 300.00 | 50.00 2.50 474 0.0230921 275 0.336228
27 5.10 400.00 | 65.00 3.50 552 0.0624887 302 0.690309
28 14.90 400.00 | 35.00 1.50 387 0.00627022 291 0.524741
29 0.00 300.00 | 50.00 2.50 263 | 0.000687523 | 314 0.903947
30 14.80 200.00 | 65.00 3.50 242 | 0.000453835 | 377 2.24555

*Cizelgede (izeri ¢izili degerler DoE yazilm programi tarafindan otomatik olarak elimine edilen
degerleri simgelemektedir.

3.3.1.3.iii. PCL doku iskeleleri icin atmosferik basin¢ su/hava plazma
prosesinin DoE ile optimizasyonu

PCL o6rnekler icin atmosferik basing su/hava plazma prosesinin optimizasyonu da
DoE software programi kullanilarak gercgeklestirilmistir. Optimizasyon icin su akis
hizi (100 — 900 cm®/dk), giic (30 — 200 W) ve siire (1 — 5 dk) olmak iizere 3
parametre segcilmigtir. PCL 6rnekler igin DoE sofware programina gore rastgele
secilen 20 deneyin parametreleri Cizelge 3.2’de sunulmustur. Verilerin istatiksel

olarak degerlendirilmesi yapilmis ve kuadratik regresyonlari hesaplanmistir.

Cizelge 3.2. PCL ornekler icin DoE (atmosferik basing su/hava plazma prosesi).

. Su akis OH Floresani COOH Floresani
Deney ((Evl;;} h::2| Siire
(cm’/dk)) (dk) (mV) | (umol/lcm?) | (mV) (umol/icm?)
1 70.00 262.00 1.81 858 0.513927 247 0.135233
2 70.00 262.00 4.19 1258 1.29637 283 0.422925
3 170.00 738.00 4.19 1515 1.98107 0 3.05482x10°%
4 170.00 262.00 1.81 1392 1.63561 224 0.0564482
5 170.00 262.00 4.19 1181 1.11895 0 3.05482x10°%
6 120.00 500.00 3.00 1374 1.58779 318 0.982204
7 170.00 738.00 1.81 1269 1.32276 241 0.108853
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Cizelge 3.2. devam ediyor.

8 120.00 500.00 3.00 1285 1.36161 322 1.06359
9 120.00 500.00 3.00 1647 2.38809 219 0.0459895
10 120.00 500.00 1.00 439 0.0641513 205 0.0251837
11 200.00 500.00 3.00 1037 0.821438 268 0.272005
12 120.00 100.00 3.00 1381 1.60631 258 0.197318
13 120.00 500.00 3.00 823 0.461874 383 2.34271
14 120.00 900.00 3.00 655 0.24876 382 2.32747
15 120.00 500.00 3.00 449 0.0521449 307 0.775286
16 30.00 500.00 3.00 1005 0.761394 342 1.50426
17 70.00 738.00 1.81 835 0.479421 299 0.642211
18 70.00 738.00 4.19 1112 0.970814 307 0.775286
19 120.00 500.00 5.00 907 0.591241 318 0.982204
20 120.00 500.00 3.00 2030 378162 375 2.21028

*Cizelgede (izeri cizili degerler DoE yazilm programi tarafindan otomatik olarak elimine edilen
degerleri simgelemektedir.

3.3.1.3.iv. ESCA (Electron spectroscopy for chemical analysis) analizi

Plazma modifikasyonu Oncesi ve sonrasi tum polimerik yuzeylerin bagil ylzey
atomik bilegimlerinin belirlenmesi igin Electron spectroscopy for chemical analysis
(ESCA, Perkin Elmer Physical Electronics 5400 klguk alan sistemi; Mg kaynagi,
15 kV, 300 W, 45° ayrilma agisi) sistemi kullaniimistir.

3.3.1.3.v. Piroliz gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi [Pyrolysis Gas
Chromotograpy/Mass Spectroscopy (Py GC/MS)]

% 100 PCL orneklerin kimyasal yapisi hakkinda bilgi edinmek amaciyla, piroliz
kuvars tip % 3 PCL/diklorometan c¢ozeltisi ile kaplanmis ve piroliz GC/MS
analizine tabi tutulmustur. Su/O; plazmayla modifiye edilmis ve modifiye edilmemis
ornekler, Piroprob 2000 (CDS Analitik, Inc., Oxford, PA) ile, 400°C, 600°C, 800°C
ve 1000°C de 10 sn sureyle (piroliz gemberinde; 250°C) pirolize edilmistir. Piroliz
suresince olusan gaz urunu belirlemek ve miktarsal olarak tayin etmek igin, Gaz
Kromatografisi/Kitle Spektroskopisi (GC-MS) teknigi (HP 5973 Kitle Segici
Dedektor ve HP 6890 Serisi GC Sistemi, Hewlett-Packard Co.) kullanilimigtir
(Deneysel Parametreler; kapiler kolon: HP-PLOT Q 30.0 m x 320.00 ym x 0.2
pm HP 19091P-Q04; tasiyici gaz: kromatografik helyum; sabit akis: 2.3 ml/dk; giris
sicakhgi 300°C; aralik orani; 10:1; ilk 3 dakikada firin sicakhgi 30°C, daha sonra
finn sicakhgr dakikada 20°C arttirllarak 110°C’ye, ardindan dakikada 15°C
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arttirllarak 170°C’ye getirilmis ve son olarak dakikada 10°C arttirarak 260°C’ye
cikartilmistir; toplam sure: 30 dk; son galistirma: 260°C, 5 dk; MSD transfer isitici:
280°C; iyonizasyon g¢ember sicakligi: 230°C; kuadrupol sicakhgr: 150°C; MSD

tarama modu 10-600 amu; 0 dk ¢6zucl gecikmesi).

3.3.1.3.vi. AFM (Atomic Force Microscope) analizleri

Su/O; plazmayla modifiye edilmis ve edilmemis tum PCL yuzeylerin mikro ve nano
topografisini gdzlemlemek icin AFM analizleri gerceklestiriimistir. AFM analizleri
(Molecular Imaging PicoSPM cihazi; temas modu; silikon ve hidrazin HZD
fonksiyonalize tipler), su/O, plazma ile modifiye edilmis, oksalil klorlr
fonksiyonalize ve modifiye edilmemis; % 100 PCL, % 20 PEGa000/PCL, % 40
PEGu4000/PCL, % 10 Sakkaroz/PCL, % 20 Sakkaroz/PCL ornekleri ve Sakkaroz

kristalleri igin gerceklestirilmigtir.

Fonsiyonal birincil amin grubu iceren AFM tiplerin hazirlanmasi

PCL yulzeylerinde, su/O, plazma modifikasyonu ve ardindan oksalil klorlr ile
muamele edilerek olusturulan karboksil gruplarinin gézlenmesi amaciyla Si-temelli
AFM tipleri, yuzeylerinde birincil amin grubu elde etmek icin SiCly; plazma
modifikasyonuna tabi tutulmustur (Sekil 3.5). SiCls plazma modifikasyonu ICP
(inductively coupled plasma) reaktorinde gerceklestiriimigtir. Reaktore 3.7 dakika
boyunca, 110 mTorr basing altinda, 5 cm®dk akis hizinda SiCls; gaz buhari
(Aldrich 215120, Alimanya) goénderilmistir. Modifikasyon boyunca substrat sicakligi
25 °C, gug 200 W, frekans 13.56 MHz, voltaj 150 V degerlerinde tutulmustur.

Plazma modifikasyonu sonrasi tipler, SiCl gruplarinin hidrolizi igin bir gece
boyunca sulu amonyak ¢ozeltisine daldiriimistir. Tipler su kalintilarinin yapidan
uzaklastiriimasi icin 3 kez susuz etanolle (Aldrich 459836, Almanya) yikanmistir.
Ardindan tipler 10 dakika boyunca oksalil klorur (Sigma-Aldrich O8801, Almanya),
30 dakika boyunca etilen diamin (Sigma-Aldrich E26266, Almanya) ¢ozeltisine
daldiriimigtir. Modifikasyonu tamamlanan tipler 3 kez suyla ve 1 kez etanolle

yikanmigtir.
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Sekil 3.5. Si-temelli AFM tiplerinin SiCls plazma modifikasyonu.

Tiplere takilan birincil amin gruplarinin varligi, NWPF ve PCL polimerik yuzeylerde
uygulanan floresan igsaretleme teknigi ile degerlendirilmigtir. Yontemin ayrintilari,
floresan isaretleme ajaniyla, tiplerde olusturulan birincil amin gruplari arasindaki

kimyasal reaksiyon ayrintili olarak NWPF ile ilgili bolumde verilmigtir.
3.3.1.4. PCL doku iskelelerinin biyolojik modifikasyonu
Bu bolimdeki calismalar yalnizca % 100 PCL diskler ile yartttlmuastur.

3.3.1.4.i. PCL doku iskelelerine PEO uzatici kol takilmasi

Dusik basing su/O, plazma modifikasyonunun ardindan karboksil gruplarinca
zenginlestirilen % 100 PCL diskler WSC (suda ¢6zunur karbodiimid) ile aktive
edilmigtir. Diskler WSC’nin (agirlikca %10, pH=5.0) sulu ¢6zeltisine 4°C sicaklikta,
2 saat boyunca daldinimistir. Bu sekilde aktive edilen ornekler, iki kere distile
edilmis suyla yikanmis ve ardindan PEO’nun (0.005 M, pH=6.5) sulu ¢dzeltisine
4°C sicaklikda, 24 saat boyunca maruz birakilmistir. Son olarak da diskler, tekrar
iki kere distile edilmis suyla yikamanin ardindan, suksinik asidin sulu ¢ozeltisine
(agirhkga %5, pH=7.0) daldinimis ve atmosferde kurutulup laboratuvar ortaminda

saklanmigtir (Sasmazel et al., 2007).

75



3.3.1.4.ii. PCL doku iskelelerine insiilinin immobilizasyonu

insiilin immobilizasyonu iki-basamakta (two-step method) gerceklestirilmistir (Liu
et al.,, 1992). PEO-takih PCL diskler WSC igeren (agirlikca %10) MES tampon
(pH=5.0) icerisinde 4°C sicaklikta, 2 saat boyunca inkubatére konulmustur.
inkiibasyonun ardindan iki kere distile edilmis suyla yikanan diskler, 200 pg/mL
insulin iceren MES tampon (pH=7.0) igerisine 4°C sicaklikta, 24 saat boyunca
daldinimistir. Ornekler immobilizasyon igleminin ardindan 10 dakika boyunca PBS
cOzeltisi (pH=7.4) ile yikamaya tabi tutulmuslardir. Son olarak da diskler %75

(hacimce) etanol ile dezenfekte edilip, atmosferde kurutulmustur.

PCL vyiizeylere immobilize edilen PEO ve insiilin miktarinin tayini

PEO/takili ve insulin/immobilize polimerik yapilardaki birincil amin fonksiyonalitesi
floresan isaretleme teknigi ile degerlendiriimistir. Modifiye edilmis ve edilmemis
ornekler, kromatografik siringa kullanilarak 3 kere ardarda 100 pL floresamin
cozeltisi (50 mg floresamin/100 ml kuru aseton, Sigma-Aldrich) ile muamele
edilmistir. isaretli dérnekler kurutulmus ve UVX-300G sensér kullanilarak UV
floresanlari Slciilmistir. isaretleyici ajan floresamin ve yiizeydeki birincil amin

gruplari arasindaki reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.6’da verilmistir.

OH

Alifatik birincil amin grubu igeren matris

Florofor

Floresamin

Sekil 3.6. Floresamin ve birincil amin grubu arasindaki reaksiyon mekanizmasi.

% 100 PCL polimerik yapilara takili PEO ve immobilize insulin miktarinin kantitatif
olarak tayininde kullanilan metodun kalibrasyonu i¢in uygulanan yontem ve ¢izilen

kalibrasyon grafigi EK 5'te verilmistir.
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3.3.1.4.iii. PCL doku iskelelerine heparinin immobilizasyonu

Sodyum sitrat tamponda (pH=4.7) ¢Ozulen heparin (1 mg/ml), 1 mg WSC ile
karistirilarak, heparinin karboksil gruplarini aktive etmek igin 4°C sicaklikta, 5 saat
boyunca inkibasyona birakilmistir. Daha sonra PEO-takili diskler, WSC ile aktive
edilmis heparin igceren sodyum sitrat ¢ozeltisine 4°C sicaklikta, 24 saat boyunca
daldinimistir. immobilizasyon islemini takiben diskler 10 dakika boyunca PBS
cOzeltisi (pH=7.4) ile ve ardindan 5 dakika boyunca distile suyla yikanmis ve son

olarak atmosferde kurutulmustur.

PCL vyizeylere immobilize edilen heparin miktarinin tayini

Heparin/immobilize % 100 PCL ornekler, 5 ml 9-antrasen metanol/eter ¢ozeltisine
(2.36 mg/ml) 15 dakika daldiriimig ve ardindan 5 ml eter ile 3 kez ylkama
yapiimistir. isaretli drnekler kurutulduktan sonra drneklerin UV floresani UVX-
300G sensor ile Olgulmustur. PCL polimerik ylzeylere immobilize edilen heparin
miktarinin  kantitatif olarak tayininde kullanilan metodun kalibrasyonu igin

uygulanan yontem ve cizilen kalibrasyon grafigi EK 6’da verilmistir.

3.3.1.4.iv. ESCA analizi

PCL yuzeylerin bagil ylizey atomik bilesimlerinin belirlenmesi igin PCL 6rnekler
biyolojik modifikasyon 6ncesi ve sonrasi Bolum 3.3.1.3.iv’de 0&zellikleri verilen

ESCA sistemi ile analiz edilmistir.

3.3.1.5. Hiicre kiltiir calismalari

Hucre kaltar calismalari Bolum 3.2.4’de kullanilan L929 fare fibroblast hlicre hatti
ve yine ayni bolumde izlenen prosedure gore yurutulmustir. Yalniz bu bolumdeki
hacre kultir galismalarinda % 10 (hacimce) FBS (fetal bovine serum)

kullaniimistir.

Bes tur PCL doku iskelesi kullanilarak hacre kultir ¢alismalari gergeklestiriimistir.
Bunlar; % 100 PCL, duslik basing su/O, plazma ile modifiye edilmis ve ardindan
oksalil klorur ile fonksiyonellestiriimis/PCL, PEO immobilize edilmis/PCL, insulin
immobilize edilmis/PCL ve heparin immobilize edilmig/PCL doku iskeleleridir. PCL
doku iskeleleri sterilizasyon icin % 70 etanol igerisine 75 dakika boyunca
daldiriimis ve PBS (pH 7.4) ile yikanmigstir. Sterilizasyon islemi tamamlanan PCL
doku iskeleleri (1.27 cm ¢apindaki diskin 4’te biri) 24-gozIu Petri kaplarina (1.5 cm

caph) yerlestirilmistir. Flaskda “confluent layer” olusturdugu gozlenen L929 fare
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fibroblast hlcreleri  yine Bolim 3.2.4’te aciklanan ftripsinizasyon ydntemi
uygulanarak flask yuzeyinden kopariimis ve Petri kaplarina yerlestirilen PCL doku
iskelelerinin Gizerine ekilmistir. Her bir géze 1 ml 1x10* hiicre/ml derisimdeki hiicre
¢ozeltisi koyulmustur. Hacre Gremesi 1., 2., 3., 4., 5., ve 6. gundeki kultar
ortamindan c¢ekilen fotograflarla gorintilenmis ve hicre verimi MTT metoduyla
tayin edilmistir. inokilasyondan sonraki giinlerde hiicreler aktif durumda iken doku
iskelesi yuzeyine kuvvetlice yapismis olduklarindan, hucrelerin proteolitik
enzimlerle yuzeyden ayrilmalari yeterli olmamis ve hicre yogunlugunu
belirlemede indirekt bir yontem olan ve asagida agiklanan MTT yontemi

uygulanmigtir.

MTT yontemi

MTT ydntemi basit ve tekrarlanabilir sonuglarin alindidi kolorimetrik bir yontemdir
ve tetrozolium tuzunun canli hicrenin mitokondriye ait bazi enzimleri tarafindan,
hdcre iginde ¢ozunmeyen mor renkli “formazan” maddesine donusmesi esasina
dayanir. Formazan asidik izopropanol igerisinde ¢ozunir ve 540 nm dalga
boyunda optik yogunlugu kaydedilir. Hicre sayisi bilinen farkh hicre kalttr
ornekleri icin optik degerler kaydedilerek kalibrasyon egrisi elde edilir (MTT

yontemine ait ayrintili bilgi Ek 7’de verilmistir).

Giemsa ile boyama teknigi

Hucrelerin PCL doku iskelelerine yapismasi ve yayillmasi mikroskobik olarak
incelenmigtir. Hucrelerin yapisma ve yayillmasini aglk ve net bir sekilde
gozlemleyebilmek icin diskler Giemsa (Merc, Almanya) ile boyanmigtir (Giemsa ile
boyama teknigi Ek 8'de verilmigtir). Hlcre kaltir ortamindan alinan diskler kisa bir
sure (1-2 dakika) havada kurumaya birakildiktan sonra, 10-15 saniye slreyle boya
cOzeltisinin icerisine daldinimistir. Fazla boyanin akmasi igin 15-30 saniye distile
su icerisinde yikanan diskler, birka¢ kere daha taze distile su ile ylkanmis ve hava
ortaminda kurumaya birakilmistir. Boyama islemi tamamlanan diskler 2., 4., 5., ve
6. gun kultir sonrasi 1sik misroskobu ile farkli buyitmelerde (Olympus, Amerika)

cekilen fotoraflarla gozlenmistir.

Konfokal lazer taramali mikroskopi (CLSM) ile analiz

PCL doku iskelelerindeki hucrelerin canlihdi ve yogdunlugu floresan esasina

dayanan bir analiz teknigi olan konfokal lazer taramali mikroskopi yontemi ile
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g6zlemlenmistir. Bu amagla dort gunluk kultir sonunda PCL doku iskelelerine
immunofloresan boyama teknigi uygulanmigtir. PCL doku iskeleleri oda
sicakhginda 3 defa PBS (pH 7.4) ile yikanmis ve % 2.5 (hacimce) glutaraldehit
iceren 0.1 M PBS (pH 7.4) icerisinde 10 dakika bekletilerek hicrelerin fiksasyonu
saglanmistir. Hucre gegirgenligini arttirmak igin doku iskeleleri %1’lik Triton X-100
tamponu icerisinde 5 dakika sureyle bekletilmistir. Hucrelerin aktin flamenti (F-
aktin) PCL doku iskelelerinin % 2.5 (hacimce) Fluor 488 phalloidin igeren PBS (pH
7.4) cozeltisine 20 dakika sureyle daldirilmasi sonucu boyanmigtir. Hucre
cekirdegini boyamak igin doku iskeleleri 5 dakika boyunca 10ug/ml propidyum
iyodur ile muamele edilmigtir. Boyama teknigi hakkinda ayrintili bilgi EkK 9’da
verilmigtir. Boyama iglemi tamamlanan PCL doku iskeleleri konfokal lazer taramali
mikroskobu (CLSM, Leica, Almanya, ODTU Merkezi Arastirma Laboratuari) ile

incelenmistir.
3.3.2. NWPF doku iskelelerinin plazma ile modifikasyon ¢aligmalari

3.3.21. NWPF __doku _iskelelerinin __dusuk basing su/O, plazmayla
modifikasyonu

NWPF doku iskelelerinin hazirlanmasi

Ug-boyutlu hiicre destek malzemesi olarak, Reemay Inc. (Old Hickory, TN,
Amerika) tarafindan dUretilen style no. 2214 geklinde numaralandirilan,
dokunmamig (nonwoven) poliester fabrik (NWPF) kullaniimigtir. Calismada
kullanilan NWPF diskler 1200 cm?/g yiizey alani, 2.7 m*/m?s hava gegcirgenligi ve
0.23 mm kalinliga sahiptir. 1.5 cm capa sahip (24’lUk Petri kabinda kullanilan) bir
NWPF diskin alani, diskin yiizey alaninin (1200 cm?/g) ortalama agirhigiyla (0.0076

g) ¢arpimi sonucu 9.12 cm? olarak bulunmustur.

Dokunmamis poliester yapi, polietilen teraftalat (PET) fiberlerin tG¢ boyutlu ve
rastgele yerlestiriimesiyle hazirlanmistir. Teraftalik asit veya onun dimetil esteri
etilen glikol ile reaksiyona girer ve PET’e polimerize olan bir diester monomer
olusturur. Sentezlenen polimer bir spinneretten gegirilerek bukulup egrilir ve
olusan PET lifler 1sI etkisiyle birbirine ilistirilerek dokunmamis yapiyi olusturur.
NWPF doku iskeleleri bu matrisden dikddrtgen (2 x 2 cm? ) yada disk (1.25 cm

capl) seklinde kesilerek plazma modifikasyonu igin hazirlanmigtir.
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Modifikasyon

Hazirlanan NWPF doku iskeleleri ESCA analizinde gorilen silisyum
kontaminasyonunu gidermek icin oncelikle H, plazmayla sterilize edilmistir.
Kontaminasyonu giderilen érnekler Bolim 3.3.1.1’de PCL doku iskelelerinin distk
basing su/O, plazmayla modifikasyonu kisminda anlatildigi sekilde RF plazma
reaktorinde modifiye edilmigtir. Plazma modifikasyonun ardindan ylzeyde olusan
OH fonksiyonalitesini COOH fonksiyonalitesine donusturmek icin sisteme 500
mTorr basing altinda 30 dakika slreyle oksalil klorir gdénderilmigtir. Proses
sonunda reaktor yine baslangi¢ basincina getirilmis ve ardindan Ar ile yikanmistir.
Ornekler reaktdrden alinmig ve hidroliz igleminin gergeklesmesi igin agik
laboratuvar kosullarinda en az 1 saat kadar bekletilmistir. NWPF polimerik
yuzeylerde dusuk basing su/O, plazmayla COOH eldesi/zenginlestiriimesi
mekanizmasi, PCL ile ilgili bélimde sematik olarak Sekil 3.3’de verilmistir.

3.3.2.2. NWPF doku iskelelerinin atmosferik basin¢ su/hava plazmayla
modifikasyonu

Dusuk basing su/O; plazma ile modifikasyon boliumunde anlatildigr sekilde
hazirlanan NWPF doku iskeleleri, AER plazma reaktorine yerlestiriimis ve 500 W
gu¢ kaynagi (0.5 — 25 kHz, 10 kV) altinda ve medikal hava ile atmosferik ortamda

plazmayla modifiye edilmistir.

3.3.2.3. Karakterizasyon calismalari

3.3.2.3.i. NWPF viizeyde olusan OH ve COOH gruplarinin tayini

Dusuk basing su/O; plazma, atmosferik basin¢ su/hava plazma ve dusuk basing
su/O; plazma ardindan oksalil klorUr ile fonksiyonalizasyon sonrasi elde edilen OH
ve COOH fonksiyonalitelerinin tayini igin, PCL polimerik ylUzeylere uygulanan
yontem izlenmistir. Yontemin ayrintilari ve floresan isaretleme ajanlariyla polimerik
yuzeylerde olusturulan fonksiyonel gruplar arasindaki kimyasal reaksiyon ile ilgili
gerekli aciklamalar ayrintili olarak PCL ile ilgili bolimde (Bolum 3.3.1.3.i)
verilmigtir.

3.3.2.3.ii. NWPF doku iskeleleri icin diisiik basin¢ su/O, plazma prosesinin
DoE ile optimizasyonu

NWPF ornekler icin duslk basing su/O, plazma prosesinin optimizasyonu yine

DoE software programi kullanilarak gergeklestiriimigtir. Su akis hizi (0 — 20
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cm®/dk), basing (100 — 500 mTorr), giic (20 — 140 W) ve siire (0.5 — 4.5 dk) olmak
uzere 4 parametre optimizasyon icin segilmigtir. Plazma prosesi boyunca toplam
akis hizi 20 cm®/dk’dir.

NWPF 6rnekler icin DoE sofware programina goére rastgele segilen 30 deneyin
parametreleri  Cizelge 3.3'de  sunulmustur. Verilerin istatiksel olarak

degerlendiriimesi yapilmis ve kuadratik regresyonlari hesaplanmigtir.

Cizelge 3.3. NWPF ornekler icin DoE (dusuk basing su/O; plazma prosesi).

.. OH Floresan COOH
b Su akig Basing Giig . e Floresan
eney hizi (mTorr) (W) Siire (dk) sinyali sinyali
3

(cm®/dk) (mV) (mV)
1 14.30 200.00 110.00 3.50 272 168
2 9.80 300.00 80.00 2.50 200 229
3 14.40 400.00 50.00 1.50 175 242
4 5.20 200.00 110.00 1.50 205 186
5 9.40 300.00 80.00 2.50 235 191
6 14.30 200.00 110.0 1.50 184 191
7 9.40 300.00 20.00 2.50 195 211
8 5.10 200.00 50.00 3.50 250 191
9 4.70 400.00 110.00 1.50 195 198
10 14.80 400.00 50.00 3.50 196 221
11 9.70 300.00 80.00 2.50 237 188
12 5.10 400.00 50.00 3.50 250 216
13 9.80 300.00 80.00 2.50 243 215
14 0.00 300.00 80.00 2.50 255 191
15 14.80 200.00 50.00 1.50 205 186
16 14.80 400.00 110.00 1.50 235 190
17 9.80 300.00 80.00 0.50 200 205
18 9.80 500.00 80.00 2.50 176 162
19 5.10 200.00 110.00 3.50 222 200
20 5.20 200.00 50.00 1.50 196 176
21 9.80 300.00 80.00 2.50 226 191
22 10.00 300.00 80.00 2.50 212 177
23 14.70 400.00 110.00 3.50 233 176
24 10.00 300.00 140.00 2.50 255 169
25 10.00 300.00 80.00 4.50 212 195
26 14.70 200.00 50.00 3.50 240 187
27 10.10 100.00 80.00 2.50 233 163
28 5.20 400.00 50.00 1.50 242 192
29 19.80 300.00 80.00 2.50 237 199
30 4.60 400.00 110.00 3.50 188 190

*Cizelgede (izeri cizili degerler DoE yazilm programi tarafindan otomatik olarak elimine edilen
degerleri simgelemektedir.

3.3.2.3.iii. NWPF doku iskeleleri icin atmosferik basin¢ su/hava plazma
prosesinin DoE ile optimizasyonu

NWPF ornekler icin atmosferik basing su/hava plazma prosesinin optimizasyonu

DoE software programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Su akis hizi (100 — 900
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cm®/dk), giic (30 — 200 W) ve siire (1 — 5 dk) olmak (izere 3 parametre secilmistir.
NWPF ornekler igin DoE sofware programina gore rastgele segilen 20 deneyin
parametreleri  Cizelge 3.4'de  sunulmustur. Verilerin istatiksel olarak

degerlendirilmesi yapiimig ve kuadratik regresyonlari hesaplanmigtir.

Cizelge 3.4. NWPF oérnekler icin DoE (atmosferik basing su/hava plazma prosesi).

.. .. OH Floresan COOH Floresan
Deney ?vl\jl;} St(]c?1!|(3ll§dt|:;m ?:;)e sinyali sinyali
(mV) (mV)
1 70.00 262.00 1.81 181 212
2 70.00 262.00 419 161 142
3 170.00 738.00 4.19 165 195
4 170.00 262.00 1.81 201 165
5 170.00 262.00 4.19 195 203
6 120.00 500.00 3.00 206 219
7 170.00 738.00 1.81 175 225
8 120.00 500.00 3.00 178 204
9 120.00 500.00 3.00 202 213
10 120.00 500.00 1.00 235 187
11 200.00 500.00 3.00 232 211
12 120.00 100.00 3.00 269 182
13 120.00 500.00 3.00 268 176
14 120.00 900.00 3.00 237 192
15 120.00 500.00 3.00 199 235
16 30.00 500.00 3.00 223 233
17 70.00 738.00 1.81 267 219
18 70.00 738.00 419 220 224
19 120.00 500.00 5.00 257 216
20 120.00 500.00 3.00 218 195

*Cizelgede (zeri cizili degerler DoE yazilim programi tarafindan otomatik olarak elimine edilen
degerleri simgelemektedir.

3.3.2.3.iv. ESCA analizi

Plazma modifikasyonu 6éncesi ve sonrasi NWPF ylzeylerin bagil ylzey atomik
bilesimlerinin belirlenmesi icin Electron spectroscopy for chemical analysis sistemi

kullaniimistir. Kullanilan ESCA sisteminin 6zellikleri Bolum 3.3.1.3.iv'de verilmistir.
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3.3.2.4. NWPF doku iskelelerinin biyolojik modifikasyonu

3.3.2.4.i. NWPF doku iskelelerine PEO varliginda insiilin ve heparinin
immobilizasyonu

Dusuk basing su/O, plazma modifikasyonunun ardindan, PEO wuzatici kol
varliginda insulin veya heparin biyolojik molekullerinin NWPF doku iskelelerine
immobilizasyonu gercgeklestiriimigtir. Plazmayla modifiye edilen NWPF polimerik
yuzeylere, islak kimya yontemiyle PEO uzatici kolun takilmasi ve ardindan instlin
ve heparin biyolojik molekullerin immobilizasyonu igin, % 100 PCL polimerik
yuzeylere uygulanan yontem izlenmig ve yontemin ayrintilari PCL ile ilgili bolumde

verilmistir.

NWPF viizeylere immobilize edilen PEO ve insiilin miktarinin tayini

PEO/takili ve insulin/fimmobilize NWPF doku iskelelerindeki birincil amin
fonksiyonalitesi, % 100 PCL polimerik yuzeylere uygulanan floresan isaretleme
teknigi ile degerlendirilmistir. Yontemin ayrintilari, floresan isaretleme ajanlariyla
polimerik yuUzeylerde olusturulan birincil amin gruplari arasindaki kimyasal
reaksiyon ve kullanilan kalibrasyon grafigi ile ilgili gerekli aciklamalar ayrintih

olarak PCL ile ilgili bolimde verilmigtir.

NWPF viizeylere immobilize edilen heparin miktarinin tayini

NWPF o6rneklere immobilize edilen heparinin kantitatif olarak tayini icin, heparin
immobilize edilen % 100 PCL o6rneklere uygulanan 9-antrasen metanol floresan
isaretleme teknigi kullaniimigtir. Uygulanan ydntemin ayrintilari ve kullanilan
kalibrasyon grafigi ile ilgili gerekli acgiklamalar PCL polimerik yapilar ile ilgili

bolimde verilmigtir.

3.3.2.4.ii. ESCA analizi

NWPF ylzeylerin bagil yuzey atomik bilesimlerinin belirlenmesi igin NWPF
ornekler biyolojik modifikasyon oncesi ve sonrasi Bolum 3.3.1.3.ivide Ozellikleri

verilen ESCA sistemi ile analiz edilmigtir.

3.3.2.5. Hiicre kiltiir calismalari

Hudcre kaltar calismalari Bolum 3.2.4’de kullanilan L929 fare fibroblast hicre hatti

ve yine ayni bdlimde izlenen prosedure gore yurutilmastir. Ayrica bu bolimdeki
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hicre klltir ¢aligmalarinda Bolum 3.3.1.4.iv’de oldugu sekilde % 10 (hacimce)
FBS kullaniimigtir.

Bes tiur NWPF doku iskelesi ile hucre kultlr ¢calismalari gergeklestirilmistir. Bunlar;
temiz/NWPF (dusuk basing H, plazma ile modifiye edilmis/NWPF), dlisuk basing
su/O, plazma ile modifiye edilmis ve ardindan oksalil klorir ile
fonksiyonellestiriimis/NWPF, PEO takili/NWPF, insulin immobilize edilmis/NWPF,
heparin immobilize edilmis/NWPF doku iskeleleridir. Biyolojik molekuil takilmis
NWPF disklerin  sterilizasyonu 10 dakika sureyle UV 1sini  altinda
gerceklestiriimistir. Biyolojik molekul takili olmayan NWPF doku iskeleleri ise
sterilizasyon amaciyla 30 dakika sureyle UV 1gsinina maruz birakiimiglardir.
Sterilizasyon iglemi tamamlanan NWPF diskler (1.27 cm g¢apindaki diskin 4’te biri)
24-g6zlu petri kaplarina (1.5 cm c¢apli) yerlestiriimis ve flaskda “confluent layer” a
ulastigi goézlenen L929 fare fibroblast hicreleri yine Bolum 3.2.4’'te acgiklanan
tripsinizasyon yontemi uygulanarak flask ylzeyinden kopariimis ve Petri kaplarina
yerlestirilen NWPF doku iskelelerinin (izerine ekilmistir. Her bir géze 2 ml 5x10*
hiacre/ml derisimdeki hicre ¢ozeltisi koyulmustur. Hucre Uremesi Bolum
3.3.1.4.iv'de oldugu gibi 1., 2., 3., 4., 5., ve 6. gundeki kultir ortamindan ¢ekilen
fotograflarla goérintilenmis ve hicre verimi MTT metoduyla tayin edilmigtir.

Uygulanan MTT metodu Bolum 3.3.1.4.iv’de ayrintili olarak anlatilmistir.

Hucrelerin NWPF disk yluzeyine yapigsma ve yayillma davranisini net bir sekilde
g6zlemleyebilmek igin diskler Giemsa (Merc, Almanya) ile boyanmis ve ardindan
mikroskobik olarak incelenmigtir. Giemsa ile boyama teknigi Bélim 3.3.1.4.iv’de

verilmigtir.

NWPF disklerde Ureyen hucrelerin canhligi ve yogunlugu yine Bolium 3.3.1.4.iv’'de

ayrintilari verilen konfokal lazer taramali mikroskopi yontemi ile gézlemlenmisgtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISILMASI

Sunulan tez calismasinda, dusuk basing su/O, ve atmosferik basing su/hava
plazma yontemleri ile iki farkli yapida doku iskelesinin (PCL ve NWPF) ylzeyinde
karboksil gruplarinin eldesi/zenginlestirimesi amaclanmistir. Disik basing su/O»
plazma ve oksalil klorir modifikasyonu ardindan karboksil gruplarinca
zenginlegtirilen ylzeylere uzatici kol PEO varliginda insulin ve heparin biyolojik
molekullerinin  immobilizasyonu gerceklestiriimis ve hazirlanan bu doku
iskelelerinin  L929 fare fibroblast hidcre kualtiri g¢alismalarina uygunlugu
degerlendirilmistir. Sonuclar iki ana baslik altinda toplanmistir. ilk bélimde, iki
farkli gozenek yapici (PEGao00 ve sakkaroz) varliginda, ¢ozucu-dokum/partikul-
uzaklastirma teknigi ile hazirlanan PCL doku iskelelerinin yapisal ve morfolojik
olarak karakterizasyon c¢alismalari sunulmus ve elde edilen sonuglar Uzerinde
tartismalar yapilmigtir. Ardindan bu doku iskelelerinin hucre-destek malzemesi
olarak uygunlugunu test etmek igin gerceklestirilien L929 fibroblast hucre kultar
calismalari verilmistir. ikinci bélimde ise PCL ve NWPF doku iskelelerinin diisiik
basing su/O, ve atmosferik basing su/hava plazma yontemleri ile modifikasyonu
ardindan polimerik yuzeylerde olusan OH ve COOH fonksiyonalitelerinin kalitatif
ve kantitatif olarak tayini ile ilgili sonuglara yer verilmigtir. Takibinde, diguk basing
su/O; plazma ve oksalil klorir muamelesi gergeklestirilen doku iskelelerinin insulin
ve heparin molekulleriyle biyolojik modifikasyonuna ait sonuglar verilmis ve bu
sonugclar Uzerinde gerekli tartismalar yapilmistir. Son olarak, PCL ve NWPF doku
iskelelerinin L929 fare fibroblast hucre kultur galigsmalari ve sonuglari sunulmustur.

4.1. Cozucu-Dokum/Partikiil-Uzaklastirma Yontemiyle Hazirlanan PCL Doku
Iskeleleri

Hidrofobik, biyobozunur alifatik bir poliester olan poli(e-kaprolakton) (PCL), -60°C
civarinda camsi gegis sicakligina ve 60°C’de erime noktasina sahiptir (Chandra ve
Rustgi, 1998). PCL, biyobozunurluk calismalarinda substrat (Nam ve Park, 1999)
ve kontrollu ila¢g salim sistemlerinde matris olarak (Ge et al., 2002; Zhou et al.,
2003; Cho et al., 2004) kullaniimaktadir. PCL’nin in vivo ortamda bozunmasi
poli(a-hidroksi asit)’den daha yavas oldugu icin 1-2 yila varan uzun sureli kontrollu
salim cihazi olarak kullanimi daha caziptir (Chandra and Rustgi, 1998). PCL
genellikle e-kaprolaktonun halka-agilma polimerizasyonu ile hazirlanir (Lundberg

et al., 1969). Ozellikle lipaz tur( enzimler varhginda PCL polimerinin in vitro
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ortamda enzimatik olarak bozunmasi arastiriimaktadir (Li et al., 2003). PCL’nin
ila¢g salim sistemleri digindaki ¢alismalarda kullanimi gittikce yayginlagmaktadir.
Bunlar arasinda doku muhendisligi ile yapay deri Uretimi (duz film halinde), Uretal
stentlerin kaplanmasi, kas-iskelet doku muhendisligi uygulamalari ve en 6nemlisi
osteoblast ve fibroblast hicre Gremesi icin destek malzemesi (doku iskelesi) olarak
kullanimi sayilabilir (Agrawal and Ry, 2001; Jones et al., 2002; Ciapetti et al.,
2003; Serrano et al., 2005).

Fiber baglama, ¢dzucu-dokim, membran laminasyon, eriterek kaliplama, yuksek-
basing gaz kopuklendirme ve faz ayrimi teknikleri klasik doku iskelesi uretim
teknikleridir (Hutmacher, 2000). Dondurarak kurutma teknigiyle Uretilen PCL doku
iskelelerinin kondrosit hucre kultirinde kullanimi su an icin dikkati ¢eken doku
muhendisligi uygulamalari arasindadir (Honda et al.,2003). Son zamanlarda
yumusak doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimak Uzere elektrostatik
egirme teknigi ile PCL fiberler Gretilmistir (Wei et al., 2005). Serrano ve grubu,
Istyla baskilama teknigi ile hazirladiklari PCL filmler Gzerinde L929 hicre yapisma
ve uremesinin ¢ok iyi oldugunu gozlemlemislerdir (Serrano et al., 2004). Sarkar ve
arkadaslar (2006), i1siyla baskilama ve partikll uzaklastirma teknigiyle gézenekli,
mikro/desenli PCL doku iskeleleri hazirlamis ve gelistirdikleri bu doku iskelelerini
damar doku muhendisligi uygulamalarinda kullanmiglardir. Ciapetti ve grubu
(2003), osteoblast hicre kualtirG icin faz degisimi, ¢dzucu-dokim ve partikdl

uzaklastirma yontemlerini birlestirerek PCL doku iskeleleri hazirlamigtir.

Doku iskelesi Uretiminde kullanilan klasik yontemler arasinda ¢o6zucu-
dokum/partikul-uzaklastirma teknigi, Uretilen doku iskelesinin gozenek yapisinin
kolay kontrol edilebilmesi acisindan avantaj saglamaktadir. Bu teknik G¢
basamaktan olusur; polimer ¢ozeltisinin ve gdzenek yapicinin karistirilarak kaliba
dokudlmesi, karisimin kurutulmasi, gézenek yapicinin uzaklastirilarak (genelde su
kullanilir) yapida gozeneklerin olusturulmasi. Gozenek yapici olarak tuz ve
karbonhidrat gibi suda-¢ozinUr partiktller veya hidrofobik molekuller

kullaniimaktadir.

Sunulan tez c¢alismasinin bu bdéliminde, gbézenek yapici olarak PEGg4p Ve
sakkaroz molekulleri kullanilarak ¢ozucu-dokum/partikul uzaklastirma metodu ile

PCL doku iskeleleri hazirlanmistir. Oncelikle kullanilan gdézenek yapicilarin PCL
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doku iskelelerinin yigin yapisina etkisi arastiriimig, ardindan hazirlanan doku

iskeleleri Uzerinde fibroblast hicre kulturu ¢alismalari gergeklestirilmistir.
4.1.1. PCL Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

Cozucu-dokum/partikil uzaklastirma metodu ile hazirlanan PCL doku iskelelerinin
yuzey ve yigin ozellikleri karakterize edilmis ve gerceklestirilen karakterizasyon

calismalari asagida ayrintili olarak sunulmustur.

4.1.1.1. Doku iskelelerinin kalinhigi ve yikama sonrasi PCL doku
iskelelerinden uzaklasan PEG,qo0/Sakkaroz yuzdeleri

Hazirlanan PCL doku iskelelerinin kalinhigi ve yikama sonrasi gézenekli PCL doku

iskelelerinden uzaklasan PEGagpo/sakkaroz yuzdeleri Cizelge 4.1’de verilmistir.

Gozenekli PEG4000/PCL doku iskelelerinin kalinhgr 76.2 £ 2.5 = 101.2 £+ 2.5 ym
arahgindadir. % 100 PCL doku iskelelerinin W; ve W; degerleri arasindaki agirlk
farki hesaplanmis ve bu farkin % 0.4 civarinda oldukga dusuk bir deger oldugu
gorulmustir. Bu da yikama sonrasi doku iskelelerinde goérulen agirhk kaybinin
yapidan uzaklasan PEG4o00’'den kaynaklandigini géstermektedir. Ayrica, PCL doku
iskelelerine eklenen PEGa4o00 miktari arttikga, yikama sonrasi yapidan uzaklasan
PEGu4o00 yuzdesinin de arttigr gorulmagtir. PCL doku iskelelerine az miktarda
PEGa4000 moleklll eklendiginde, bu molekilin hidrofobik PCL molekilleriyle
cevrelenme olasihigl artmakta ve bdylece suyun PEGy00 molekillyle etkilesmesi
ve PEGuygo’in yapidan uzaklastiriimasi zorlagsmaktadir. Sonug olarak, PEGaooo
yuzdesinin 10’dan 40’a arttinimasiyla uzaklagsan PEG4p miktarinda 2 katlik bir

artisin meydana geldigi goralmustar (Cizelge 4.1).

Gozenekli sakkaroz/PCL doku iskelelerinin kalinhdi ise 1525.0 £ 4.5 = 3030.0 %
1.1 uym araligindadir. Sakkaroz kristallerinin kullanildigi durumda makrogozenekli
yap! nedeniyle daha kalin doku iskeleleri elde edilmistir. Sakkarozun sudaki
¢6zUnUrligunun yuksek olmasi nedeniyle (25°C’de 2g/ml) (International Labor
Organization, 2003), yikama sonrasi PCL doku iskelelerinden uzaklasan sakkaroz
miktarinin uzaklasan PEG4o00 miktarindan fazla oldugu gorulmektedir. Ayrica, PCL
doku iskelelerine eklenen sakkaroz miktari arttikga, yikama sonrasi yapidan
uzaklasan sakkaroz yuzdesinin de arttigi goértlmuastir. Sakkaroz/PCL doku

iskeleleri 10 gun boyunca yikanmis ve farkh periyotlar icin uzaklasan sakkaroz
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yuzdeleri hesaplanmistir. Fakat 3. gunden sonra uzaklagsan sakkaroz yuzdeleri

arasinda ¢ok 6nemli bir fark gorulmemistir.

Cizelge 4.1. Doku iskelelerinin kalinhigi ve  yikama sonrasi PCL doku
iskelelerinden uzaklasan PEGg4poo/Sakkaroz yluzdeleri.

_ Eklenen Kalinhk Uzaklagsan
Doku Iskelesi PEGy,q00/Sakkaroz (M) PEG4q00/Sakkaroz
(%) . (%)
% 100 PCL 76.2+25
% 10 PEG4000/PCL 10 88.8+2.5 35.3+0.8
% 40 PEG4000/PCL 40 995+3.3 67.8+1.2
% 10 Sakkaroz/PCL 10 1525.0+4.5 39.0+1.7
% 20 Sakkaroz/PCL 20 3030.0 +1.1 739+21

4.1.1.2. FTIR analizi

% 100 PCL, % 40 PEGa4000/PCL ve % 20 Sakkaroz/PCL yapilara ait yuzey

spektrumlari $ekil 4.1a, b ve c’de sirasiyla verilmigtir.

1738.1 cm™de yer alan absorpsiyon bandi ester karbonil gruplarinin C=0
gerilimini gostermektedir. 1367.7-1419.8 cm-", 1192.2-1244.2 cm-' ve 2866.6-
2945.7 cm-"de goriilen pikler ise sirasiyla PCL'nin karakteristik CHs; grup
katlanmalarina, C-O-C gerilim titresimlerine ve CH gerilim bandlarina aittir (Sekil
4.1a). % 40 PEG40/PCL yapiya ait spektrum da % 100 PCL yapiya ait
karakteristik pikleri icermektedir. Fakat, 3418.3 cm-"de yer alan absorpsiyon bandi
PEG molekulinin sonundaki hidroksil gruplarini gostermektedir (Sekil 4.1b). Bu

da yikama sonrasi yapida hala PEG kaldidina isarettir.

Ayrica, doku iskelelerindeki PEGgpo miktari (agirlikga) % 10 dan % 55'e
arttirildiginda 1738.1 cm™de yer alan absorpsiyon bandinda énemli bir kayma
g6zlenmemigtir. Bunun sonucunda PCL ve PEGyyo arasinda herhangi bir
kimyasal etkilesim olmadigi soylenebilir. Bolum 3.2.3.3'de izlenen deneysel
prosedure gore alinan DSC sonuglari ve daha 6nceden Wen-Jen Lin ve grubu
tarafindan elde edilen bulgular bu sonucu dogrulamaktadir (Lin et al., 2002). PEG

ve PCL molekillerinin polariteleri birbirinden oldukga farklidir dolayisiyla iki
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molekulin doku iskelesi hazirlama iglemi suresince aralarinda hidrojen bagi

olusturacak sekilde yakinlagmalari imkansizdir.

% 20 Sakkaroz/PCL doku iskelelerine ait FTIR spektrumu yine doku iskelelerinin
iyice ylkanmasi sonucu sakkaroz molekillerinin yapidan uzaklastiriimasinin
ardindan alinmistir (Sekil 4.1c). Elde edilen spektrum Sekil 4.1a’da goérilen PCL
polimerine ait karakteristik pikleri sergilemektedir.

()
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I 1 1
4000 2000 1000 400
1

Wavenumber, cm”

Sekil 4.1. PCL yapilara ait FTIR spektrumlari:
a) % 100 PCL,

b) % 40 PEG4000/PCL,

c) % 20 Sakkaroz/PCL.

4.1.1.3. DSC analizi

Hazirlanan PCL doku iskelelerinin camsi gecis sicakligi (T¢), erime sicakhgi (Te)

ve erime 1sisI (AH.) degerleri Cizelge 4.2°’de verilmigtir.

Cizelge 4.2’den acgikca goruldagu Uzere, yikama sonrasi PCL yapilarin T¢, Te ve
AH. degerleri baslangicta eklenen PEGao0 ve sakkaroz miktarlarindan hemen

hemen bagimsizdir. Bu sonug, doku iskelesi olusumu sirasinda PEGa4po ve PCL
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ya da sakkaroz ve PCL molekilleri arasinda herhangi bir kimyasal etkilesim

olmadigini gostermektedir.

Cizelge 4.2. PCL doku iskelelerinin camsi gegis sicakhgi (T¢), erime sicakhgi (Te)
ve erime 1sisI (AH.) degerleri.

Doku iskelesi Tc(°C) Te (°C) AHe (J/g)
% 100 PCL -59.20 62.24 68.00
% 100 PEGa000 63.06 171.53

% PEGa4000/PCL

10 -53.58 62.13 63.46

40 -55.34 61.99 87.99
% Sakkaroz/PCL

10 -62.06 63.14 81.77

20 -63.25 63.23 82.42

4.1.1.4. PCL doku iskelelerinin morfolojisi

PCL doku iskelelerinin ylzey ve kesit yapisi taramali elektron mikroskobu ile
incelenmistir. CozUcu-dokum/partikil-uzaklastirma teknigi ile hazirlanmig tim
orneklerin SEM fotograflari Sekil 4.2’de verilmigtir. % 100 PCL yapi kiguk tepecik
ve vadileri igeren hemen hemen puruzsuz bir yuzey sergilemektedir (Sekil 4.2a).
Fakat, Sekil 4.2b’ye bakildiginda % 100 PCL’in kesit yapisinin duz degil, fabrik-
benzeri bir yapi oldugu goérilmektedir. Gézenek yapici olarak PEGa4pp0 molekull
kullanildidinda, PEGao00 miktarinin % 20’den % 40’a artigiyla ortalama boyutu ~20
Mm ve ~40 um arasinda degisen, duzensiz, kure-benzeri gézenekler elde edilmistir
(Sekil 4.2c). Ayrica, baslangicta eklenen PEGaoo0 miktari arttirildiinda doku
iskelelerinde olusan gbézenek sayisinin da arttigi gézlenmistir. % 40 PEG4000/PCL
doku iskelesinin kesit yapisindan goruldugu Uzere elde edilen doku iskelesinde
gbzenekler arasi baglanti oldukga zayiftir (Sekil 4.2d). Gbzenek yapici olarak
sakkaroz kristalleri kullanildiginda ise PCL yapilarda makrog6zeneklilige ulasildigi
gorulmastir (Sekil 4.2e). % 10 Sakkaroz/PCL doku iskelesi, ortalama gdzenek
capt 180 ym ile 200 ym arasinda degisen, birbiriyle baglantili gbzenek yapisi
sergilemektedir (Sekil 4.2f). Bu doku iskelelerinin gozenekliligi Bolum 3.2.3.1'de
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verilen Esitlik (3.1)e gbre hesaplanmis ve elde edilen gdzenekliligin (% 92)
literatirde faz ayrimi ve kati serbest-form fabrikasyon teknikleriyle hazirlanan doku
iskelelerinin gdzeneklilik dederinden fazla oldugu gortulmuastir (Hutmacher, 2000).
Sakkaroz yuzdesinin % 10'dan % 20’ye arttiriimasiyla, hemen hemen ayni
go6zeneklilik (% ~91) elde edilmistir. Fakat % 10 Sakkaroz/PCL doku iskelelerinde
g6zenekler arasi baglantinin daha iyi oldugu goérilmus ve bu nedenle hicre kaltr

calismalarinin % 10 Sakkaroz/PCL doku iskeleleri ile gergeklestiriimesine karar

verilmigtir.

Sekil 4.2. PCL yapilara ait SEM fotograflart:
% 100 PCL; yuzey x60 (a), kesit x500 (b); % 40 PEGu4000/PCL; ylzey x50 (c), kesit
x500 (d); % 10 Sakkaroz/PCL; yuzey x45 (e), kesit x125 (f).
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4.1.2. Hucre Kultur Galigmalari

L929 fare fibroblast hicre kulttrt calismalari % 100 PCL, % 40 PEG400/PCL ve %
10 Sakkaroz/PCL doku iskeleleri olmak Uzere 3 tir PCL yapi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Hucre kualtart sonuclar Sekil 4.3 ve Cizelge 4.3'e gore

degerlendirilmigtir.

PCL doku iskeleleri ve kontrol ylzeyi Uzerinde zamana bagl olarak hicre Gremesi
Sekil 4.3’de gorulmektedir. Birim alan basina hlcre sayisi olarak ifade edilen
ureme degerleri hemositometrik sayimla elde edilmigtir. Calismalarda kontrol
grubu olarak PS (polistiren) doku kuiltir kabi kullanilmigtir. Hucrelerin
tutunmal/yapisma ve yayllma davranigi hucre/doku iskelesi etkilesiminin ilk
asamasinda meydana gelmekte ve bu asama hucrelerin doku iskelesi Uzerinde
ureme kapasitesini etkilemektedir (Serrano, 2004). Kultirin en erken
doénemlerinde (ekimden 1 glin sonra), hicreler tim PCL doku iskeleleri Gzerinde
kontrol grubuna nazaran daha dusuk bir Greme davranigl sergilemistir. Buna
ilaveten, % 100 PCL yapi Uzerinde hlcre Uremesinin ¢dzucu-dokum/partikul-
uzaklastirma metodu ile hazirlanmis % 40 PEG4000/PCL ve % 10 Sakkaroz/PCL
doku iskelelerindeki hicre Uremesinden ¢ok az yuksek oldugu gorulmuagstar. Bu
kiguk farkin % 100 PCL vyapinin slatilabilirlik o6zelliginden ve yuzey
morfolojisinden kaynaklanmis olabilecedi dusunulmektedir. Tang ve arastirma
grubu (2004), farkli ¢éziculer kullanilarak ¢ézicu-dokim metodu ile hazirlanmig
PCL filmler icin temas acisi degerlerini 6lgmuslerdir. PCL filmlerin temas agisi
¢ozlcu turune bagh olarak 85° ile 103° arasinda bulunmustur. Bu ¢alismada %
100 PCL yapi icin Olgulen temas acisi degeri 69.0 + 1.4 derecedir (Cizelge 4.3).
Orneklerin su temas acisi degerleri Advancing Surface Science System (Kriss,
Almanya) kullanilarak sessile drop temas acisi dlgimu ile bulunmustur. % 100
PCL ve % 40 PEGu4000/PCL yapilarin temas agisi degerleri arasinda énemli bir fark
gorulmemigtir. Fakat, % 10 Sakkaroz/PCL doku iskelesinin sahip oldugu yuzey
topografyasi nedeniyle bu doku iskelesi i¢in daha yluksek bir su temas acgisi degeri
(100.4 £ 2.4 derece) elde edilmistir. PCL hidrofobiktir ve bu da hlicre Gremesi igin
istenmeyen bir 6zelliktir (Chandra and Rustgi, 1998). Buna karsgin, literatirde PCL
doku iskelelerinin gesitli hicrelerin Uremesini pozitif yonde etkiledigini gosteren
pek ¢ok calisma mevcuttur (Hutmacher et al., 2001; Darling and Sun, 2004,
Williams et al., 2005).
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Uglincli gliniin sonunda, L929 fibroblast hiicrelerinin iki-boyutlu kontrol yiizeyinde
uremelerini tamamen tamamladigi (confluency) gorulirken, ayni hucrelerin
hazirlanan PCL doku iskeleri Gzerinde Uremelerine devam ettigi gbzlenmigstir. Uzun
sureli kaltdr igin, doku iskelelerinin Gg-boyutlu yapisinin ve goézenekliliginin ne

derece 6nem tasidigi buradan agikga gorulmektedir.

Kaltur sonunda, L929 hucrelerinin Uremesi i¢cin en uygun doku iskelesinin % 10
Sakkaroz/PCL doku iskelesi oldugu gorulmustir. Muhtemelen % 10 Sakkaroz/PCL
doku iskelesinin birbiriyle baglantili makrogoézenekleri (191.2 £ 11.0 ym) ve yuksek
g6zenekliligi (% 92) hicrelerin bu doku iskelesi Uzerinde daha iyi Uremesine neden
olmustur. Bu sonug, kultlrin son basamaklarinda hicrelerin Gremek icin (6zellikle
uc-boyutlu olarak) genig bosluklara ve ylksek gozeneklilige ihtiyag duyduklarini
goOstermigtir. En dusik hucre tremesi % 40 PEGa4000/PCL doku iskeleleri Gzerinde
elde edilmistir. Bunun nedeni olarak, % 40 PEG4000/PCL doku iskelesinin dizensiz
mikrogbzenek yapisi ve go6zenekler arasi baglantinin olduk¢ca zayif olmasi
dusunulmektedir. Fakat yine de, tum PCL doku iskeleleri sahip olduklari Gg-boyutlu
yap! nedeniyle L929 hicre uremesini kontrol ylzeyinden (TCPS; doku kultart

polistiren) daha fazla desteklemistir.

Fibroblastlarin dusuk yuzey gerilimlerine sahip puruzsuz yuzeylere daha iyi
yapistigl ve uredigi daha dnceden bilinmektedir (Tang et al., 2004). Diger yandan,
kismen islatilabilir ylzeylerin hlcre yapismasi ve uUremesi icin tercih edildigi
bilinmektedir (Gumusderelioglu and Turkoglu, 2002). % 10 Sakkaroz/PCL doku
iskelesi ylksek hidrofobisiteye sahip olmasina ragmen hicre tGremesini oldukca iyi
bir sekilde desteklemistir. Bu sonug, % 10 Sakkaroz/PCL doku iskelesinin
yuzeyinin olduk¢a purtzli olmasi ve bu puaruazliligun hdcreler igin pek c¢ok
baglanma bodlgesi sunmasi ve dolayisiyla daha gugli tutunmanin/yapismanin

gerceklesmesi sonucuyla aciklanabilir (Gergek et al., 2007).
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§eki| 4.3. PCL doku iskeleleri Gzerinde L929 fare fibroblast hiicre Uremesi
(inokiilasyon yogunlugu: 5x10* hiicre/ml)
A; % 100 PCL, B; % 40 PEG4000/PCL, C; % 10 Sakkaroz/PCL.

Cizelge 4.3. Hucre kultaru galismalarinda kullanilan PCL yapilar.

PCL yapilar Ortalama Gozeneklilik Su temas agisi
gozenek boyutu (%) (derece)
(um)
% 100 PCL _ _ 69.0+1.4
% 40 40.1+7.0 tayin edilemedi 704 +£1.7
PEGu000/PCL
% 10 191.2+£11.0 92 1004 +2.4
Sakkaroz/PCL

4.2. Doku iskelelerinin Farkh Kosullarda Olusturulan Plazmalar ile
Modifikasyonu

Biyobozunur  ve biyobozunur olmayan sentetik, biyouyumlu polimerik doku
iskeleleri hiucre kultirinde kullaniimaktadir. Doku muhendisligi uygulamalarinda,
biyobozunur polimerik matrisler (6zellikle fabrikler) yapay doku substituentlerinin
gelistiriimesinde kullanilirken, biyobozunur olmayan matrisler hicresel biyolojik
artnlerin uretiminde tercih edilmektedir (Shalaby, 1996). Polimerik matrisler tretim
kolayhgi, gbzenek yapisinin ve mekanik ozelliklerinin kontrolli dolayisiyla doku
iskelesi olarak yaygin kullanima sahiptirler. Fakat, bu tur polimerik doku iskelelerini

tek basina kullanarak hucresel islevleri kontrol etmek kolay degildir. Bu nedenle
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literatlirdeki arastirmacilar sentetik polimerlerle biyolojik olarak aktif molekdilleri
birlestirerek hucre Uretimi igin iglevsel biyomalzemeler gelistirme yollarina
gitmislerdir (Shin et al., 2003; Biltresse et al., 2005; Larsena et al., 2006). insilin,
transferin, epidermal blyume faktoért, fibronektin ve jelatin gibi biyolojik
molekullerin kultur ortaminda kullanimiyla hucre yapigsma ve uremesinin arttirildigi
bilinmektedir (Underwood et al., 2001; Man and West, 2002; Ebara et al., 2004,
Klenkler et al., 2005; Hatakeyama et al., 2006). Ayrica bu tur biyomolekullerin kati
polimerik ylUzeylere immobilize edilerek kullanildiklarinda daha aktif olduklar
bulunmustur (Ito and Imanishi, 1994). Polimerik doku iskelelerine yukarida s6zU
edilen biyolojik olarak aktif molekullerin immobilize edilebilmesi icin polimerik
yapilarin yuzeylerinde amin ve karboksil gruplari gibi fonksiyonel gruplar tagimalari
gerekmektedir (Oehr, 2003). Dolayisiyla bu tur polimerik yapilarin yuzeylerinde
fonksiyonel grup olusturmak igin spesifik ylzey modifikasyon tekniklerine ihtiyag
duyulmaktadir. Polimerlerin ylzey modifikasyonu polimerin yigin ozelliklerini
etkilemeden, 1slak kimya yontemleri (asidik ve alkali ortamlar), plazma yontemi
(kuru ortam) ve radyasyon muamalesi (ultraviyole radyasyon ve lazer) ile
gerceklestirilebilir (Gupta et al.,, 2000; GUmusderelioglu and Turkoglu, 2002;
Falconnet et al., 2006; Shanmugharaj et al., 2006). Plazma modifikasyonunun
Islak kimya yontemine gore sagladigi pek ¢ok avantaj vardir. Plazma yontemi ile
yapisal ve fonksiyonel olarak kontrol edilebilen kaplamalar yapilabilir. Plazma
halinin yuzeyle kontrolli etkilesimi sayesinde ylzey karakteristikleri (kimyasal
fonksiyonaliteler) ve morfolojisi degistirilebilir. Hatta inert substratlarin (Teflon,
silika v.b. gibi) bile plazmayla modifikasyonu mumkuandur. Plazma
modifikasyonunda reaksiyon mekanizmasi, gaz fazindaki aktif turlerin modifiye
edilen substratla etkilesimine dayanir dolayisiyla modifikasyon kuru ortamda
gerceklesmektedir. Ayrica bu proseste modifikasyon icin ¢ok az miktarda
baslangic malzemesine gereksinim vardir. Islak kimya yontemlerinin genellikle
polimerin yigin yapisinda kalarak biyolojik sistemlere zarar verebilecek polimer-
turU-spesifik ¢gdzlculer gerektirmesi plazma prosesine gore en buylk dezavanta;ji
olarak sayilabilir (Denes and Manolache, 2001). Son yillarda plazma yontemi ile
polimerik malzemelerin modifikasyonu buyuk onem tasimaktadir (Chu et al.,
2002). Yuzey modifikasyonunda kullanilan plazma ydntemlerinin ¢ogu dusuk
basing (1-10 Pa) veya yuksek vakum gerektirmektedir. Bu da prosesi daha

karmasik hale getirmesinin yanisira proses maliyetini arttirmaktadir. Duguk basing
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plazma modifikasyonuna alternatif olarak atmosferik basing plazma yontemi
geligtiriimigtir.  Atmosferik basing plazma modifikasyonu vakum ekipmani
gerektirmez ve dolayisiyla genis yuzey alanina sahip malzemelerin (6rnegin
filmler, fabrikler ve ag yapilar) prosesini kolaylastirmaktadir (Denes and
Manolache, 2004).

Sunulan tez ¢aligmasinin bu kisminda dusuk basing su/O; plazma ve atmosferik
basing su/hava plazma modifikasyonlari kullanilarak biyobozunur PCL ve 3-
boyutlu, biyobozunur olmayan NWPF (dokunmamis poliester fabrik) doku iskeleleri
yuzeyinde karboksil gruplarinin eldesi/zenginlestiriimesi hedeflenmistir. Kullanilan
doku iskeleleri hakkinda ayrintili bilgi tez kapsaminda daha énce verilmistir (PCL
icin Bolum 3.2, NWPF icin Bolim 2.3.2.12.iii). Literaturde polimerik yuzeylerin
plazma ile aktivasyonunun/fonksiyonalizasyonunun iki ana yolla gerceklestigi
bilinmektedir. Bunlardan birincisi polimerik yapinin O, N2, NH3 gibi molekdullerle
veya inert gazlarla muamele edilip yuzeyinde serbest radikallerin olusturulmasidir.
Yuzeyde olusan serbest radikallerin daha sonra aktif plazma turleriyle tepkimeye
girmesiyle polimerik yuzeyde kimyasal olarak aktif fonksiyonel gruplar elde
edilecektir (6rnegin karbonil, karboksil hidroksil ve amino gruplari). Polimerik
yuzeyde fonksiyonel grup olusturmanin diger yolu ise “plazma araciligiyla asilama”
ya da “plazma destekli fonksiyonalizasyon” olarak adlandirilan yontemdir. Bu
yontem plazma aktivasyonunun ve klasik kimya yodntemlerinin kombinasyonu
olarak tanimlanabilir (Bogaerts et al., 2002). Tez calismasinda atmosferik basing
su/hava plazma modifikasyonu ile PCL ve NWPF ylzeylerde sadece plazma
aktivasyonuyla karboksil gruplarinin eldesi hedeflenmigtir. Plazma modifikasyonu
atmosferik basingta ve patentli AER (Array Electrode Reactor) reaktérinde
gerceklestiriimistir. Reaktor hakkinda ayrintili bilgi Boélum 3.3'de verilmigtir.
Atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonunda su reaktif olarak, hava ise
tasiyici olarak kullaniimigtir. Tasiyici olarak havanin segilmesinin nedeni ise
maliyetinin ¢ok dusuk olmasi ve havanin kompresor yada diger basit aletlerden
dagitiminin kolay olmasidir. Hava tasiyici olarak segilse de havadan kaynaklanan
oksijenin de ozon veya oksijensiz radikalleri olusturarak modifikasyona katkida
bulunacag! dusunulmustur. PCL ve NWPF polimerik doku iskelelerine uygulanan
dusuk basing su/O; plazma modifikasyonu ise plazma destekli fonksiyonalizasyon

grubuna sokulabilir. Modifikasyon U¢ basamakta gergeklestirilmistir. Bunlar; su/O;
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plazma muamelesi, in situ veya ex situ gaz-kati reaksiyonu (oksalil klortr buhari,
500 mTorr, 6rnegin tlrune gore belirlenen surede) ve hidroliz (acgik laboratuvar
kosullari, 1 saat) islemleridir. Literatirde argon ve oksijen plazmanin ¢ogunlukta
oldugu pek c¢ok dusik basing plazma modifikasyonu uygulamalari mevcuttur
(Uyama et al., 1998; Gupta et al., 2000, Yang et al., 2002). Fakat argon plazma
uygulanan yuzeylerde oksijen i¢ceren fonksiyonel grup olusturmak igin sisteme ya
tekrar oksijenin gonderilmesi veya yuUzeyin belirli bir sure ag¢ik havaya maruz
birakilmasi gerekmektedir. Bu da prosesin tek basamakta tamamlanamamasina
ve modifikasyon suresinin uzamasina neden olmaktadir. Sunulan ¢alismada su/O;
plazmanin secilmesinin nedeni, plazma muamelesinden hemen sonra yuzeyin
hidroksil fonksiyonalitesiyle son bulmasidir. Ayrica sudan gelen oksijenler de
modifikasyona katkida bulunacak ve en onemlisi suyun kullanimi ile ylzeyde
hareketlilik saglanacak, dolayisiyla plazmanin homojenitesi artacaktir. Plazma
modifikasyonunun ardindan sisteme oksalil klorir génderiimesindeki amag ise
yuzeydeki OH fonksiyonalitesinin —COCI gruplarina donasturilmesidir. Son
basamakta acik laboratuvar kosullarinda gergeklestirilen hidroliz iglemiyle ylizeyde
olusturulan bu —-COCI gruplari COOH fonksiyonalitesine ¢evrilmistir. Tez
kapsaminda son olarak disuk basing su/O, plazma modifikasyonu ile PCL ve
NWPF yuzeyde olusturulan bu karboksil gruplari Uzerinden uzatici kol PEO
varliginda insulin ve heparin biyolojik molekullerinin  immobilizasyonu
gerceklestiriimistir. Biyolojik olarak aktif hale getirilen bu doku iskeleleri L929 fare
fibroblast hicre kulttirinde kullaniimigtir. Polimerik ylzeylere immobilize edilen
biyolojik molekullerin etkinligi hdcre kaltura galismalari bolumdnde ayrintili olarak
tartisiimistir (Bolim 4.2.1.3). Oncelikli olarak PCL doku iskelelerinin plazma ile
modifikasyon ¢alismalarinin sonuglari verilmis ve tartisiimig, ardindan NWPF doku

iskelelerine gecilmigtir.
4.2.1. PCL doku iskelelerinin plazma ile modifikasyon ¢alismalari

Bu kisimda, PCL vyapilarin ylzeyinde  COOH  fonksiyonalitesinin
eldesi/zenginlestirimesi amaciyla disuk basing su/O, ve atmosferik basing

su/hava plazma modifikasyonlari gergeklestirilmistir.

4.2.1.1. Plazma ile modifiye edilen PCL doku iskelelerinin karakterizasyonu

Plazma modifikasyonlarinin ardindan PCL doku iskelelerinin karakterizasyon

calismalari yapilmig ve elde edilen sonuglar agagida ayrintili olarak tartisiimistir.
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4.2.1.1.i. PCL yiuzeyde olusan OH ve COOH gruplarinin miktarsal tayini

Bolim 3.3.1.6.i'"de verilen floresan isaretleme yonteminin izlenmesiyle, dusuk
basin¢ su/O, plazma, atmosferik basing su/hava plazma ve disik basing su/O;
plazma ardindan oksalil klorlr ile fonksiyonalizasyon sonrasi elde edilen OH ve
COOH fonksiyonaliteleri miktarsal olarak tayin edilmistir. Floresan isaretleme
tekniginin hassasiyetinin belirlenmesi i¢in veriler Anova istatistiksel analizi ile
degerlendiriimis ve floresan igaretleme sonrasi PCL yuzeylerde olusan OH ve
COOH yogunlugunu logaritmik olarak 2’li tabanda (In) ifade eden esitlikler asagida
verilmistir.

Ln(miktar) = -13.34145 +0.026580 x OH Floresan sinyali  -1.34671x10°x
OH Floresan sinyali? (4.1)

Ln(miktar) = -17.30396+0.088388 x COOH Floresan sinyali-1.07011x10™*x
COOH Floresan sinyali? (4.2)

Sekil 4.4 (a) ve (b)'de sirasiyla PCL yuzeyde olusan OH yogunluguna ve COOH
yogunluguna bagh olarak floresan isaretleme tekniginin degerlendiriimesi
verilmistir. Her iki grafikte de OH ve COOH yogunluguna bagli olarak saptanan
deneysel verilerle elde edilmesi beklenen degerler arasinda dogrusal bir iligki elde
edilmistir. Bunun yanisira kullanilan floresan tekniginin hassasligini simgeleyen

aclk renklerin ¢oklugu énem teskil etmektedir.

OH ve COOH yogunluguna bagli olarak floresan isaretleme tekniginin hassasiyeti
belirlendikten sonra, dusuk basin¢ su/O, plazma ve atmosferik basing su/hava

plazma modifikasyonunun optimizasyonuna gegilmigtir.
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Sekil 4.4. PCL yuzeyde olusan OH (a) ve COOH (b) yogunluguna bagh olarak
floresan isaretleme tekniginin dederlendirilmesi.

4.2.1.1.ii. PCL doku iskeleleri icin duisiik basin¢ su/O, plazma prosesinin DoE
ile optimizasyonu

PCL doku iskeleleri icin diusik basing su/O, plazma prosesinin optimizasyonu
Bolum 3.3.1.3.ii"de aciklandigi sekilde su akis hizi, basing, gi¢ ve zaman olmak
uzere 4 parametre dikkate alinarak gergeklestirilmistir. Verilerin istatistiksel olarak
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OH miktari (umol/cm?)

+0.12289
+0.023077

+2.45565x10™
-8.21267x10°®
-0.034713

-1.03192x10°
-1.78198x10™
-3.97337x107°
-5.17831x10°®
+8.43403x10°°
+6.69114x10™
+3.18106x10°
-4.57546x10”"
+6.93121x10°°
+2.57533x107

COOH miktari ((umol/cm?))

+8.54956
-0.088303
-5.97399x107
-0.15808
-0.89563
-4.65461x10™
+4.86758x107
+1.91993x107
+1.18109x10™
+1.45658x107°
+0.019375

olusan OH ve COOH miktari igin elde edilen son esitlikler agagidaki gibidir:

X su akis hizi

X basing

x gug

X zaman

X su akis hizixbasing
X su akis hizixgug

X su akig hizixzaman
x basingxguc

X basingxzaman

X gugxzaman

X su akig hizi2

X basing?

X gug?

X zamanz?

X su akis hizi

x basing

X gug

X zaman

X su akis hizixbasing
X su akis hizixgug

X su akis hizixzaman
x basing x gu¢

X basing x zaman

X gu¢ X zaman

degerlendiriimesi ve kuadratik regresyonlarin hesaplanmasi sonucu yuzeyde

(4.3)

(4.4)

ANOVA veri analizi sonucu, gug, gugxsu akis hizi ve zamanxsu akis hizi olmak
uzere ug¢ parametrenin OH ve COOH fonksiyonalitesinde énemli etkilerinin oldugu
gorulmustidr. Ayrica basincin COOH yogunlugu Uzerinde son derece Onemli

oldugu da anlasiimistir.

Sekil 4.5 (a) ve (b)de PCL doku iskelelerinin dusuk basing su/O, plazma
modifikasyonunun DoE ile optimizasyonu igin, DoE programina gore rastgele
secilen deneysel girdilere karsi elde edilmesi beklenen OH ve COOH
fonksiyonalitesi gorulmektedir. Her iki grafikte de girilen deneysel verilerle elde
edilmesi beklenen OH ve COOH fonksiyonalitesi arasinda dogrusal bir iligki
saptanmigtir.  Sekil 4.5 (b)de elde edilen dogrusal iligskinin yanisira, sonug

yuzeydeki oldukga ylksek COOH fonksiyonalitesini simgeleyen acik renklerin
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coklugu ve disuk COOH fonsiyonalitesini gosteren mavi renklerin azli§i dikkat

cekicidir.
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Sekil 4.5. DoE programina gore rastgele segilen deneysel girdilere kargi elde
edilmesi planlanan OH (a) ve COOH (b) fonksiyonalitesi (PCL 6rneklerin disik
basing su/O; plazma modifikasyonu igin).

Plazma prosesi boyunca zaman, basing, su akis hizi ve gug¢ gibi deneysel
parametrelerin birbiri Gzerine ve OH/COOH fonksiyonalitesi Uzerine etkisini

gozlemlemek igin DoE programi kullanilarak Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’de verilen
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grafikler cizilmistir. Grafiklerde OH ve COOH fonksiyonalitesi Uzerine sirasiyla
basing-su akis hizi, glig-su akis hizi, zaman-su akis hizi, zaman-basing, zaman-
gug, gug-basing iligkilerinin etkisi gorulmektedir. Verilen grafiklerde parametrelerin

farkli calisma araliklar Ust isaretiyle (a, a' gibi) simgelenmistir.

PCL yluzeyde olusan OH ve COOH yogunluklarinin basing-su akis hizi
diyagramina gore, polimer zincirlerin hidrolizinin dusuk basingta gergeklestigi ve
hem OH hem de COOH yogunlugunun yuksek su akisinda arttigi gorulmektedir.
Yuksek basingta molekuler zincirlerin  yavas oksidasyonu sonucu OH

fonksiyonalitesi olugsmaktadir.

Karboksil fonksiyonalitesi, oksidasyon mekanizmasini takiben disuk gug-su akis
hizinda meydana gelmektedir. Yuksek basin¢ degerlerinin, elde edilen COOH
yogunlugunun azalmasiyla sonuglanacak dekarboksilasyonun baglamasina neden
olacagl soylenebilir. Su/O, karisiminda oksijen igeriginin arttirlmasi belli glg
araliginda gugli oksidasyona neden olmakta ve sonugtaki OH yogunlugunu

azaltmaktadir.

Zaman, plazma prosesi boyunca karboksil fonksiyonalitesini yavasca
arttirmaktadir. Zamanin OH yogunlugunu sadece dusuk su akis hizlarinda
arttirdigr gorulmektedir. Uzun sureli yuksek su akigindaki plazma prosesinin,
muhtemelen peroksitler  araciligiyla ketonlarin olusumunu saglayarak OH

yogunlugunu azalttigi soylenebilir.

Zaman-basin¢g diyagramindan su akis hizi ve gl¢ degeri merkezde oldugunda,
uzun sureli modifikasyon sonucu COOH yogunlugunun azaldigi, OH

yogunlugunun ise arttigi gorulmektedir.

Ayrica, su akis hizi ve basincin merkezi degerleri i¢in, disuk gui¢ ve zaman, OH

ve COOH yogunlugunu arttirmaktadir.

Glclun ve basincin dustk olmasi yluzeydeki karboksil fonksiyonalitesini
arttirmaktadir. OH yogunlugu, gug¢-su akis hizi diyagraminda oldugu gibi basingla

yavasgca artmaktadir.
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Sekil 4.6. Plazma parametrelerinin birbiri Uzerine ve OH fonksiyonalitesi Uzerine
etkisi (3 boyutlu grafikler): Basing-su akis hizi iligkisi (a), (a'); Glg-su akis hizi
iligkisi (b), (b'); Zaman-su akis hizi iliskisi (c), (c'); Zaman-basing iligkisi (d), (d');
Zaman-gug iligkisi (e), (e'); Glg-basing iligkisi (f), (f') (PCL 6rneklerin dlsik basing
su/O; plazma modifikasyonu igin).
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Sekil 4.7. Plazma parametrelerinin birbiri Uzerine ve COOH fonksiyonalitesi
Uzerine etkisi (2 boyutlu grafikler): Basing-su akis hizi iliskisi (a), (a'); Glig-su akis
hizi iligkisi (b), (b'); Zaman-su akis hizi iligkisi (c), (¢'); Zaman-basing iligkisi (d),
(d"); Zaman-gug iliskisi (e), (e'); Gig-basing iliskisi (f), (f') (PCL 6rneklerin dusiik

basing su/O, plazma modifikasyonu igin).

Tam bu istatistiksel ve grafiksel degerlendirmelerin ardindan, su/O, plazmayla

modifiye edilmis PCL 6rneklerde maksimum OH ve COOH fonksiyonalitesini elde

etmek icin gerekli optimum parametreler DoE programi ile belirlenmis ve Cizelge

4.4’de verilmigtir. DoE programina gore, OH ve COOH floresan sinyallerini
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maksimum duzeyde elde edebilmek i¢cin 1 nolu deney Onerilmistir. Fakat ileriki

calismalar igin 18 nolu deney parametreleri segilmistir. Bunun nedeni ise, segilen

parametreler

arttinlabilmesidir.

ile OH yogunlugu

azaltilmadan

COCH

fonksiyonalitesinin

Cizelge 4.4. Su/O; plazmayla modifiye edilmis PCL 6rneklerde maksimum OH ve
COOH fonksiyonalitesini elde etmek igin gerekli optimum parametreler.

Deney | Su akig Basing Gig Siire OH COOH istek
hizi (mTorr) (W) (dk) Floresan | Floresan
(cm®/dk) sinyali sinyali

(mV) (mV)
1 15.00 200.29 |49.32 | 1.50 624.009 472.434 | 0.921 | Onerilen
2 14.99 202.39 |49.18 | 1.50 624.001 469.834 | 0.916
3 15.00 200.00 |50.39 | 1.50 615.157 475512 | 0.916
4 15.00 200.00 | 47.57 | 1.50 638.93 468.134 | 0.914
5 15.00 202.77 | 48.23 | 1.54 623.999 464.759 | 0.908
6 15.00 208.38 | 48.88 | 1.50 624 463.152 | 0.906
7 14.79 200.00 | 45.57 | 1.50 647.924 459.624 | 0.900
8 15.00 200.00 | 53.54 | 1.51 586.184 482.972 | 0.894
9 15.00 203.16 | 43.98 | 1.50 667.669 455.675 | 0.893

10 15.00 200.60 |4242 | 1.50 682.019 454,123 | 0.891

11 15.00 200.00 | 4143 | 1.50 690.465 452.103 | 0.887

12 14.96 200.31 | 40.29 | 1.50 698.538 448.421 0.881

13 15.00 200.00 |40.33| 1.52 695.726 448.187 | 0.881

14 15.00 200.03 | 39.00 | 1.50 711.033 445738 | 0.877

15 15.00 200.00 | 35.11 1.50 743.64 435594 | 0.859

16 15.00 200.07 | 38.56 | 1.74 669.464 433.017 | 0.855

17 13.36 200.00 |41.66 | 1.50 624.001 432.483 | 0.854

18 5.00 400.00 35.01 3.50 523.423 509.683 0.851 | Secilen

19 5.00 400.00 | 3523 | 3.50 523.535 508.221 0.850

20 5.01 398.70 | 35.00 | 3.50 522.572 508.906 | 0.849

21 15.00 200.00 |36.90| 1.75 679.386 428.048 | 0.846

22 14.32 208.35 | 53.07 | 1.50 567.514 460.071 0.837

23 13.05 200.27 |35.00| 1.50 657.661 421.156 | 0.834

24 5.00 400.00 |36.75| 3.50 521.849 496.913 | 0.832

25 5.00 386.54 | 35.00 | 3.50 514.513 501.86 0.829

26 15.00 204.77 |35.00| 1.79 687.843 417.839 | 0.828

27 14.99 202.03 | 35.00 | 1.84 678.164 417.706 | 0.828
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Cizelge 4.4. devam ediyor.

28 5.01 400.00 |[37.21| 350 | 521.263 49325 | 0.827
29 5.00 400.00 | 35.01| 3.41 511.24 503.39 | 0.827
30 5.75 400.00 | 35.66 3.50 519.071 487.524 0.816
31 6.02 400.00 | 35.09 3.50 518.707 484.989 0.812
32 12.14 203.24 [3503| 150 | 616.588 | 412.852 | 0.812
33 15.00 200.00 | 35.03 2.10 627.057 407.064 0.809
34 5.07 370.33 | 35.00 3.50 503.027 490.669 0.799
35 15.00 208.45 | 35.00 212 624 400.004 0.796
36 5.00 366.36 | 35.00 3.50 500.453 489.64 0.794
37 5.00 399.98 |4047 | 350 | 517.714 | 469.255 | 0.789
38 5.00 400.00 | 40.69 3.49 516.09 466.936 0.784
39 12.56 245.25 | 35.00 1.50 624.001 387.256 0.772
40 15.00 226.92 | 35.00 2.46 560.705 372.777 0.684
41 5.00 29582 |35.00| 3.50 | 451.973 | 447.253 | 0.672
42 5.01 399.86 |[35.00| 273 | 422.071 456.79 | 0.641
43 14.95 200.00 | 35.00 2.72 506.094 377.935 0.637
44 11.10 317.56 | 35.00 2.22 505.446 350.795 0.590
4.2.1.1.iii. PCL doku iskeleleri icin atmosferik basin¢ su/hava plazma

prosesinin DoE ile optimizasyonu

Bolum 3.3.1.3.iii"de agiklandigi sekilde su akis hizi, gu¢ ve zaman olmak Uzere 3
parametrenin  secilerek DoE yazihm programinin kullaniimasiyla PCL doku
iskeleleri icin atmosferik basing su/hava plazma prosesinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi ve kuadratik
regresyonlarin hesaplanmasi sonucu yuzeyde olusan OH ve COOH miktari igin

elde edilen son egitlikler agagidaki gibidir:

OH miktari (umol/cm?) =

-4.45598

+0.043924 x glic

+1.55913x1070% x akis hizi

+2.00505 X zaman

-g.?i; 2?]83332 x gligxakis hizi

-6. X x gugxzaman

-4.00220x10°% x akig hizixzaman

-8.16458x107°%° x glic

-0.18449 x zaman” (4.5)
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COOH miktari (umol/cm?) =

-4.51727
+0.022978 x glic

+4.70067x107°% x akis hizi

+2.03715 X zaman

-1.16007x10°0% X gl 2

-3.03015x107% x akis hiz

-0.31079 X zaman (4.6)

ANOVA veri analizi sonucuna gére, gii¢?, zaman? ve giigx zaman olmak {izere (¢
parametrenin OH yogunlugunda, akis hizi ve zaman? parametrelerinin ise COOH

fonksiyonalitesinde 6nemli etkilerinin oldugu gorulmustar.

PCL doku iskelelerinin atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonunun DoE
ile optimizasyonu i¢in, DoE programina gore rastgele secilen deneysel girdilere
karg! elde edilmesi beklenen OH ve COOH fonksiyonalitesi Sekil 4.8 (a) ve (b)'de
gorulmektedir. Sekil 4.8 (a)da goruldugu uzere girilen deneysel verilerle elde
edilmesi beklenen OH fonksiyonalitesi arasinda dogrusal bir iliski saglanmistir.
Ayrica, grafikte dikkati ceken bir diger nokta, sonug ylzeydeki orta ve ylksek
duzeydeki OH fonksiyonalitesini simgeleyen agik renklerin ¢oklugu ve dusuk OH
fonksiyonalitesini gdsteren mavi renklerin yok denecek kadar az olusudur. Sekil
4.8 (b)'ye bakildiginda ise girilen deneysel verilerle elde edilmesi beklenen COOH
fonksiyonalitesi arasinda dogrusal bir iliskinin saglanamadigi hatta noktalarin
daginik oldugu gorulmektedir. Bunun yanisira sonu¢ yuzeydeki dusuk COOH
fonksiyonalitesini simgeleyen mavi renklerin ¢oklugu da gézden kagmamaktadir.
Sonu¢ olarak, atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonunun PCL
yuzeylerdeki OH  fonksiyonalitesini arttirmasina karsin daha fazla
dekarboksilasyona neden olmasindan dolayr prosesin dusuk COOH

fonksiyonalitesiyle sonuglandigi sdylenebilir.
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Sekil 4.8. DoE programina goére rastgele secilen deneysel girdilere karsi elde
edilmesi planlanan OH (a) ve COOH (b) fonksiyonalitesi (PCL orneklerin
atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonu igin).

Plazma prosesi boyunca akis hizi, gu¢ ve zaman gibi deneysel parametrelerin
birbiri Gzerine ve OH/COOH fonksiyonalitesi tzerine etkisini gézlemlemek icin DoE
programi kullanilarak Sekil 4.9 ve S$ekil 4.10'da verilen grafikler cizilmistir.

Grafiklerde OH ve COOH fonksiyonalitesi Uzerine sirasiyla akis hizi-gug, zaman-

110



gl¢ ve zaman-akis hizi iligkilerinin etkisi goértlmektedir. Verilen grafiklerde

parametrelerin farkli calisma araliklar Ust isaretiyle (a, a' gibi) simgelenmistir.

PCL yuzeyde olusan OH yogunlugunun akis hizi-gi¢ diyagramina gore, ozellikle
disuk hava akis hizinda ve gug¢ yaklasik 130 W civarinda iken PCL ylzeyde
maksimum OH yogunlugunun elde edilebilecegi goriimektedir. Yuksek akis
hizlarinda molekuler zincirlerin  hidrolizi sonucu karboksil fonksiyonalitesi

artmaktadir.

Zamanin ve gucun ayri ayri arttirllmasiyla OH yogunlugu artmigtir. Fakat glcun
yuksek tutulmasi ve uzun sireli modifikasyon uygulanmasiyla muhtemelen OH
fonksiyonalitesinin oksidatif bozunmasi sonucu yuzeydeki OH yogdunlugunun
yavasgca azaldigr gorulmuastir. COOH yogunlugu ayni zamanda meydana gelen
hidroliz (uzun sure ve/veya gug) ve dekarboksilasyon (kisa sure ve/veya gug)
mekanizmalari sonucu zaman/gug¢ bdlgesinin i¢ kisminda maksimum degerleri

sergilemektedir.

Zaman-akis hizi diyagraminda zamana bagimh olarak maksimum OH ve COOH
yogunlugu go6zlenmigtir. Akis hizinin  arttirnlmasiyla gorulen  karboksilik

fonksiyonalitesinin artmasi daha fazla hidrolizin meydana gelmesi sonucudur.

Tam bu istatistiksel ve grafiksel degerlendirmelerin ardindan, atmosferik basing
su/hava plazmayla modifiye edilmis PCL o6rneklerde maksimum OH ve COOH
fonksiyonalitesini elde etmek icin gerekli optimum parametreler DoE programi ile
belirlenmis ve Cizelge 4.5’te verilmigtir. Bolum 3.3.1.3.iii'deki Cizelge 3.2'de yer
alan 6 nolu deneysel parametreler ileri galismalar igin secilmistir. Bunun nedeni ise
6 nolu deneysel parametrelerin program tarafindan onerilen parametrelere oldukga

yakin olmasidir.
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Sekil 4.9. Plazma parametrelerinin birbiri Gzerine ve OH fonksiyonalitesi Uzerine
etkisi (3 boyutlu grafikler): Akis hizi-glg iliskisi (a), (a'); Zaman-gig iligkisi (b), (b");
Zaman-akis hizi iliskisi (c), (¢') (PCL 6rneklerin atmosferik basing su/hava plazma
modifikasyonu igin).
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Sekil 4.10. Plazma parametrelerinin birbiri tzerine ve COOH fonksiyonalitesi
Uzerine etkisi (3 boyutlu grafikler): Akis hizi-glg iliskisi (a), (a'); Zaman-gug iligkisi
(b), (b'); Zaman-akis hizi iligkisi (c), (c') (PCL 6rneklerin atmosferik basing su/hava
plazma modifikasyonu igin).
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Cizelge 4.5. Su/hava atmosferik plazmayla modifiye edilmis PCL o&rneklerde
maksimum OH ve COOH fonksiyonalitesini elde etmek igin gerekli optimum
parametreler.

) OH COOH
Dene Giig Akig Stire Floresan Floresan istek
y (W) hiz: (dk) sinyali sinyali
(cm™/dk) (mV) (mV)
1 113.74 490.17 3.27 1292.19 345.558 0.805 Onerilen

4.2.1.1. iv. ESCA (Electron spectroscopy for chemical analysis) analizi

% 100 PCL yapilarin modifikasyon éncesi ve sonrasi ESCA analizi yapilarak
yuzey tarama spektrumlari alinmis ve spektrumlar Ek-10, Ek-11, Ek-12 ve Ek-
Cizelge 4.6, %

spektrumlarindan hesaplanan kimyasal bilesimlerini gostermektedir. Cizelge 4.6’

13'te verilmigtir. 100 PCL vyapilarin ESCA yuzey tarama
dan goruldigu gibi modifiye edilmemis PCL icin C1s ve O1s atomik ylzdeleri
sirasiyla 74.2 ve 25.8'dir. PCL'in ESCA ylzey spektrumundan hesaplanan bu
Her iki

modifikasyonu ve oksalil klorlr fonksiyonalizasyonu sonucu baslangi¢ C1s atomik

degerler literaturle uyum icindedir (Kahllrot et al., 2006). plazma
yuzdesi azalirken, O1s atomik ytzdesinin arttigi gértlmektedir. C1s ve O1s atomik
yuzdelerindeki bu degisim plazma modifikasyonu sirasinda oksijenin polimerik

yapiya katildigini agik¢ca gostermektedir.

Cizelge 4.6. PCL ornekler igcin ESCA ylUzey taramasi sonucu hesaplanan kimyasal
bilegimler.

Atomik yuzde (%)

PCL C1s O1s

Modifiye edilmemis 74.2 25.8

Atmosferik basing su/hava plazma ile 60.8 392
modifiye edilmis ' '

Dusuk basing su/O plazma ile modifiye 57 2 42 8
edilmis ' )

Oksalil klorur ile fonksiyonalize edilmis 65.4 34.6

Sekil 4.11’de modifiye edilmemis ve modifiye edilmig PCL yapilar i¢cin C1s yuksek
¢ozunurluk ESCA spektrumlari goérulmektedir. Ayrica PCL vyapilar igin C1s
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bilesenlerinin alifatik pike oranla % dagilimlari hesaplanmis ve dederler Cizelge
4.7’de verilmigtir. PCL ylzeylerde atmosferik basing su/hava plazma
modifikasyonu sonucu, dusuk basing su/O; plazma modifikasyonuna gore daha
fazla C —OH yogunlugu elde edilmigstir. Fakat C —OH’in baglanma enerjisi PCL'de
var olan C * — O — CO grubunun baglanma enerjisine oldukga yakin oldugundan
yuzeydeki alkol fonksiyonalitesini degerlendirmek oldukg¢a zordur. Dusuk basing
su/O, plazma prosesi boyunca PCL deki dekarboksilasyonun ihmal edilebilir
boyutta oldugu GC/MS analiziyle dogrulanmistir. Fakat yuksek ¢ozunurluk C1s
spektrumunda serbest karboksil ve ester gruplarinin értismesi nedeniyle serbest
karboksil gruplarini belirlemek ve miktarlandirmak igin floresan isaretleme
prosedurunun gerekliligi ortaya gikmigtir.

Min: 0 Max: 710

N(E)

N(E)

*\\ \ R
{YTAERE W WWW Ml L NL N 1
297 295 293 291 289 287 285 283 281 279 277 297 295 293 291 289 287 285 283 281 279 277
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)

Sekil 4.11. PCL o6rnekler icin yuksek ¢ozunurlik C1s ESCA spektrumlari: modifiye
edilmemis (a); atmosferik basin¢g su/hava plazma ile modifiye edilmis (b); dusuk
basing su/O, plazma ile modifiye edilmis (c); Oksalil klorlr ile fonksiyonalize
edilmis (d).
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Cizelge 4.7. PCL yapilar i¢cin C1s bilesenlerinin alifatik pike (285.0 eV) oranla %
dagihmliari.

C 1s (%)
COO, COOH C-0,C*-0CO C*-COO
PCL (288.83 eV) (286.6 eV) (285.6 eV)
Modifiye edilmemisg 24.45 27.66 1.69
Atmosferik basing su/hava 26.34 85.67 43.73
plazma ile modifiye edilmis
Disuk basmg su/Olg p!azma ile 64.47 o5 55 958
modifiye edilmig
Oksalil klorar iI_e fpnksiyonalize 36.58 20.68 13.84
edilmis

4.21.1.v. Piroliz_gaz kromatografisi/kutle spektroskopisi [Pyrolysis Gas
Chromotograpy / Mass Spectroscopy (Py GC/MS)]

Modifiye edilmemis, su/O, plazmayla modifiye edilmis ve oksalil klorlrle
fonksiyonalize edilmis % 100 PCI yapilarin kimyasal yapilari hakkinda bilgi
edinmek amaciyla Bolim 3.3.1.3.v'de ayrintilari verilen piroliz GC/MS analizi
gerceklestiriimigtir. Kuvars tipe kaplanan ince PCL filmlerin GC/MS
kromatogramlari Sekil 4.12°de verilmis ve analiz sonucu miktarsal olarak hassas

degisimler gosteren bilesenler Cizelge 4.8’de 6zetlenmisgtir.
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Sekil 4.12. Kuvars tuplere kaplanmig ince PCL filmlerin piroliz GC/MS
kromatogrami: 0-45 dakika, (a); 0-7.5 dakika (COg, 2.09 dk), (b); 7-10 dakika, (c);
16-22 dakika, (d); 29-40 dakika, (e).

TIC: Hilal 35.D; Modifiye edilmemis % 100 PCL,

TIC: Hilal 36.D; Dusuk basing su/O; plazma ile modifiye edilmis % 100 PCL,

TIC: Hilal 37.D; Oksalil klorur ile fonksiyonalize edilmis % 100 PCL.
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Cizelge 4.8. PCL orneklerin kimyasal yapisi ve bilesenlerin TIC (toplam iyon
kromatogrami) GC/MS’deki en yuksek pike (kaprolakton) oranla % dagilimi.

TIC GC/MS % Oranlan

Allkonma
zamani ; Su Oy/ Oksalil
Bilesen Yapi Modifiye plazma ile klorir ile
(dk) edilmemis modifiye modifiye
edilmis edilmis
2.09 Karbon dioksit CO, 3.86 4.26 7.19
7.66 Hidrosiyanik — 0.000702 | 0.00192 | 0.02
10.29 Asetonitril N——— 0.00154 0.00483 0.01
@)
10.69 2-Propenal \/\ 0.01 0.01 0.02
O
11.02 2-Propanon )J\ 0.01 0.02 0.03
1800 | 1~ Siklopropil- 4.16 187 2.42
2-propen-1-bir
0]
1,3,5,7-
19.31 Siklooktatetra 0.40 0.56 2.81
en
2-
19.62 Siklohekzen- (0] 2.05 0.43 0.65
1-bir
OH
2-Hidroksi-3-
metil-2-
21.03 siklopenten-1- 9) 0.59 0.94 1.06
bir
0]
1,2,4-
36.58 Siklopentantri 0] 0.81 0.22 0.42
on
(@]
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Her U¢ PCL 6rnegin GC/MS analizi sonucu elde edilen bilesenleri ve % degisimleri

ele alinip degerlendirilmis ve asagida ayrintili olarak sunulmustur.

Piroliz sonucu oksalil klorlr ile fonksiyonalize edilmis 6rneklerdeki CO, artisi, PCL
yuzeylerdeki etkin karboksil fonksiyonalitesini gostermektedir. Ayrica oksalil
kloririn PCL yuzeyle tepkimesi su/O, plazma modifikasyonu sonucu ylzeyde
olusan OH gruplarinin varhdina igarettir. Plazma prosesinin ardindan az da olsa
CO, artigi gorulmastir. Bu da ihmal edilebilir dizeyde dekarboksilasyonu ve

karbonil ve/veya karboksil gruplarinin olusumunu géstermektedir.

2-Propenal piroliz boyunca, C 1 — O ve C 3 — C 4 tekli baglarinin kirllmasi sonucu
olusabilir. Oksalil klorir fonksiyonalizasyonunun ardindan 2-propenal miktarinda
gorulen az miktardaki artis C 4 ve/veya C 5 bolgelerindeki kimyasal reaksiyonlar
ile aciklanabilmektedir (Sekil 4.13a).

Her modifikasyon basamagindan sonra 2-propanonda gortlen artis, C 3 ve C 5 ‘in
herhangi birindeki OH ya da karbonil fonksiyonalitesinin olugumunu
gOstermektedir (Sekil 4.13a).

2-Siklohekzen-1-bir C 1 — O baginin kirilmasi ve C 5'deki kararsiz gruplar sonucu

olusmustur (Sekil 4.13a).

1,3,5,7-Siklooktatetraen’in varligi, piroliz boyunca esg zamanli olarak C 1 — C 2 ve
C 1'— C 2' baglarinin kirllmasiyla meydana gelen dekarboksilasyon mekanizmasi
ve C 4 — C 5 baginin kirlimasi sonucu yapida kugik dallanmalarin olustugunu
gOstermektedir (Sekil 4.13b). Oksalil klorur ile fonksiyonalizasyon sonrasi elde
edilen fazla miktardaki 1,3,5,7-Siklooktatetraen, proses sonrasi olusan kararsiz C
4 — C 5 bagi ile aciklanabilir (Sekil 4.14; yuksek reaktiflige sahip C 5).

Su/O, plazma ile modifikasyon ve okslil klorlrle fonksiyonalizasyon sonrasi PCL
orneklerde gorulen 2-Hidroksi-3-metil-2-siklopenten-1-birdeki artis C 5de OH
gruplarinin olustugunu ve C 4’deki kiguk dallanmalari gostermektedir (C 5—C 6, C
5'-C 6' ve C 1-0 baglarinin kiriimasi sonucu) (Sekil 4.13b).

1- Siklopropil-2-propen-1-bir piroliz boyunca C3-C4,C3 -C4'veC5-C6

baglarinin kirilmasi sonucu olugmustur.
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1,2,4- Siklopentantrion’un, ana zincirdeki C 4 —C 5 baginin ve C — O baglarinin
kirflmasiyla karboksil grubunun oksijenine bagh C 2 ve C 4 bodlgelerinde olusan
kUguk dallanmalari igceren PCL’in pirolizi sonucu olustugu dusunudlmektedir. Su/O,
plazma modifikasyonunun ve oksalil klortr fonksiyonalizasyonunun ardindan PCL
orneklerde gorulen 1,2,4- Siklopentantrion ve 1- Siklopropil-2-propen-1-bir
miktarlarindaki azalma modifikasyon sonrasi yapidan kuguk dallarin ayrildigini

gOstermektedir.

(b)
Sekil 4.13. PCL yap1: dogrusal (a); dallanmis (b).
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Sekil 4.14. 4 mer (birim) ve bir yan dal iceren PCL ana zincirinin elektron
yogunlugunun CAChe (Computer Analysis Chemistry) 6 modeli.

4.2.1.1.vi. AFM (Atomic Force Microscope) analizi

Yuzeyin mikro ve nano topografisinin hicre yapisma ve Uremesine etkisi
bilinmektedir (Ohl and Schroéder, 1999). Modifikasyon 6ncesi, su/O; plazma
modifikasyonu ve oksalil klorlr fonksiyonalizasyonu sonrasi olmak Uzere her 3
asamanin ardindan % 100 PCL yuzeylerin topografik degisimlerini gozlemlemek
amaciyla AFM analizi yapiimistir. Analiz sonucu % 100 PCL yuzeylere ait elde
edilen 2 boyutlu gérintuler Sekil 4.15°'de verilmistir. Modifiye edimemis % 100 PCL
yuzey kuguk kabarciklari icermesine ragmen hemen hemen duz bir yluzey
sergilemistir (Sekil 2.15a, a' ve Sekil 2.15b, b'). Fakat, su/O, plazma
modifikasyonu sonrasi yuzeyde keskin cizgiler olusarak purtzltlagan arttig
gorilmustur (Sekil 2.15¢, ¢' ve Sekil 2.15d, d'). Plazma modifikasyonu sonucu
yluzeyde bu tir mikroyapilarin olusmasi, modifikasyon sonrasi ylzeyde olusan
radikallerin yodunlugu ve oryantasyonu, aktif bolgelerin sikhigi gibi yuk-bogsalim
plazma prosesinin 6zelliklerine baghdir (Favia et al., 2003; Detomaso et al., 2005).
Yapilan tez calismasi kapsaminda plazma modifikasyon silresinin ylzey
topografisine etkisi incelenmemistir, fakat Gupta ve arkadaslari (2000) tarafindan
proses suresinin yuzey puruzlilugu Uzerine etkisi kanitlanmistir. Su/O, plazma
modifikasyonun ardindan gergeklestirilen oksalil klortr fonksiyonalizasyonu
sonrasi PCL ylzeylerden alinan AFM gdéruntuleri, PCL yuzeyde olusan karboksil
gruplarinin kendilerine has bdlgeler olusturarak farkli bir topografi sergilediklerini

gostermigtir. HZD fonksiyonalize tiplerle alinan AFM goruntisunde, yuzeydeki
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karboksil gruplarinin granuler sekilde ve ara ara agregatlar olusturacak sekilde bir

morfolojiye sahip oldugu goézlenmistir (Sekil 2.15e, €' ve Sekil 2.15f, f').
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Sekil 4.15. % 100 PCL doku iskelelerinin 2 boyutlu AFM gdruntuleri: Modifiye
edilmemis, Si tip, genis alan, dizlestiriimis topografi (a), tlrevsel topografi (a');
Modifiye edilmemis, Si tip, kuglk alan, duzlestiriimis topografi (b), tlurevsel
topografi (b'); Diisik basing su/O2 plazma ile modifiye edilmis, Si tip, genis alan,
dizlestiriimis topografi (c), tirevsel topografi (c'); Dislk basing su/O, plazma ile
modifiye edilmis, Si tip, kiiclk alan, duzlestirilmis topografi (d), tlirevsel topografi
(d"); DUsuk basing su/O; plazma ile modifiye edilmis ve ardindan oksalil klorir ile
fonksiyonellestirilmis, HZD fonksiyonalize tip, genis alan, dizlestiriimis topografi
(e), tlrevsel topografi (e'); Dusilik basing su/O, plazma ile modifiye edilmis ve
ardindan oksalil klorUr ile fonksiyonellestiriimis, HZD fonksiyonalize tip, kiiglk alan,
dizlestiriimis topografi (f), tirevsel topografi (f').

Genis alan tarama: 6um x 6um,

Klguk alan tarama: 1ym x 1um.

% 40 (agirlikga) PEGa4000 g6zenek yapicl iceren PCL yapinin modifikasyon dncesi
ve oksalil klorlr fonksiyonalizasyonu sonrasi AFM goéruntileri alinmis ve alinan
goruntiler Sekil 4.16’da verilmistir. Fakat bu kisimdaki gortntiler Gg boyutlu olarak
ve HZD fonksiyonalize tipin etkinligini gozlemlemek i¢in normal (Si tip) ve HZD

fonksiyonalize tiple alinmistir.
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Sekil 4.16. % 40 PEG4000/PCL doku iskelelerinin 3 boyutlu AFM goérintileri:
Modifiye edilmemis, Si tip, genis alan (a), klguk alan (b); Dusuk basing su/O;
plazma ile modifiye edilmis ve ardindan oksalil klorlr ile fonksiyonellestirilmis, Si
tip, genis alan (c), kiguk alan (d); DuslUk basing su/O; plazma ile modifiye edilmis
ve ardindan oksalil klorlr ile fonksiyonellestiriimis, HZD fonksiyonalize tip, genis
alan (e), kucuk alan (f).

Genis alan tarama: 6um x 6um,

Kuguk alan tarama: 1ym x 1um.
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% 40 PEGa4000/PCL yapi igerdigi mikrogdzenekler dolayisiyla % 100 PCL yapiya
oranla tepe-vadi seklinde keskin c¢ikintilar igeren daha purazia bir yuzey
sergilmigtir (Sekil 4.16a, b). Oksalil klorur modifikasyonu sonrasi modifiye
edilmemis ylzeyde var olan bu keskin ¢ikintilarin daha yumusak hatlara gevrildigi
ve sanki yuzeyde sénumlenmelerin yer aldi§i goértulmektedir (Sekil 4.16¢, d).
Bunun nedeninin, plazma modifikasyonu sonucu yuzeyde olusan serbest
radikallerin yuzeyin hemen altinda yer alanlarinin oksalil klortrle tepkimeye girerek
karboksil gruplarinin yuzeyde olugsmasini saglamasi olabilir. Tepkime sonucu
yuzey tabakasinda sisme meydana gelecek ve ylzey daha yumusak bir gorintu
sergileyecektir. Alinan goruntuler literatlrle uyum igindedir (Gupta et al., 2001). %
40 PEGu4000/PCL ylzeylerin oksalil klorir fonksiyonalizasyonu sonrasi HZD
fonksiyonalize tiple alinan AFM goruntuleri, modifikasyon sonrasi yuzeyde olugsan
karboksil gruplarinin késelerde daha yogun olarak bulundugunu gdstermektedir
(Sekil 4.16¢, f).

Ayrica PCL yuzeylerden alinan tim yuksek ¢ozinurlik AFM goérintileri (1pm x
1um), nano desenlerin plazma modifikasyonundan daha ¢ok etkilendigini agikga

gOstermektedir.
4.2.1.2. PCL doku iskelelerinin biyolojik modifikasyonu

Tez calismasinin bu kisminda dusuk basing su/O, plazma modifikasyonu ve
ardindan oksalil klorur fonksiyonalizasyonu sonucu yuzeyinde karboksil gruplari
olusturulan % 100 PCL yapilara uzatici kol PEO takilmig ve takilan bu uzatici kol
varliginda insulin ve heparin biyolojik molekullerinin  immobilizasyonu
gerceklestirilmigtir.  Biyolojik modifikasyonu tamamlanan PCL yuzeylerin

karakterizasyon ¢aligsmalari sonucu elde edilen sonuglar asagida tartigiimigtir.

4.2.1.2.i. Biyolojik olarak modifiye edilmis PCL yiizeylerin kantitatif analizi

PCL yuzeylerde dusuk basing su/O, plazmayla karboksil gruplarinin eldesi
sematik olarak Sekil 3.3'de (Bolum 3.3.1.1) verilmig ve yuzeyde olusan karboksil
gruplari  Uzerinden gergeklestirilen immobilizasyon islemi Sekil 4.17°de

gOsterilmistir.
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PEO takilmasi
(a)
(b)
CL COOH (|3:O
NH—(PEO)— NH,

— O~ CH;—CH:

e

—0- CHﬁCHﬁ-n

;-U

Biyolojik molekdllerin immobilizasyonu | (c)

I— O—CHyCH: Y

C=0

|
NH—(PEOy— NH —( insiilin ya da heparin J

Biyolojik olarak aktif hale getirilmis PCL

Sekil 4.17. PCL yuzeylere insulin ve heparinin immobilizasyonu: PCL ylzeyin
WSC (suda ¢ozunlr karbodiimid, pH 5.0) ile dnceden aktivasyonu (a); Aktive
edilmis PCL ylzeye uzatici kol PEO’nun takilmasi (b); Biyolojik olarak aktif
molekullerin immobilizasyonu (c).

Sekil 4.17°den goruldigu Uzere, plazma-destekli modifikasyonun (su/O, plazma
modifikasyonu ve oksalil klortr fonksiyonalizasyonu) ardindan PCL ylzeylere
insulin ve heparin biyolojik molekullerinin immobilizasyonu uzatici kol PEO’nun
varliginda gerceklestirilmistir. Uzatici kol PEG’nin (polietilen glikol) biyolojik
molekullerin immobilizasyonu asamasinda biyomolekulleri araylzeylerde stabilize
ettigi ve dolayisiyla proteinlerin spesifik olmayan adsorpsiyonunu indirgedigi
bilinmektedir (Chen et al., 2005). Yapilan literatir taramasinin ardindan PEO
immobilizasyonu igin baslangi¢ PEO konsantrasyonu 0.05 M olarak belirlenmigtir
(Ito et al.,, 1993; Kim et al., 2000). PCL ylzeylere takilan PEO miktar (0.52

umol/cm?) Bolim 3.3.1.4.i’de verilen ydnteme gore tayin edilmistir (Cizelge 4.9).

PCL yulzeylere insulinin immobilizasyonunda aktivasyon ve immobilizasyon

basamaklarinin ardigik olarak gergeklestirildigi iki-basamakli metot kullaniimistir.
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Baslangi¢ insulin konsantrasyonunun ve immobilizasyon suresinin immobilizasyon
prosedurune etkisi Onceki c¢aligmalarimizda belirlenmistir (Turkoglu, 2001;
Glmusderelioglu and Tirkoglu, 2002). Onceki calismalarda, immobilize inslin
miktarinin ilk bir saat boyunca arttigi, fakat immobilizasyon siresi 1 saati astiginda
bu miktarin degismedigi gorulmus dolayisiyla immobilizasyon prosesi igin sure 1
saat olarak secilmistir. Baglangi¢ insilin konsantrasyonu 200 pg/ml olarak
secildiginde maksimum immobilize insulin degeri elde edilmis, bu nedenle
c¢alismada insulinin baslangic konsantrasyonunun 200 pg/ml olmasina karar
verilmigtir. Cizelge 4.9’dan goéruldugu Uzere, plazma destekli modifikasyonun
ardindan yukarida acgiklanan kosullar altinda ve PEO varhdinda gergeklestirilen
insulin immobilizasyonu sonucu ylzeye immobilize olan insilin miktari 219.23
nmol/cm? (1256.95 pg/cm?) olarak bulunmustur. Islak kimya yéntemleri kullanilarak
PEO varliginda gergeklestirilen insulin immobilizasyonunun etkinligi Sasmazel ve

arkadaslar (2007) tarafindan kanitlanmistir.

Ayrintili literatir taramasinin ardindan heparin immobilizasyonu igin baslangig
konsantrasyonu 1 mg/ml olarak belirlenmistir (Kang et al., 1996; Sasisekharan ve
Venkataraman, 2000). Daha o6nceki c¢alismalar, heparinin uzatici kol PEG
varliginda immobilize edildiginde dogrudan immobilizasyonuna goére aktivitesinde
artis oldugunu gostermistir (Chen et al., 2005). Bu nedenle heparinin PCL
yuzeylere dogrudan degil de PEO varliginda immobilizasyonu gerceklestiriimigstir.
Bolum 3.3.1.4.iii'deki verilen yontemin kullaniimasiyla PCL yUzeylere immobilize

olan heparin miktari 271.20 nmol/cm? olarak bulunmustur (Cizelge 4.9).

Literatirde PCL yuzeylerin 1slak kimya veya plazma modifikasyonunu ve ardindan
insulin ve heparin biyolojik molekullerinin immobilizasyonunu igeren bir ¢galisma yer
almamaktadir. Tez calismasi bu yonlyle orjinalligini korumaktadir. Fakat
literaturde benzeri bir c¢alismanin yer almamasi biyolojik molekullerin
immobilizasyon verimliliklerinin literaturle karsilastirilmasini zorlastirmaktadir. Kim
ve arkadaslari (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, poliester tipi bir polimer
olan PET ylzeyin oksijen plazma modifikasyonu ve ardindan yapiya akrilik asidin
takilmasi gerceklestiriimis ve son olarak PEO, insllin ve heparin molekdillerinin
immobilizasyonu yapilmistir. immobilizasyon miktarlari PEO ve insilin igin
nmol/cm? diizeyinde bulunmustur. Bu calismadaki degerlerin sézii edilen

arastirmacilarinkinden oldukga yuksek oldugu aciktir. Gergeklestirilen bagka bir
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calismada, plazma modifikasyonuyla PHA’lara immobilize olan PEO ve inslilin
miktarlarinin galismada bulunan degerlerden sirasiyla yaklasik 37 ve 430 kat daha
az oldugu goérulmustur (Kang et al., 2001). Calismada bu derece ylksek
immobilizasyon degerlerine ulasiimasinin nedeninin, uygulanan su/O, plazma
modifikasyonu ve oksalil klorlr fonksiyonalizasyonu sonucunda PCL yuzeylerde
elde edilen yogun karboksil fonksiyonalitesi oldugu dusunulmektedir.

Cizelge 4.9. % 100 PCL yapiya dusuk basing su/O, plazma yontemiyle takilan
PEO ve immobilize edilen insulin/heparin miktarlari.

] immobilize olan miktar (nmol / cm?)
Doku Iskelesi

PEO inslin Heparin

PCL 520.74+ 0.05 219.23+0.09 271.20+£0.12

4.2.1.2.ii. ESCA (Electron spectroscopy for chemical analysis) analizi

% 100 PCL vyapilarin, biyolojik molekullerin (PEO, insulin ve heparin)
immobilizasyonu Oncesi ve sonrasi ESCA analizi yapilarak yuzey tarama
spektrumlari alinmis ve spektrumlar Ek-10, Ek-14, Ek-15 ve Ek-16’da verilmigtir.
Tahmin edildigi Uzere modifiye edilmemis PCL, ESCA ylzey tarama
spektrumunda C1s (baglanma enerijisi, 285 eV) ve O1s (baglanma enerjisi, 532
eV) olmak Uzere iki ana pik vermistir. PCL yapiya biyolojik molekullerin
immobilizasyonu sonrasi spektrumda iki yeni pik goralmustar. Bunlar; N1s
(baglanma enerjisi, 400 eV) ve S2p (baglanma enerjisi, 165 eV) pikleridir. PCL
yapida olusan bu yeni pikler, biyolojik molekulllerin basarili bir sekilde
immobilizasyonunu kanitlamaktadir. Cizelge 4.10, % 100 PCL yapilarin ESCA
yuzey tarama spektrumlarindan hesaplanan kimyasal bilesimlerini gostermektedir.
PCL yapiya uzatici kol PEO’nun takilmasiyla ytzeyin oksijen igerigi % 25.8'den %
34.4’e arttinimistir. PCL-PEO yuzeyde gorulen azot bileseni PEQO’in ucunda yer
alan amin gruplarindan  kaynaklanmaktadir. PCL  yapiya insllinin
immobilizasyonundan sonra PEO takili PCL yuzeydeki oksijen igerigi % 30.2'ye
dusmus, fakat yapidaki azot iceriginin % 2.1’den 8.3’e yukseldigi gorulmustar. Azot
icerigindeki bu artis insllindeki amid bagini simgelemektedir. Ayrica insulin
immobilize PCL yapida insulinde yer alan disulfit baglarindan kaynaklanan % 1.2

oraninda kukdrt gorulmastir. Heparin immobilize edilmis PCL yapida oksijen
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icerigi PEO takili PCL ylUzeydekinden daha dusuktir (% 27.1). Oksijen igerigindeki
bu azalma yine heparin immobilizasyonu ile PCL yapiya katilan N1s ve S2p

piklerinden kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.10. PCL o&rnekler icin ESCA ylzey taramasi sonucu hesaplanan
kimyasal bilegimler.

Atomik yuizde (%)
PCL C 1s O1s N 1s S 2p
Modifiye edilmemis 74.2 25.8 - -
PEO takil 63.5 34.4 2.1 -
insiilin immobilize 60.2 30.2 8.3 1.2
Heparin immobilize 68.0 271 4.4 0.5

Sekil 4.18'de modifiye edilmemis ve biyolojik molekul immobilize edilmis PCL
yapilar i¢cin C1s ylksek ¢dzunurlik ESCA spektrumlari gorulmektedir. Ayrica PCL
yapilar i¢cin C1s bilesenlerinin alifatik pike oranla % dagilimlari hesaplanmis ve
degerler Cizelge 4.11°de verilmigtir. PEO takili PCL yluzeyde yuzeye baglanan
etilen oksit zincirlerinden kaynaklanan olduk¢a yogun C — O piki goralmustar.
insiilin immobilize edilmis PCL yapinin C1s pikinde 288.00 eV’da protein zinzirinin
amid fonksiyonalitesinden gelen bir omuz goértlmektedir. Fakat ayni bdlgede
karbonil fonksiyonalitesi de bulunmaktadir. Ayrica, 286.0 eV’'daki amin
fonksiyonalitesi uzatici kol PEO ‘den gelen 286.2 eV'daki C — O pikine ¢ok yakin
oldugu igin spektrumlardan bu fonksiyonaliteleri degerlendirmek oldukga zordur.
Heparin immobilize edilmis PCL ylzeyler heparinin sahip oldugu glukan
yapisindan gelen O — C — O bagi nedeniyle farkli bir C1s spektrumu sergilemistir.
Kiakurt oksijenle glukan ana zincirine bagli oldugundan C1s pikinde
gorulememigtir, fakat olduk¢a genis olan O1s spektrumunda gorulebilecegdi
beklenmektedir. Biyolojik molekullerin immobilizasyonu 6ncesi ve sonrasi PCL
yapilardan elde edilen ESCA ylzey tarama ve ylksek c¢ozunurlik C1s
spektrumlarinin incelenmesinden sonra, biyolojik molekullerin PCL ylzeylere

immobilizasyonu kanitlanmistir.
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Sekil 4.18. PCL o6rnekler icin C1s ESCA spektrumu: modifiye edilmemis (a); PEO
takil (b); insulin immobilize (c); heparin immobilize (d).

Cizelge 4.11. PCL 6rnekler igin C1s bileseninin alifatik pike (285.0 eV) oranla %
dagihmi.

C 1s (%)
PCL COO, C=0,CON, | C*-0-CO, C-0.C-N C*-COO
COOH 0O-C-0 C-OH '

2862ev) | (2856

(288.7 eV) (288.0 eV) | (286.6 eV) ' eV)

Modifiye edilmemis 24 .45 - 27.66 - 1.69
PEO takih 41.69 17.37 16.31 36.56 9.82

insilin immobilize 20.75 12.71 27.85 2.80 -

Heparin immobilize 7.56 20.96 11.51 - 23.02

4.2.1.3. Hicre kiiltiir calismalari

Sunulan c¢alismada, tek tabaka kultirde uUreme Ozelligine sahip, L929 olarak
kodlanan fare fibroblast hicreleri kullaniimistir. Hicreler belirlenen kultlr ortam
kosullarinda (Bolum 3.2.4), PS (polistiren) Petri kaplarinda uretildikten sonra

Giemsa ile boyanarak optik fotograflari gekilmistir (Sekil 4.19). Hucrelerin Petri
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kabina ekimlerinden 2 gin sonra cekilen fotografta hicrelerin tipik fibroblastik

morfolojileri agikga gorulmektedir.

AN
i~
¢ =il

Sekil 4.19. PS petri kaplarinda uremis L929 fare fibroblast hicreleri, 2.gun.

Hicre Giremesi (MTT yontemi)

Bu bolumdeki galismalar, % 100 PCL, dusik basing su/O; plazma ile modifiye
edilmis ve ardindan oksalil klorlr ile fonksiyonellestiriimis/PCL, PEO immobilize
edilmis/PCL, insilin immobilize edilmis/PCL ve heparin immobilize edilmis/PCL

olmak Uzere bes tur PCL doku iskelesi kullanilarak gerceklestiriimigstir.

Hucre Gremesi MTT yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Hucre canlihdinin ve
uremesinin belirlendigi hizli ve hassas kalorimetrik tayin metodu olan MTT, hicre
sayisiyla dogrudan orantili olan renkli ve ¢6ziinmez formazan tuzunun olusmasi
esasina dayanmaktadir. Bu metot, mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin
indirgeme reaksiyonuyla sari renkli, suda ¢o6zunur tetrazolyum tuzunu (3-[4,5-
dimetiltiazol-2]-difeniltetrazolyum bromid, MTT) mor renkli ¢ézinmez formazan
uriiniine donustirme kapasitesine baglidir. Bu nedenle, metabolik olarak hala aktif

fakat Uremeyen hicrelerin bu testle tayin edilmesi mumkunddr.

Sekil 4.20, formazanin absorbansiyla iligkili olarak 3. ve 6. gunun sonunda PCL
doku iskeleleri Uzerinde L929 fare fibroblastlarinin Gremesini gostermektedir.
Hucre kultir ¢calismalarinda modifiye edilmemis % 100 PCL yapi, modifiye edilmis
PCL doku iskelelerinin kontrol grubu olarak kullaniimistir. iki-boyutlu yiizeylerde
fibroblast hucrelerinin, kultirin Gguncu gununin sonunda Uremelerini tamamen
tamamladigi (confluency) bilinmektedir. Fakat Sekil 4.20°den goérdldugu Uzere

L929 fibroblast hucreleri tim PCL doku iskeleleri tGzerinde 3. glinden sonra da
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uremeye devam etmistir. Modifiye edilmis PCL yulzeylerde bu fark daha belirgindir.
Hucreler 3. ve 6. gunin sonunda, modifiye edilmemis % 100 PCL yapilarda en az,
heparin immobilize edilmis % 100 PCL doku iskelelerinde en iyi olmak Uzere ayni
ureme davranisini sergilemiglerdir. Hlicre yapisma ve Uremesi igin arzu edilmeyen
hidrofobik karakteri tasiyan PCL'nin bu 6zelligine ragmen 06zellikle osteoblast ve
fibroblast Uremesini destekledigini gOsteren calismalar literatirde mevcuttur
(Hutmacher et al., 2001; Woei et al., 2001; Serrano et al., 2004). Son zamanlarda
yapilan bir galismada modifiye edilmemis PCL’nin duz kas hicrelerinin yapisma ve
uremesinde sinirli da olsa belirli bir kapasiteye sahip oldugu kanitlanmistir (Chong
et al., 2007). Bu galismada da modifiye edilmemis % 100 PCL yapilarin modifiye
PCL doku iskelerine oranla daha az da olsa L919 fare fibroblast hicre uremesini
destekledigi godzlenmistir. Ylzey modifikasyon tekniklerinden biri olan plazma
yontemi, polimerik yuzeylerin kimyasini ve morfolojisini modifiye etmekte kullanilan
oldukga cazip bir metotdur (Inagaki, 1996). Ayrica plazma modifikasyon teknigi
malzeme yuzeyine amin ve karboksil gibi fonksiyonal gruplarin takilmasinda
kullaniimaktadir (Oehr, 2003). Plazmayla modifiye edilerek ylzeylerinde oksijen
iceren gruplar olusturulan polimerler genellikle protein ve hicre yapismasini
desteklemektedir. Hucrelerin bazen vylzey kimyasindaki ufak degisimlerden
etkilenebilecegi bilinmektedir (Boyan et al., 1996). Kim ve grubu (1999), hicre
uremesinin ve ekspresyonunun matrisin kimyasal 6zellikleriyle duzenlenebilecegini
kanitlamistir. Plazma modifikasyonu  sonucu polimerik ylzeyde olusturulan
hidroksil, karbonil, karboksil v.b. gibi gruplarin hidcre yapisma ve uremesine
bireysel olarak etkisi arastiriimaktadir fakat arastirmalar heniz son bulmus
degildir. Negatif yuke sahip gruplar (6rnegin karboksil) “hucre yapismasini
destekleyiciler” olarak tanimlanmaktadir (Maroudas, 1975). Fakat, Gupta ve grubu
(2002), Ar plazma modifikasyonunun ardindan poli(akrilik asit) (PAA) asiladiklar
PET ylUzeylerde insan duz kas hucrelerini kultire etmeye calismiglar ama basaril
olamamislardir. Bunun nedeni olarak PAA’nin huicreler Uzerine toksik etkisini
gOstermiglerdir.  Buna karsin literatlirde ylUzeydeki karboksil gruplarinin hicre
Uremesine pozitif etkisini gosteren pek cok c¢alisma mevcuttur. Ornegin, endotel
hucrelerinin 6zellikle karboksil ve/veya hidroksil gruplarinca zengin yuzeyleri
tercih ettigi bilinmektedir (Tidwell et al., 1997). France ve arkadaglari (1998), akrilik
asit ve oktadien plazmayla olusturduklari kaplamalar Gzerinde keratinosit

yapigsmasini ¢alismislar ve hucrelerin i1srarla karboksil grubu iceren ilk kaplamayi
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(akrilik asit) tercih ettiklerini géormuslerdir. Daw ve grubu (1998), osteoblast-
benzeri hucrelerin Uremesi igin ayni kaplamalar Uzerindeki optimum karboksil
grubu konsantrasyonunu belirlemiglerdir. Ertel ve grubu (1991), yuzeydeki karbonil
grubuna bagli olarak sigir aortik endotel hiicre Gremesinin degisimini arastirmistir.
Son zamanlarda yapilan bir calismada, farkli ylzeylere amonyak plazma
modifikasyonunun ardindan akrilik asit kaplanmis ve insan fibroblast hucre kalturu
calismalari gergeklestiriimistir. Calisma sonunda akrilik asit kaplh yuzeylerin
fibroblast hicre yapismasini aktive ettigi gorulmustur (Detamaso et al., 2005).
Sunulan ¢alismada dusuk basing su/O, plazmayla modifiye edildikten sonra oksalil
klorlrle tepkimeye sokularak ylzeyinde karboksil gruplari olusturulan % 100 PCL
yuzeyde 3. ve 6. gunun sonunda oldukga iyi L929 fare fibroblast Uremesi
gozlenmigtir. Hatta plazma modifikasyonu araciligiyla fonksiyonellestirilen bu
yuzeyin hucrelerin Gremesi igin ikinci en iyi yluzey oldugu sodylenebilir. Modifiye
edilen yuzeyde bu derece iyi hucre Uremesi gozlenmesinin nedeninin yuzeydeki
karboksil gruplarindan ve en dnemlisi modifikasyon sonrasi yuzey topografisinde
gorulen degisimden (puruzliluk ve granuler yapilarin olusmasi) kaynaklandigi
disundlmektedir. Bolim 4.2.1.1.vi'da verilen AFM goruntuleri modifikasyon
sonrasi % 100 PCL yapilarin ylzey topografisinde meydana gelen degisimleri
acikca sergilemektedir. Modifiye edilmemis % 100 PCL yapidaki L929 hicre
uremesi PEO molekulindn yapiya takilmasiyla arttinimistir. PEO, polimerik
malzemelere immobilize edilerek yluzeyin hidrofilisitesi arttirlmakta bu da polimerik
malzemenin kan uyumlulugunu etkilemektedir. Ayrica PEO immobilize polimerik
yuzeylerin hidrofilik 6zelliklerinden dolayi hicre yapigsma ve Uremesi i¢in oldukga
uygun yuzeyler oldugu bilinmektedir (Kim et al., 2000). % 100 PCL-PEO yuzeylere
insulinin immobilizasyonu ile L929 hlcre uremesi daha da arttirilmistir. Literatlrde
insulinin serbest, adsorbe ve immobilize olarak kullanildigi pek ¢ok calisma
mevcuttur, fakat immobilize insulinin hldcre Uremesini daha g¢ok destekledigi
kanitlanmigtir (Ito and Imanishi, 1994). insilin immobilize edildiginde vyerel
konsantrasyonu arttiriimig olur. Bu artis ¢oklu-es zamanli uyarilara yol agar,
reseptorlerle kompleks olusumu saglanir ve ardindan olugan bu kompleks
yaplilarin gapraz baglanmasi hizlanmig olur. Sinyal gecisinde komplekslerin gapraz
baglanmasi ¢ok onemlidir, bu prosesin hizlanmasinda immobilize insulinin rolu
blyUktir. immobilize insilinin bagka bir avantaji da “down regulation” inhibe

etmesidir. Down regulation, hucre-i¢i reseptorlerin  bozunmasidir. Biyosinyal
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molekulinin immobilizasyonu ile hicre ylzeyindeki reseptor sayisi azalir ve guglu
uyarilara karsi hassasiyet azalir dolayisiyla “down regulation” inhibe edilmig olur.
Immobilize biyosinyallerin etki mekanizmasi Bolim 2.4.2'de ayrintili olarak
verilmistir. insilin immobilizasyonunda uzatici kol olarak PEO’nun kullanimi,
insdlinin  reseptoriyle kompleks olusumunu hizlandirirarak ve olusan
insulin/reseptor kompleksine esneklik saglayarak yogun sinyal gegigini
saglamaktadir. Bunun sonucunda, PEO araciligiyla insulin immobilize edilmig
yuzeyler hucre uremesini fazlasiyla desteklemektedir. Ito ve grubu (1993), PEO-
insdlin immobilize edilmis matrislerin fare fibroblast hicre hattinin UGremesini
arttirdigini  gostermistir. Dusuk basing su/O, plazmayla modifiye edilmis ve
ardindan oksalil klorurle fonksiyonalize edilmig % 100 PCL yuzeylerde, PEO-
insulin immobilize ylzeylerden daha iyi hucre uremesi gozlenmistir. Fakat,
hicresel fonksiyonlarin ve doku olusumunun hedeflendigi uzun sureli kaltlrlerde
immobilize insulin gibi biyosinyal molekullerinin gerekliliginin tartisilamayacagi
aciktir. Heparin immobilize % 100 PCL yuUzeylerde en yuksek hicre Uremesi elde
edilmistir. Heparin tekrarlanan Uronik asit birimlerinden olusan dogrusal bir
polisakkarittir (Sasisekharan and Venkataraman, 2000). Heparin sahip oldugu
yapisi ve yuzey yuk dagihmi sayesinde farkli proteinlerle 6zel etkilesime
gecebilme yetenegini goOsterir. Heparinin biyolojik aktivitesi (6zellikle kan-
pihtilasma faktorleriyle etkilesimi) bu glukozaminoglikani pek ¢ok arastirmanin
odak noktasi yapmistir (Young et al., 1999; Hirsh et al., 2001). Literaturdeki
c¢alismalarin ¢ogu heparinin antikoagulant etkisine yonelik olsa da, bu molekulun
hicre Uremesini arttirdigini  gosteren c¢alismalar mevcuttur. Fibroblastlarin
mitogenezini tegvik eden bFGF buyume faktoru o6zellikle heparine baglanarak
fibroblast Uremesini gerceklestirmektedir (McGeachie and Tennant, 1997). Benoit
ve arkadaslari (2007), heparin fonksiyonalize hidrojellerin insan mezenkimal kok

hacrelerinin canhligini ve osteojenik farklilagsmasini arttirdigini bulmustur.
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Sekil 4.20. PCL doku iskeleleri Uzerinde L929 fare fibroblast hlicre Gremesi.

A; Modifiye edilmemis % 100 PCL, B; Dusuk basing su/O, plazmayla modifiye
edilip ardindan oksalil klorur ile fonksiyonellestiriimis % 100 PCL, C; PEO takili/%
100 PCL, D; insilin immobilize edilmis/% 100 PCL, E; Heparin immobilize
edilmis/% 100 PCL.

Hiicre yapisma ve iliremesinin mikroskopik olarak qozlenmesi

Isik mikroskobu ile inceleme

Hucrelerin kaltir boyunca morfolojik degisimleri ve PCL doku iskelelerine
yapisma/liremesi 1sik mikroskobu ile incelenmistir. Doku iskeleleri mikroskobik
incelemeden 6nce Bolum 3.3.1.4.iv ve Ek 8'de ayrintilari verilen Giemsa teknigi ile
boyanmistir. Kultiran 2. ve 5. gununde insulin ve heparin immobilize PCL doku
iskelelerinden alinan optik fotograflar Sekil 4.21’de gortlmektedir. 2. ginde bazi
hicrelerin  kuresel morfolojilerini koruduklari ve matris ylzeyinde bosluklarin
coklugu dikkati gekmektedir (Sekil 4.21a, b, c¢). Kultir sonuna dogru hucrelerin
PCL yuzeyleri hemen hemen tamamen kapladiklari gérilmektedir (Sekil 4.21 d, e).
Ayrica hucrelerin morfolojisi incelendiginde, L929 fare fibroblast hucrelerinin
insulin  immobilize yuzeyerde tipik fibroblastik morfoloji (i-seklinde, uzun)
sergiledikleri gorulirken (Sekil 4.21d), heparin immobilize ylzeylerde daha farkli
bir morfolojiye sahip oldugu gozlenmigtir (Sekil 4.21f). L929 hucreleri heparin

immobilize PCL yuzeylerde biraz daha dolgun ve yayvan bir sekil almigtir.
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(e) (f)

Sekil 4.21. PCL doku iskeleleri Uzerinde L929 fare fibroblast hicre uremesini
gbsteren optik fotograflar; insilin immobilize edilmis/% 100 PCL, 2. giin, x10 (a);
Heparin immobilize edilmis/% 100 PCL, 2. gun, x20 (b); Heparin immobilize
edilmis/% 100 PCL, 2. giin, x40 (c); insilin immobilize edilmis/% 100 PCL, 5. giin,
x20 (d); Heparin immobilize edilmig/% 100 PCL, 5. gun, x20 (e); Heparin
immobilize edilmig/% 100 PCL, 5. gun, x40 (f).

Konfokal lazer taramali mikroskopi (CLSM) ile analiz

PCL doku iskelelerindeki hucrelerin canhligi ve yogunlugu konfokal lazer taramali
mikroskopi ile gdzlenmistir. Bu amagla dort gunlik kaltir sonunda PCL doku

iskelelerine immunofloresan boyama teknigi uygulanmistir. Uygulanan boyama

136



prosedurunun ayrintilari Bolum 3.3.1.4.iv ve Ek 9'da verilmistir. Boyamanin
ardindan kultirin 4. gununde PCL doku iskelelerinin konfokal lazer taramali

mikroskop ile goruntuleri alinmis ve alinan goruntuler Sekil 4.22’de verilmistir.

(e)

Sekil 4.22. PCL doku iskeleleri Uzerinde L929 fare fibroblast hlcre Uremesinin
konfokal lazer taramali mikroskobu ile incelenmesi: %100 PCL Uzerinde Uremis
L929 fare fibroblast hicresi, 4. gun, x40 (a); Dusuk basing su/O, plazmayla
modifiye edilip ardindan oksalil klorUr ile fonksiyonellestiriimis % 100 PCL, 4. gun,
x10 (b); DUsuk basing su/O; plazmayla modifiye edilip ardindan oksalil klordr ile
fonksiyonellestiriimis % 100 PCL, 4. gun, x20 (c); Heparin immobilize edilmis/%
100 PCL, 4. gun, x10 (d); Heparin immobilize edilmis/% 100 PCL, 4. gun, x20 (e).
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Kirmizi renk hucrelerin gekirdegini, yesil renk ise aktin flamentini (F-aktin, sito-
iskeletini) gostermektedir. Sekil 4.22a’da %100 PCL uzerinde uremis tek L929 fare
fibroblast hiucresi goruntilenmistir. Fotograftan hicrenin diger hicrelere ve yuzeye
tutunmak icin iskeletini her yone kollar seklinde yaydigi agikga gorulmektedir.
Hucreler dusuk basing su/O, plazmayla modifiye edilip ardindan oksalil klorir ile
fonksiyonellestirilmis % 100 PCL yuzeyi neredeyse tamamen kaplayacak sekilde
uremigtir (Sekil 4.22b). Ayrica, L929 fibroblast hlcrelerinin dugtik basing su/O;
plazmayla modifiye edilip ardindan oksalil klorlr ile fonksiyonellestiriimis % 100
PCL ylzeyde i-benzeri morfoloji sergilerken (Sekil 4.22c), heparin immobilize
edilmis PCL yuzeyde hicre g¢ekirdeginin daha genis ve tombul oldugu farkli bir
morfolojiye sahip oldugu gorulmustar (Sekil 4.22d, e). PCl doku iskelelerindeki
hicre yodunlugunu anlamak igin yuzeyler tabaka tabaka incelenmis ve her
tabakada yogun hucre varligi gézlenmigtir. PCL yuzeylerden dilimler alinarak elde

edilen ve hucre yogunlugunu gosteren ug-boyutlu goruntuler elde edilmigtir.
4.2.2. NWPF doku iskelelerinin plazma ile modifikasyon galigsmalari

Bu boélumde, NWPF vyapilarin ylzeyinde COOH fonksiyonalitesinin
eldesi/zenginlestirimesi amaciyla disuk basing su/O, ve atmosferik basing

su/hava plazma modifikasyonlari gergeklestirilmistir.

4.2.2.1. Plazma ile modifiye edilen NWPF doku iskelelerinin karakterizasyonu

Duslik basing su/O, ve atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonlarinin
ardindan NWPF doku iskelelerinin karakterizasyon galismalari yapiimis ve elde

edilen sonuglar asagida ayrintili olarak tartigiimistir.

4.2.2.1.i. NWPF doku iskeleleri icin diisiik basing su/O, plazma prosesinin
DoE ile optimizasyonu

NWPF doku iskeleleri igin dusuk basing su/O, plazma prosesinin optimizasyonu
Bolum 3.3.2.3.ii.’de agiklandidi sekilde yapilmistir. Optimizasyon igin su akis hizi,
basing, gu¢ ve zaman olmak Uzere 4 parametre secilmistir. Verilerin istatistiksel
olarak degerlendiriimesi ve kuadratik regresyonlarin hesaplanmasi sonucu
yuzeyde olusan OH ve COOH fonksiyonaliteleri icin elde edilen son esitlikler

asagidaki gibidir:
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OH Floresani (mV)

+119.14655

-4.14948 x su akis hizi

+0.41139 X basing

+0.045918 x gug

+42.82701 X zaman

-0.020999 X su akis hizixbasing

+0.14345 X su akig hizixgug

-0.24210 x su akis hizixzaman

-1.99376x107 x basingxglic

-0.051419 X basingxzaman

-0.23427 X gugxzaman (4.7)
COOH Floresani (mV) =

-5.45709

+5.10874 X su akis hizi

+0.70043 X basing

+1.37729 X gug

+17.41380 X zaman

+7.28637x107 x su akis hizixbasing

-0.049555 X su akis hizixgug

-1.32097 X su akis hizixzaman

-2.55150x10 x basingxgiic

-0.017126 x basingxzaman

-0.10802 X gugxzaman

+9.76492x107 x su akis hizi~

-7.79089x10™ x basing.

-8.15524x10™ X gig.

+1.59831 x zaman- (4.8)

ANOVA veri analizi sonucu, basing, gug¢ ve gugxsu akis hizi parametrelerinin OH
ve COOH fonksiyonalitesinde 6nemli etkilerinin oldugu gorulmustar. COOH

fonksiyonalitesi basing x gug¢ parametresinden son derece etkilenmektedir.

Sekil 4.23 (a) ve (b)de NWPF doku iskelelerinin disuk basing su/O, plazma
modifikasyonunun DoE ile optimizasyonu igin, DoE programina gore rastgele
secilen deneysel girdilere kargi elde edilmesi beklenen OH ve COOH
fonksiyonalitesi gorulmektedir. Her iki grafikte de girilen deneysel verilerle elde
edilmesi beklenen OH ve COOH fonksiyonalitesi arasinda dogrusal bir iligki
saglanmistir.  Ayrica grafiklerde dikkati ¢eken bir diger nokta, sonu¢ NWPF
yuzeylerdeki yiksek OH ve COOH fonksiyonaliteleri simgeleyen acik renklerin

coklugudur.
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Sekil 4.23. DoE programina gore rastgele secilen deneysel girdilere karsi elde
edilmesi planlanan OH (a) ve COOH (b) fonksiyonalitesi (NWPF 6rneklerin dusuk
basing su/O; plazma modifikasyonu igin).

Plazma prosesi boyunca basing, su akis hizi gu¢ ve zaman gibi deneysel
parametrelerin birbiri Gzerine ve OH/COOH fonksiyonalitesi Uzerine etkisini
g6zlemlemek icin DoE programi kullanilarak Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’de verilen
grafikler cizilmistir. Grafiklerde OH ve COOH fonksiyonalitesi Uzerine sirasiyla

basing-su akis hizi, glig-su akis hizi, zaman-su akis hizi, zaman-basing, zaman-
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gug, gucg-basing iligkilerinin etkisi gortlmektedir. Verilen grafiklerde parametrelerin

farkl galigma araliklari Gst isaretiyle (a, a' gibi) simgelenmisgtir.

PCL orneklerin aksine NWPF orneklerde, dusik ve yuksek basing degerlerinde
disuk COOH yogunluguna neden olan dekarboksilasyon gerceklesmistir. OH
fonksiyonalitesi sadece dusuk basingta su akis hiziyla artmaktadir. Yiksek basing
ve su akis hizi peroksit mekanizmasini hizlandirir ve sonucunda dusuk OH

yogunluguna sebep olur (Sekil 4.24a, a', Sekil 4.25a, a').

Gucun ve su akis hizinin duguk ve yuksek degerlerinin her ikisinde de yuksek OH
yogunlugu elde edimektedir. Bunun iki mekanizma sonucu olabilecegi
dusundlmektedir; oksijen radikalleri araciligiyla (dustk degerlerde) ve HO ve/veya
HOO araciligiyla (yuksek gug ve su akis hizinda). NWPF’nin dekarboksilasyonu
muhtemelen ayni parametreler etkisiyle gerceklesmektedir (Sekil 4.24b, b', Sekil
4.25b, b').

Zaman, su/O, plazma prosesi boyunca OH fonksiyonalitesini yavasca
arttirmaktadir. COOH yogunlugunu ise sadece dusik su akis hizlarinda
arttirmaktadir. Dekarboksilasyon prosesinden dolayi, yuksek su akis hizinda
gerceklestirilen uzun sureli plazma modifikasyonu elde edilen COOH yogunlugunu
azaltmaktadir (Sekil 4.24c, ¢, Sekil 4.25¢, c').

OH yogunlugu dusuk basing degerlerinde zamanla artmaktadir. Fakat,
dekarboksilasyon 350 mTorr'un altinda gergeklesmektedir (Sekil 4.24d, d', Sekil
4.25d, d').

NWPF yuzeylerde guc¢ ve zamanin her ikisi de OH yogunlugunu arttirmaktadir.
Fakat ylksek gugte uzun sireli modifikasyonun COOH yogunlugunu azalttigi
dolayisiyla dekarboksilasyonu arttirdigi goézlenmistir (Sekil 4.24e, e', Sekil 4.25e,
e).

DuslUk basingta glcun arttinimasiyla yiuksek OH yogunlugu elde edilmektedir.
Dusuk basing degerlerinde gorulen yuksek dekarboksilasyon nedeniyle basincin,
karboksil fonksiyonalitesinde gligten daha etkin oldugu soylenebilir (Sekil 4.24f, f'
Sekil 4.25f, f').
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Sekil 4.24. Plazma parametrelerinin birbiri Uzerine ve OH fonksiyonalitesi tUzerine
etkisi (3 boyutlu grafikler): Basing-su akis hizi iligkisi (a), (a'); Gilg-su akis hizi
iligkisi (b), (b'); Zaman-su akis hizi iliskisi (c), (c'); Zaman-basing iligkisi (d), (d');
Zaman-gig iliskisi (e), (e'); Glg-basing iliskisi (f), (f') (NWPF o6rneklerin disik
basing su/O; plazma modifikasyonu igin).
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Sekil 4.25. Plazma parametrelerinin birbiri Gzerine ve COOH fonksiyonalitesi
Uzerine etkisi (3 boyutlu grafikler): Basing-su akis hizi iligkisi (a), (a'); Glg-su akis
hizi iligkisi (b), (b'); Zaman-su akis hizi iligkisi (c), (¢'); Zaman-basing iligkisi (d),
(d"); Zaman-gug iliskisi (e), (e'); Glig-basing iliskisi (f), (f') (NWPF 6rneklerin disiik
basing su/O; plazma modifikasyonu igin).

Tum bu istatistiksel ve grafiksel degerlendirmelerin ardindan, su/O, plazmayla
modifiye edilmis NWPF oOrneklerde maksimum OH fonksiyonalitesini elde etmek
icin gerekli optimum parametreler DoE programi ile belirlenmis ve Cizelge 4.12’de
verilmigtir. DoE programina gore, OH floresan sinyalini maksimum dizeyde elde
edebilmek igin 1 nolu deney Onerilmistir. Fakat 3 numarali deney parametreleri
ileriki galismalar icin secilmistir. Bunun nedeni ise, 3 nolu deney parametrelerinin
daha 6nce DoE programi tarafindan rastgele segcilerek yurutilen Cizelge 3.3'de
(Bolum 3.3.2.3.ii) verilen 1 nolu deney parametreleriyle ayni olusu ve bu
parametrelerde en ylksek OH floresan sinyaline ulagiimasidir (Cizelge 4.12).

Ayrica gizelgeden goruldugu gibi, DoE programina gore belirlenen ilk 27 deneyin
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istek katsayisi 1'dir, yani ileriki ¢alismalar icin ilk 27 deneyin herhangi birisinin

secilmesi sonucu ¢ok farklilastirmayacaktir.

Cizelge 4.12. Su/O; plazmayla modifiye edilmis NWPF 6rneklerde maksimum OH

fonksiyonalitesini elde etmek icin gerekli optimum parametreler.

OH Floresan

Su akig .. . " s ]
Deney (cr:I37(Ii " (?:'%')r:% ((5‘;\1,)9 ?:I?)a 5('::::‘)" Istek
1 14.66 225.41 109.79 3.20 274.55 1.000 | Onerilen
2 14.91 236.30 109.55 3.36 272.936 1.000
3 14.30 200.00 110.00 3.50 280.455 1.000 | Secilen
4 14.90 200.84 105.00 3.48 279.227 1.000
5 14.30 200.00 110.00 1.50 273.833 1.000
6 14.27 208.82 108.80 2.25 272.778 1.000
7 14.41 209.12 108.62 2.27 273.43 1.000
8 14.68 213.59 109.89 1.54 273.84 1.000
9 14.46 204.41 108.40 1.62 272.362 1.000
10 14.85 202.53 108.76 2.78 279.765 1.000
11 14.43 210.53 108.24 2.25 272.768 1.000
12 14.79 220.33 108.50 2.58 273.95 1.000
13 14.97 221.01 107.23 2.62 273.515 1.000
14 14.50 219.89 105.93 3.45 272.282 1.000
15 14.69 217.65 105.54 3.24 272.889 1.000
16 14.95 215.19 106.38 3.32 276.165 1.000
17 14.44 214.08 108.17 2.35 272.261 1.000
18 14.57 215.22 106.72 2.73 272.374 1.000
19 14.61 202.91 101.91 3.15 272.46 1.000
20 14.42 219.05 109.21 3.02 273.84 1.000
21 14.98 237.78 109.60 2.78 272.196 1.000
22 14.77 203.48 105.58 3.33 277.644 1.000
23 14.81 206.24 106.95 1.66 272.506 1.000
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Cizelge 4.12. devam ediyor.

24 13.71 210.07 | 108.67 3.43 272.537 1.000
25 14.54 207.54 | 106.86 2.22 272.372 1.000
26 14.93 216.00 | 109.88 2.64 277.627 1.000
27 14.63 201.70 | 102.93 2.84 272.474 1.000
28 15.00 234.75 | 110.00 1.50 271.828 0.998
29 15.00 239.90 | 110.00 1.50 270.797 0.988
30 14.99 247.51 110.00 2.98 270.237 0.982
31 15.00 243.29 | 110.00 1.50 270.115 0.981
32 15.00 261.40 | 110.00 1.50 266.493 0.943
33 15.00 293.85 | 110.00 1.50 260.007 0.876
34 14.99 310.29 | 110.00 1.50 256.685 0.842
35 15.00 320.63 | 110.00 1.50 254.647 0.821
36 5.00 399.99 50.09 3.50 251.836 0.792
37 5.02 400.00 50.04 3.42 251.02 0.784
38 5.00 357.74 50.00 3.50 250.783 0.781
39 5.00 353.14 50.00 3.50 250.657 0.780
40 5.00 330.05 50.00 3.50 250.043 0.774
41 5.00 315.32 50.05 3.50 249.613 0.769
42 5.00 275.38 50.00 3.50 248.581 0.759
43 5.00 278.73 50.54 3.50 248.34 0.756
44 5.00 256.59 50.00 3.49 247.968 0.752
45 5.00 399.54 50.00 3.02 247.443 0.747
46 5.09 200.00 50.00 3.50 246.374 0.736
47 13.44 200.00 71.65 3.50 245.828 0.730
48 5.00 200.00 52.79 3.50 245.285 0.725
49 15.00 200.00 59.13 3.50 235.268 0.621
50 5.00 400.00 50.00 1.63 234.502 0.613
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4.2.2.1.ii. NWPF doku iskeleleri icin atmosferik basin¢ su/hava plazma
prosesinin DoE ile optimizasyonu

Bolum 3.3.2.3.iii'de aciklandigi sekilde su akig hizi, gug ve zaman parametrelerinin
secilmesiyle DoE vyazilim programi kullanilarak NWPF doku iskeleleri igin
atmosferik basing su/hava plazma prosesinin optimizasyonu gerceklestirilmigtir.
Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi ve kuadratik regresyonlarin
hesaplanmasi sonucu yuzeyde olusan OH ve COOH fonksiyonaliteleri icin elde

edilen son egitlikler agsagidaki gibidir:

OH Floresani (mV) =

+41.64378

+0.65335 x gug

+0.54082 x akis hizi

-6.14284 X zaman

-3.05611x10 x glicxakis hizi

+0.29629 X gugxzaman

-0.053413 x akisxzaman 4.9)

COOH Floresani (mV) =

+179.71024

-0.92230 x gug

+0.19146 x akis hizi

+25.17058 X zaman

+6.23946E-004 x gucxakis hizi

-0.039483 X ak|§2h|2|xzaman

+1.71218x10° xgig

-1.28980x10™ x akis hizi (4.10)

ANOVA veri analizi sonuglarina gore, OH yogunlugu uzerine gugxhava akis hizi
ve giigxzaman, COOH yogunlugu (zerine ise zamanxhava akis hizi, akis hizi?

parametrelerinin 6nemli etkileri oldugu goralmustar.

NWPF doku iskelelerinin atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonunun
DoE ile optimizasyonu igin, DoE programina gore rastgele secilen deneysel
girdilere karsi elde edilmesi beklenen OH ve COOH fonksiyonalitesi $ekil 4.26 (a)
ve (b)de gorulmektedir. Grafiklerden, girilen deneysel verilerle elde edilmesi
beklenen OH ve COOH fonksiyonaliteleri arasinda dogrusal bir iliski saglandigi
gorulmektedir. Ayrica, grafiklerde dusik OH ve COOH fonksiyonalitelerini
simgeleyen mavi renklerin yok denecek kadar az olusu, fakat yuksek

fonksiyonaliteyi gosteren acik renklerin fazlahgi dikkati gekmektedir. Ozellikle ikinci
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grafikte oldukga yiksek COOH fonksiyonalitesini gosteren ¢ok sayida kirmizi renk

yer almigtir.
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Sekil 4.26. DoE programina gore rastgele secilen deneysel girdilere karsi elde
edilmesi planlanan OH (a) ve COOH (b) fonksiyonalitesi (NWPF orneklerin
atmosferik basing su/hava plazma modifikayonu igin).

Plazma prosesi boyunca akis hizi, gu¢ ve zaman gibi deneysel parametrelerin
birbiri Gzerine ve OH/COOH fonksiyonalitesi tzerine etkisini gézlemlemek icin DoE

programi kullanilarak Sekil 4.27 ve Sekil 4.28'de verilen grafikler gizilmistir.
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Sekil 4.27. Plazma parametrelerinin birbiri Uzerine ve OH fonksiyonalitesi tzerine
etkisi (3 boyutlu grafikler): Akis hizi-glg iliskisi (a), (a'); Zaman-gig iligkisi (b), (b');
Zaman-akis hizi iligkisi (c), (¢') (NWPF orneklerin atmosferik basing su/hava
plazma modifikasyonu igin).
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Sekil 4.28. Plazma parametrelerinin birbiri tGzerine ve COOH fonksiyonalitesi
Uzerine etkisi (3 boyutlu grafikler): Akis hizi-gig iliskisi (a), (a'); Zaman-gug iligkisi
(b), (b'); Zaman-akis hizi iligkisi (c), (c') (NWPF o&rneklerin atmosferik basing
su/hava plazma modifikasyonu igin).

Grafiklerde OH ve COOH fonksiyonalitesi Uzerine sirasiyla akis hizi-glg, zaman-
gl¢ ve zaman-akis hizi iligkilerinin etkisi goértlmektedir. Verilen grafiklerde

parametrelerin farkli calisma araliklar Ust isaretiyle (a, a' gibi) simgelenmistir.
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Gulcun ya da akis hizinin yuksek olmasi OH yogunlugunu arttirmakta, fakat ayni
anda her ikisinin de yuUksek oldugu degerlerde bunun gegerli olmadigi
gorulmektedir. COOH fonksiyonalitesi, hava akis hiziyla maksimum, gugcle

minimum degerler sergilemektedir (Sekil 4.27a, a', Sekil 4.28a, a').

Hava akis hizi 500 cm®/dk oldugunda giiciin ve zamanin OH yogunlugu {zerine
ayni etkiyi gOsterdigi gozlenmistir. Yuksek glcte vel/veya wuzun sureli
modifikasyonda dusuk OH fonksiyonalitesi elde edilmektedir. Fakat dusik gugte
ve kisa sureli modifikasyonda muhtemelen alifatik zincirlerin oksidasyon
mekanizmasi sonucu oldukga yuksek OH yogunluguna ulagiimaktadir. Kisa sureli
modifikasyonlarda COOH yogunlugu azalmaktadir (Sekil 4.27b, b', Sekil 4.28b, b'").

OH ve COOH yogunlugu zaman ve akis hiziyla artmaktadir, fakat ¢ok yuksek
degerlere c¢ikildiginda OH ve COOH yogunlugunda bozunma sonucu azalma
gorilur (Sekil 4.27c¢, ¢!, Sekil 4.28¢, c¢').

Tam bu istatistiksel ve grafiksel degerlendirmelerin ardindan, atmosferik basing
su/hava plazmayla modifiye edilmis NWPF o6rneklerde maksimum OH
fonksiyonalitesini elde etmek icin gerekli optimum parametreler DoE programi ile
belirlenmis ve Cizelge 4.13'de verilmistir. DoE programina goére, OH floresan
sinyalini maksimum duzeyde elde edebilmek i¢in 1 nolu deney onerilmistir. Fakat 8
numarall deney parametreleri ileriki calismalar igin segilmistir. Bunun nedeni ise, 8
nolu deney parametrelerinin daha 6nce DoE programi tarafindan rastgele
secilerek vyurutilen Cizelge 3.4’te (Bolum 3.3.2.3.iii)) verilen 17 nolu deney
parametreleriyle ayni olusudur. Ayrica Cizelge 4.13'de géruldigu gibi, DoE
programina gore belirlenen tum deneylerin istek katsayisi 1°dir.

Cizelge 4.13. Su/hava atmosferik plazmayla modifiye edilmis NWPF o6rneklerde
maksimum OH fonksiyonalitesini elde etmek icin gerekli optimum parametreler.

. .. OH Floresan
Deney ((;VL\‘I;} ﬁ:er%/':illf)l ?:I?; s(irr:Kla)li istek
1 62.03 854.41 3.13 277.606 1.000 Onerilen
2 138.63 205.70 4.77 270.462 1.000
3 83.06 816.05 1.40 295.057 1.000
4 185.48 114.10 3.35 302.939 1.000
5 84.54 809.48 1.26 294.972 1.000
6 54.81 664.18 1.26 293.532 1.000
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Cizelge 4.13. devam ediyor.

7 159.67 313.33 4.33 268.386 1.000
8 70.00 738.00 1.81 283.681 1.000 Segilen
9 58.17 838.82 2.4 302.889 1.000
10 190.46 176.57 2.84 274.654 1.000
11 51.82 745.61 2.65 279.649 1.000
12 187.16 179.01 3.87 312.145 1.000
13 170.00 262.00 4.19 284.941 1.000
14 62.44 844.67 3.30 269.954 1.000
15 181.96 415.04 4.77 276.239 1.000
16 184.24 204.87 3.76 278.411 1.000
17 85.55 887.07 1.61 300.055 1.000
18 53.20 813.91 3.17 276.784 1.000
19 184.31 257.47 3.30 270.841 1.000
20 73.06 763.71 2.27 274.476 1.000
21 49.69 807.35 1.10 350.236 1.000
22 156.80 198.85 4.71 296.11 1.000
23 145.90 214.51 4.44 271.05 1.000
24 158.51 222.06 3.84 269.043 1.000
25 31.11 896.03 1.83 379.224 1.000
26 56.02 876.60 3.15 287.726 1.000
27 169.09 235.51 3.73 274.727 1.000
28 133.61 174.92 4.93 270.876 1.000
29 52.19 892.16 3.44 284.071 1.000
30 72.06 881.10 2.88 279.599 1.000
31 171.72 130.64 3.70 295.653 1.000
32 199.39 127.39 2.61 283.691 1.000
33 199.85 269.91 3.58 291.762 1.000
34 181.02 330.89 3.94 273.342 1.000
35 67.38 726.27 2.32 270.92 1.000
36 81.58 813.43 1.82 285.786 1.000
37 141.65 169.07 4.29 267.479 1.000
38 194.84 382.48 4.88 300.203 1.000
39 138.28 107.09 4.71 281.681 1.000
40 179.56 200.94 3.52 285.243 1.000
41 69.24 719.04 1.19 294915 1.000
42 58.65 828.15 3.10 277172 1.000
43 175.98 201.85 3.23 271 1.000
44 98.32 835.24 1.30 278.45 1.000
45 57.60 766.60 2.79 275.017 1.000
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4.2.2.1.iii. ESCA (Electron spectroscopy for chemical analysis) analizi

NWPF yapilarin dusik basing su/O; plazma ve atmosferik basing su/hava plazma
modifikasyonlari 6ncesi ve sonrasi ESCA analizleri yapilarak yuzey tarama
spektrumlari alinmis ve spektrumlar Ek-17, Ek-18 , Ek-19 ve Ek-20’de verilmigtir.
Cizelge 4.14, NWPF yapilarin ESCA ylUzey tarama spektrumlarindan hesaplanan
kimyasal bilesimlerini gostermektedir. Cizelge 4.14’den goéruldugu gibi modifiye
edilmis ve modifiye edilmemis NWPF yapilarin hepsi C1s ve O1s olmak tUzere iki
ana pik icermektedir. Calismaya baslamadan 6nce modifiye edilmemis NWPF
yapida gorulen silikon kontaminasyonunu gidermek icin NWPF 6rnekler hidrojen
plazmayla muamele edilmigtir. Hidrojen plazma modifikasyonu sonucu NWPF
yapidaki Si kontaminasyonu giderilmis, fakat orjinal yapidaki C1s (63.7) ve O1s
(27.1) yuzde degerlerinin korunamadigi goérulmustir. Bu nedenle plazma
modifikasyonlarinin ardindan vyapidaki C1s ve O1s ylzde degisimlerini
degerlendirmek gugtar.

Cizelge 4.14. NWPF oOrnekler icin ESCA yuzey taramasi sonucu hesaplanan
kimyasal bilesimler.

Atomik yuzde (%)
NWPF C1s 0 1s

Modifiye edilmemis 60.5 39.5
Atmosferik basing su/hava plazma ile 61.6 38.4
modifiye edilmis

Dusuk basing su/O, plazma ile modifiye 67.1 32.9
edilmis

Oksalil klorur ile fonksiyonalize edilmis 61.2 38.8

Sekil 4.29'da modifiye edilmemis ve modifiye edilmis NWPF vyapilar igin C1s
yuksek ¢ozunurluk ESCA spektrumlari gorulmektedir. Ayrica NWPF yapilar icin
C1s bilesenlerinin aromatik pike oranla % dagihimlari hesaplanmis ve degerler
Cizelge 4.15°de verilmistir. ESCA analizleri sonucu, NWPF polimerinin PCL’e goére
dekarboksilasyona karsi daha hassas oldugu gozlenmistir. NWPF yuzeylerde
atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonu sonucu, dusik basing su/O;

plazma modifikasyonuna gore daha fazla C —OH fonksiyonalitesi elde edilmistir.
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Fakat, prosesin daha fazla dekarboksilasyona neden oldugu aciktir (Sekil 4.29 ve
Cizege 4.15). Ayrica, C —OH'in baglanma enerjisi C * — O — CO grubunun
baglanma enerjisine oldukg¢a yakin oldugundan NWPF gibi poliester turt yuzeyler
icin bu durumda alkol fonksiyonalitesini degerlendirmek oldukga zordur. Dusuk
basing su/O, plazma modifikasyonunun ardindan gercgeklestirilen oksalil klortr
fonksiyonalizasyonu NWPF yuzeydeki OH gruplarini karboksil fonksiyonalitesine
donusturmektedir. Fakat, serbest karboksil gruplari ve ester gruplari hemen
hemen ayni baglanma enerjisine sahip oldugundan bu gruplarin ylksek
¢ozunlurlik C1s spektrumundan degerlendiriimeleri dogru dedildir. Serbest
karboksil gruplarini belirlemek icin tez kapsaminda floresan isaretleme proseduri

kullaniimistir.
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Sekil 4.29. NWPF ornekler icin yuksek c¢ozunurlik C1s ESCA spektrumlari:
modifiye edilmemis (a); atmosferik basing su/hava plazma ile modifiye edilmis (b);
duguk basing su/O; plazma ile modifiye edilmig (c); Oksalil klorur ile fonksiyonalize
edilmis (d).
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Cizelge 4.15. NWPF yapilar igin C1s bilesenlerinin aromatik pike (284.7 eV) oranla
% dagilimlari.

C 1s (%)
NWPF COO0, COOH C-0 C- OH
(288.56 eV) (286.13 eV) | (286.69 eV)
Modifiye edilmemis 24.79 74.6 -
Atmosferik basing¢ su/hava 11.73 9.85 18.26

plazma ile modifiye edilmis

Dusuk basing su/O, plazma 25.05 7.87 9.8
ile modifiye edilmig

Oksalil klorur ile 23.04 21.56 19.14
fonksiyonalize edilmis

4.2.2.2. NWPF doku iskelelerinin biyolojik modifikasyonu

Sunulan tez calismasinin bu kisminda disuk basing su/O, plazma modifikasyonu
ve ardindan oksalil klorur fonksiyonalizasyonu sonucu yuzeyinde karboksil gruplari
olusturulan NWPF doku iskelelerine uzatici kol PEO takilmis ve takilan bu uzatici
kol varliginda insllin ve heparin biyolojik molekullerinin  immobilizasyonu
gerceklestiriimistir.  Biyolojik modifikasyonu tamamlanan NWPF ylzeylerin

karakterizasyon ¢aligmalari sonucu elde edilen sonuglar asagida tartigiimigtir.

4.2.2.2.i. Biyolojik olarak modifiye edilmis NWPF yiizeylerin kantitatif analizi

Duslk basing su/O; plazma ve oksalil klorir fonksiyonalizasyonu sonrasi NWPF
yuzeylere uzatici kol PEO varliginda insulin veya heparin biyolojik molekillerinin
immobilizasyonu gematik olarak Sekil 4.17'de (Bolum 4.2.1.2.i) verilmigtir.
immobilizasyon disiik basing su/O; plazma ve oksalil kloriir fonksiyonalizasyonu
sonrasi NWPF yuzeylerde olusturulan/zenginlestirilen karboksil gruplari (Bélim

3.3.1.1, Sekil 3.3) GUzerinden yuratalmustar.

Uzatict kol kullanimi ile immobilize biyosinyal molekulinin esnekligi
arttirilabilmektedir. Liu ve grubu tarafindan (1992), fibroblast hlcre Uremesinin
uzatici kol yardimiyla arttirildigi gézlenmistir. Ayrica, uzatici kol PEG (polietilen

glikol)  kullanilarak  biyolojik  molekullerin  immobilizasyonu asamasinda
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biyomolekiller araylizeylerde stabilize edilmis ve bdylece proteinlerin spesifik
olmayan adsorpsiyonu bir miktar azaltlmigtir (Van de Vondele et al., 2003).
Uzatict kol kullaniminin  biyolojik molekullerin  immobilizasyonu ve hucre
uremesindeki pozitif etkisi géz 6nline alinarak, sunulan tez galismasinda instlin ve
heparin biyolojik molekillerinin plazma-destekli modifikasyonunun (su/O, plazma
modifikasyonu ve ardindan oksalil klorur fonksiyonalizasyonu) ardindan NWPF
yuzeylere immobilizasyonu uzatici kol PEO varliginda gergeklestiriimigtir. PEO
immobilizasyonu igin baslangic PEO konsantrasyonunu belirlerken PCL ile ilgili
bdlimde (Bolum 4.2.1.2.i) belirtildigi gibi genis bir literatlr taramasi yapilmis ve
immobilizasyon igin fazla miktarda PEO (0.05 M) kullaniimasina karar verilmistir
(Ito et al., 1993; Kim et al., 2000). NWPF yuzeylere takilan PEO miktari Bolim
3.3.1.4.i’"de verilen ydnteme gore tayin edilmis ve 264.77 nmol/cm? (0.26

umol/cm?) olarak bulunmustur (Cizelge 4.16).

insiilinin  NWPF yiizeylere immobilizasyonu PCL yiizeylerde oldugu gibi iki
basamakta gerceklestirilmistir. Bunlar PEO takii NWPF yuzeylerin WSC (suda
¢Ozunur karbodiimid) ile aktivasyonu ve ardindan insulinin immobilizasyonu
basamaklaridir. Onceki ¢alismalarimizda baslangi¢ insiilin konsantrasyonu ve
immobilizasyon suresi olmak Uzere iki parametrenin immobilizasyon prosedurine
etkisi belirlenmis (Turkoglu, 2001; Gumusderelioglu and Turkoglu, 2002) ve
ayrintih - bilgi Bolum 4.2.1.2.i’"de verilmigtir. 200 pg/ml baslangi¢ insulin
konsantrasyonu kullanildiginda plazma destekli modifikasyonun ardindan NWPF
yiizeylere PEO varli§inda immobilize edilen insiilin miktari 146.09 nmol/cm?
(837.61 ug/cm?) olarak bulunmustur (Cizelge 4.16). Sasmazel ve arkadaslari
(2007) tarafindan, PEO’nun, 1slak kimya yontemleri kullanilarak gergeklestirilen

insulin immobilizasyonunda etkinligi kanitlanmistir.

PCL ile ilgili bélimde (Bolim 4.2.1.2.i) séylendidi gibi, ayrintili literattr taramasinin
ardindan heparin immobilizasyonu igin baslangi¢ konsantrasyonu 1 mg/ml olarak
belirlenmistir (Kang et al., 1996; Sasisekharan and Venkataraman, 2000).
Tarafimizdan  heparinin  uzatici kol kullanmadan polimerik  yuzeylere
immobilizasyonu daha Once arastiriimamistir. Fakat, literaturde gerceklestirilen
caligsmalar heparinin uzatici kol PEG (polietilen glikol) varhiginda immobilize
edildiginde dogrudan immobilizasyonuna goére aktivitesinde artis oldugunu

go6stermigstir (Chen et al., 2005). Bu nedenle heparinin NWPF ylzeylere dogrudan
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degil de PEO varliginda immobilizasyonu tercih edilmistir. NWPF ylzeylere
immobilize olan heparin miktari (4.81 nmol/cm?) Boélim 3.3.1.4.ii’"de verilen

yontemin kullaniimasiyla tayin edilmistir (Cizelge 4.16).

Grubumuz tarafindan islak kimya ydntemleri kullanilarak NWPF yapilara PEO
varliginda insulin immobilize edilmis ve immobilize olan insulin miktari 84.45
Hg/cm? olarak bulunmustur (Sasmazel et al., 2007). Ayni NWPF yapilara plazma
destekli fonksiyonalizasyon tekniginin kullaniimasiyla, PEO varliginda immobilize
edilen insulin miktarinda onceki degerimizden yaklasik 10 kat artis saglanmistir.
Ayrica literatiirde oksijen plazma modifikasyonu uygulanip ardindan akrilik asit
takilan PET yapilara immobilize edilen PEO ve insilin miktarlari da sunulan
calismada bulunan degerlerden oldukga dusuktur (Kim et al., 2000). Elde edilen
bu yuksek immobilizasyon degerleri NWPF yuzeylere uygulanan su/O;, plazma
modifikasyonunun  ve oksalil klorlir fonksiyonalizasyonunun  etkinligini

gOstermektedir.

Dastk  basing  su/O; plazma modifikasyonu ve  oksalil Klorar
fonksiyonalizasyonunun ardindan NWPF ve PCL yuzeylere immobilize olan
biyolojik molekullerin miktarlarina bakildiginda, degerlerin PCL yuzeyler i¢in daha
yuksek oldugu gorilmektedir. Bunun nedeni, su/O;, plazma modifikasyonu sonucu
PCL yuzeylerde NWPF vyuzeylerden daha yuksek OH fonksiyonalitesi elde
edilmesidir (Bolum 4.2.1.1.ii, Cizelge 4.4 ve Bolum 4.2.2.1.i, Cizelge 4.12). Plazma
modifikasyonu sonucu yuzeylerde elde edilen OH fonksiyonalitesi hedeflenen
COOH fonksiyonalitesini etkileyecek ve sonu¢ COOH fonksiyonalitesindeki
degdisim, immobilize olan biyolojik molekullerin miktarlarina yansiyacaktir.

Cizelge 4.16. NWPF yapiya dusuk basing su/O, plazma yontemiyle takilan PEO,
ve immobilize edilen insulin/heparin miktarlari.

immobilize olan miktar (nmol / cm?)
Substrat :
PEO Inslin Heparin
NWPF 264.77+0.03 146.09+0.07 4.81+0.14

158



4.2.2.2.ii. ESCA (Electron spectroscopy for chemical analysis) analizi

Biyolojik molekullerin (PEO, insulin ve heparin) immobilizasyonu O©ncesi ve
sonrasi, NWPF yapilarin ESCA analizleri yapilarak ylizey tarama spektrumlari
alinmis ve spektrumlar Ek-17, Ek-21, Ek-22 ve Ek-23’de verilmigtir. Beklenildigi
gibi, modifiye edilmemis NWPF ESCA ylzey tarama spektrumunda C1s
(baglanma enerjisi, 285 eV) ve O1s (baglanma enerijisi, 532 eV) olmak Uzere iki
ana pik gorulmuastir. NWPF polimerik yapiya biyolojik  molekullerin
immobilizasyonu sonrasi, C1s ve O1s piklerine ek olarak spektrumda N1s
(baglanma enerjisi, 400 eV) ve S2p (baglanma enerjisi, 165 eV) pikleri
gozlenmistir. NWPF’de gobzlenen bu yeni pikler, hedeflenen immobilizasyonlarin
basarili bir sekilde gerceklestigini kanitlamaktadir. NWPF yapilarin ESCA yuzey
tarama spektrumlarindan hesaplanan kimyasal bilesimleri Cizelge 4.17°'de
g6rulmektedir. PEO takilil NWPF ylzeyde gorilen azot bileseni PEO’in ucunda yer
alan amin gruplarindan  kaynaklanmaktadir. NWPF vyapiya insulinin
immobilizasyonundan sonra PEO takili NWPF yuzeydeki oksijen igerigi dusmus,
fakat yapidaki azot igeriginin % 2.6’dan 6.7'ye yukseldigi gorulmustur. Azot
icerigindeki bu artig, insulindeki amid bagini simgelemektedir. Ayrica insulin
immobilize NWPF yapisinda insulinde yer alan disulfit baglarindan kaynaklanan %
2.3 oraninda kukurt goérulmuagstur. Heparin immobilizasyonundan sonra NWPF’deki
oksijen igeriginin PEO takili NWPF ylzeydekinden daha diusuk oldugu goralmustar
(% 23.4). Oksijen icerigindeki bu disus yine heparin immobilizasyonu ile NWPF’ye
katilan N1s ve S2p piklerinden kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.17. NWPF ornekler icin ESCA yuzey taramasi sonucu hesaplanan
kimyasal bilesimler.

Atomik yuzde (%)
NWPF C1s O 1s N 1s S 2p
Modifiye edilmemis 60.5 39.5 - -
PEO takili 58.4 39.0 2.6 -
insdlin immobilize 53.9 37.1 6.7 2.3
Heparin immobilize 63.2 234 11.5 1.9
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Sekil 4.30'da biyolojik molekillerin immobilizasyonu 6ncesi ve sonrasi NWPF
yapilar igin C1s yuksek c¢ozunurluk ESCA spektrumlari gorilmektedir. Ayrica
NWPF vyapilar igin C1s bilesenlerinin aromatik pike oranla % dagilimlar
hesaplanmis ve degerler Cizelge 4.18'de verilmistir. NWPF ylzeylere baglanan
etilen oksit zincirlerinden dolayi PEO takili NWPF ylzeylerde olduk¢a yogun C — O
piki gériilmustiir. insilin immobilize ediimis NWPF yapilarin C1s pikinde 288.00
eV’'da muhtemelen protein zinzirinin amid fonksiyonalitesinden gelen bir omuz
gorulmektedir. Fakat ayni bolgede karbonil fonksiyonalitesi de bulunmaktadir.
Ayrica, 286.0 eV’daki amin fonksiyonalitesi PET yapisindan gelen C— O pikine
(286.2 eV) c¢ok yakin oldugu icin spektrumlardan bu fonksiyonaliteleri
degerlendirmek oldukga zordur. Heparin immobilize edilmis NWPF yuzeyler
heparinin sahip oldugu glukan yapisindan kaynaklanan O — C — O bagi nedeniyle
farkh sekilde bir C1s spektrumu sergilemistir. Kikart, oksijenle glukan ana zincirine
bagdli oldugundan C1s pikinde goérilememigstir, fakat oldukga genis olan O1s
spektrumunda gorulebilecegi beklenmektedir. Biyolojik molekullerin
immobilizasyonu 6ncesi ve sonrasi NWPF yapilardan elde edilen ESCA ylzey
tarama ve yuksek ¢ozunudrlik C1s spektrumlari ile biyolojik molekullerin NWPF
yuzeylere immobilizasyonu kanitlanmistir.

Cizelge 4.18. NWPF ornekler icin C1s bileseninin aromatik pike (284.7 eV) oranla
% dagilimi.

C 1s (%)
NWPF COO, COOH 0-C-O, CON C-0
(288.7 eV) (288.0 eV) (286.2 eV)
Modifiye edilmemis 24.79 - 74.64
PEO takili 21.01 2.80 156.02
insiilin immobilize 17.78 25.26 77.06
Heparin immobilize 19.62 15.81 26.67
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Sekil 4.30. NWPF ornekler igcin C1s ESCA spektrumu: modifiye edilmemis (a);
PEO takili (b); instlin immobilize (c); heparin immobilize (d).

4.2.2.3. Hiicre kiiltiir calismalari

Hucre kultir g¢ahsmalart % 10 (hacimce) FBS varliginda Boélim 4.2.1.3'de
kullanilan L929 fare fibroblast hucreleri ile yurutilmastir. PCL ile ilgili bélumde
(Bolum 4.2.1.3) Sekil 4.19'da PS petri kaplarinda Gremis L929 fare fibroblast

hicrelerinin 2.gln sonunda gekilmis optik fotografi verilmistir.

Hicre lGiremesi (MTT yontemi)

Bu boliumdeki calismalar bes tir NWPF doku iskelesi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Bunlar; temiz/NWPF (dusuk basing H, plazma ile modifiye
edilmis/NWPF), dusik basing su/O, plazma ile modifiye edilmis ve ardindan
oksalil klorur ile fonksiyonellestiriimis/NWPF, PEO takil/NWPF, insulin immobilize
edilmis/NWPF, heparin immobilize edilmis/NWPF doku iskeleleridir. NWPF doku
iskelelerinde Ureyen L929 fibroblastlarinin mitokondriyal redoks aktiviteleri,
MTT’nin mitokondriyal suksinat dehidrogenaz enzimleri tarafindan formazana
indirgenmesiyle degerlendirilmistir. MTT’nin formazana indirgenmesi hucre
metabolizmasini yansitmaktadir. Sekil 4.31, bes tir NWPF doku iskelesine ait
kaltarin farkh gunlerindeki formazan absorbanslarini gdstermektedir. Calisma

oncesi yapilan ESCA analizi sonucu NWPF yapilarda gorilen Silisyum
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kontaminasyonunu gidermek igin ornekler H, plazma ile sterilize edilmistir (10
mTorr basing altinda, 2 dakika sureyle). Kultirin erken donemlerinde (2.gun),
sterilizasyon amaciyla dusuk basing H, plazmayla modifiye edilmis NWPF ve
disuk basing su/O, plazmayla modifiye edilip ardindan oksalil klortrle
fonksiyonalize edilmis NWPF doku iskelelerindeki hicre tremesinin birbirine ¢ok
yakin oldugu gorulmustar. Literatirde H,O, (hidrojen peroksit) gaz plazmayla
sterilizasyon yaygin olarak kullaniimaktadir (Akitsu et al., 2005; Tessarolo et al.,
2006). Calismada H; plazmayla muamele edilen NWPF ylzeyler plazma
prosesinin ardindan agik laboratuvar kosullarina maruz birakildidi i¢in yuzeylerde
hidrojen peroksitlerin olusmasi mumkindur. Cheung ve grubu (2007) tarafindan
yapilan bir calismada, hicre yuzey reseptorlerinin aktivasyonu sonucu gegici
olarak hicre membraninda olugsan hidrojen peroksitlerin B lenfositlerde bulunan
cesitli proteinlerin sinyal aktarimlarindaki ve islevselliklerindeki pozitif etkisi
kanitlanmistir. Plazma modifikasyonunun polimerik substratlarin kimyasini ve
topografisini degistirdigi bilinmektedir (Inagaki, 1996). Ayrica plazma teknigi ile
modifiye edilen ylzeylere gesitli fonksiyonel gruplar takilabilmektedir (Oehr, 2003).
Ar, Oz, N2 plazma gibi gesitli plazmalarla modifiye edilen ylzeylerde modifikasyon
sonrasi genellikle acik hava ile temas sonucu oksijen igeren gruplar
olusturulmaktatir. Bu ylUzeylerin protein ve hicre yapismasini destekledigi
bilinmektedir (Detomaso et al., 2005). Ertel ve grubu (1990), polistiren ve PET
substratlarda RF plazma ile biriktirilen oksijen iceren filmlerin endotel hicrelerin
uremesini arttirdigini bulmustur. Hsu ve Chen (2000), plazma yoluyla politretan
yuzeylere asilanan L-laktat yuzeylerde (¢ok fazla karboksil grubu igceren) modifiye
edilmemis yuzeylere nazaran oldukga yuksek fibroblast ve endotel hiicre yapisma
hizina ulasmislardir. Ayrica, literatirdeki pek ¢ok arastirmaci tarafindan karboksil
grubu iceren polimerik yuzeylerin hucre yapigmasindaki onemi kanitlanmistir
(Ramsey et al., 1984; van Wachem et al., 1985; van Wachem et al., 1987; Vogler
and Bussian, 1987; Lee and Lee, 1993). Kim ve arkadaslari (1999), hicre
uremesinin ve ekspresyonunun substratin kimyasal Ozellikleriyle
dizenlenebilecedini gostermistir. Duslik basing H, plazma ile modifiye edilmis ve
su/O; plazma ile modifiye edilip ardindan oksalil klorur ile fonksiyonalize edilmig
NWPF ylzeylerde gorulen iyi hicre dremesinin, plazma prosesleri sonucu NWPF
yuzeylerde olusan fonksiyonel gruplardan ve yuzey topografisindeki degisimlerden

kaynaklandigi dusunUlmektedir. L929 fare fibroblast hiicre Uremesi PEO

162



molekulinin NWPF yapiya takilmasiyla daha ¢ok arttiriimistir (Kultariin 2. ve 4.
gunleri). PEO immobilize polimerik yuzeylerin hidrofilik 6zelliklerinden dolay hucre
yapisma ve uremesi i¢in olduk¢a uygun yuzeyler oldugu bilinmektedir (Kim et al.,
2000). Tarafimizdan (Sasmazel et al., 2007) yapilan g¢alismada, klasik kimya
yontemleri kullanilarak NWPF yapilara insulin immobilize edilmisg ve duguk serum
ortaminda (% 5 FBS) gercgeklestirilen L929 fibroblast kaltirinun erken
donemlerinde insulin immobilize  NWPF yuzeylerin hicre uUremesini dikkati
cekecek boyutta stimile ettigi gozlenmigstir. Fakat % 10 FBS ile gerceklestirilen bu

¢alismada insulin immobilize NWPF yapilarda bdyle bir fark géralmemigtir.

NWPF doku iskeleleri Uzerinde gercgeklestiriien L929 fare fibroblast hicre
kalturandn son gununde (6. gun), Hz plazmayla modifiye edilmis NWPF yapilarda
en yuksek hucre Uremesine ulasiimistir. Bu doku iskelesinin hlcre yapisma ve
uremesini desteklemesine iligkin gerekli acgiklamalar yukarida verilmistir. Hy
plazmayla modifiye edilmis NWPF doku iskelelerine en yakin hiicre Uremesi
heparin immobilize edilmis NWPF doku iskelelerinde gozlenmistir. Antikoagulant
olarak bilinen heparin, karbonhidratlarin glukozaminoglikan ailesinin bir Gyesidir ve
yapisinda tekrarlanan disakkarit birimlerini igermektedir. Hicre digi matrisin (ECM)
yapisal bir bileseni olan glukozaminoglikanlar ise hucrelerin yapismasi, Uremesi ve
gocunde gereklidir (Jackson et al., 1991; Fager et al., 1992). Heparinin immobilize
biyolojik molekul olarak uygulamasi genellikle polimerik malzemelerin trombosit
yapisma direncini arttirmak icindir (Chen et al., 2005). Fakat literatirde, heparinin
fibroblast hicre Uremesini (McGeachie and Tennant, 1997) ve mezenkimal kok
hucrelerinin osteojenik farklilagmasini (Benoit et al., 2007) arttirdigini gosteren
¢alismalar mevcuttur. Heparin immobilizasyonunun endotel hicrelerinin Gremesini
arttirdigina yonelik ¢alismalar oldugu gibi (Bos et al., 1998), inhibe ettigini gosterir
(Nojiri et al.,, 1987) calismalar da literatirde yer almaktadir. NWPF doku
iskelelerine uzatici kol PEO varliginda insulin immobilize edilerek hazirlanan doku
iskelelerindeki hucre Uremesinin, disuk basing su/O, plazmayla modifiye edilip
ardindan oksalil klorurle fonksiyonalize edilen NWPF vyilzeylerdeki hicre
iremesiyle hemen hemen ayni oldugu gézlenmistir. insilinin yizeye-bagimii
hucrelerin, Ozellikle serumsuz ortamda, kulture edilmesinde immobilize biyolojik
molekul olarak kullanildigi bilinmektedir (Gumusderelioglu and Turkoglu, 2002;

Hatakeyama et al., 2005). insilinin immobilize formunun ve PEO’nun hiicre
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uremesindeki etkinligine dair gerekli agiklamalar Bolum 2.4.2 ve Bolum 4.2.1.3’de

ayrintil olarak agiklanmigtir.

Kualtdrin son gunune bakildiginda, biyolojik molekil takii NWPF yuzeylerde
beklenilen derecede hicre Uremesinin saglanamadigi goértlmektedir. Fakat kalttr
sonuglari degerlendirilirken, ¢alismanin hem serum destekli (% 10 FBS), hem de
kisa sureli kultirde gergeklestirildigi goéz onune alinmalidir. Serumsuz ya da duguk
serum ortaminda yuratulen hicre kultur galigmalarinda, insulin gibi hicre Ureme
faktoru olarak bilinen biyosinyal molekullerinin etkili olacagi bilinmektedir. Ayrica,
uzun sureli kdltdrlerde hiacresel fonksiyonlarin devami ve doku olusumu igin

immobilize biyosinyal molekullerinin gerekliligi agiktir.
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Sekil 4.31. NWPF doku iskeleleri Gzerinde L929 fare fibroblast hiicre dremesi.

A; H, plazmayla modifiye edilmis NWPF, B; Dusuk basing su/O, plazmayla
modifiye edilip ardindan oksalil klorir ile fonksiyonellestiriimis NWPF, C; PEO
takil/NWPF, D; insilin immobilize edilmis/NWPF, E; Heparin immobilize edilmis
NWPF.

Hiicre yapisma ve liremesinin mikroskopik olarak gozlenmesi

Isik mikroskobu ile inceleme

Kaltur boyunca hucrelerin morfolojik olarak degisimleri ve NWPF doku iskelelerine
yapismasi/uremesi i1sik mikroskobu ile incelenmistir. Bu amagcla kultar ortamindan
alinan doku iskeleleri Giemsa ile boyandiktan sonra isik mikroskobuna monte
edilmig fotograf makinasiyla farkli bolgelerden fotograflar cekilmigtir. Boyama

teknigi ile ilgili ayrintil bilgi Bolum 3.3.1.4.iv ve Ek 8'de verilmistir. Sekil 4.32'de,
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kalturin 2. ve 4. gununde heparin ve insulin immobilize edilmis NWPF doku

iskelelerinden alinan optik fotograflar gérilmektedir.

Sekil 4.32. NWPF doku iskeleleri Gzerinde L929 fare fibroblast hiicre Uremesini
gOsteren optik fotograflar; Heparin immobilize edilmis NWPF 2. gin, x20 (a);
insiilin immobilize edilmis NWPF 2. giin, x20 (b); insilin immobilize edilmis NWPF,
2. gun, x40 (c); Heparin immobilize edilmis NWPF 4. gin, x10 (d); insilin
immobilize edilmis NWPF, 4. gin, x10 (e); insiilin immobilize edilmis NWPF, 4.
gun, x20 (f).
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Fotograf cekilirken NWPF matrisin katmanlarinda yer alan fiberler goérintiyu
kismen engelledidi igin, yalnizca Ust tabaka netlestirilerek goruntuler alinmistir.
inokiilasyon sonrasi, hiicrelerin fiberler arasinda seyrek olarak yerlestigi
gériilmektedir (Sekil 4.32a, b). insiilin immobilize yiizeylerde L929 fare fibroblast
hicreleri daha belirgin fibroblastik morfoloji (i-seklinde, uzun) sergilemistir (Sekil
4.32c). Kulturin dérduncu gununden itibaren, hucrelerin NWPF yuzeylerde hemen
hemen her bolgeye yayildigi ve hatta fiberler arasi bosluklari kaplamaya
bagladiklari gérilmektedir (Sekil 4.32d, e). insllin immobilize NWPF yiizeylerden
daha buyuk buyutmeyle (x20) alinan fotograftan, hicrelerin 4. glinden itibaren ag

yapilar olusturmaya basladiklari gézlenmistir (Sekil 4.32f).

Konfokal lazer taramali mikroskopi (CLSM) ile analiz

Hucre canhligini ve yogunlugunu gézlemlemek icin NWPF doku iskeleleri konfokal
lazer taramali mikroskop ile incelenmistir. Bu amacla, dort gunlik kultur sonunda
NWPF doku iskelelerine Bolim 3.3.1.4.iv ve Ek 9da ayrintilari verilen
immunofloresan boyama teknigi uygulanmistir. Sekil 4.33’de, kalturan 4. gininde
NWPF doku iskelelerinin konfokal lazer taramali mikroskop ile alinan goéruntuleri

verilmistir.

Kirmizi renk hucrelerin gekirdegini, yesil renk ise aktin flamentini (F-aktin, sito-
iskeletini) gostermektedir. insilin veya heparin immobilize edilmis NWPF
yuzeylerdeki asiri hicre yogunlugu dikkati cekmektedir. Ayrica hicrelerin aktin
filamentleriyle birbirleri arasinda veya fiberler arasinda ag yapilar olusturarak
uredikleri gorilmektedir (Sekil 4.33a, b, c, d). Fotograflardan L929 fare fibroblast
hucrelerinin ¢ekirdekleri ve fibroblast morfolojileri net bir gekilde gozlenmigtir.
insiilin immobilize edilmis NWPF vyizeylerde L929 hiicrelerinin tipik uzun i-
seklindeki morfolojileri goriimektedir (Sekil 4.33e, f). NWPF doku iskelelerindeki
hicre yogunlugunu anlamak igin yuzeyler tabaka tabaka incelenmis ve her
tabakada yodun hucre varligi gézlenmigtir. NWPF yuzeylerden dilimler alinarak

elde edilen ve hicre yogunlugunu gosteren ug-boyutlu goriantiler elde edilmistir.
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Sekil 4.33. NWPF doku iskeleleri Uzerinde L929 fare fibroblast hlicre Gremesinin
konfokal lazer taramali mikroskobu ile incelenmesi: Insilin immobilize edilmis
NWPF, 4. gun, x10 (a);_ kesit, x10 (b); Heparin immobilize edilmis NWPF, 4. gun,
x20 (c); kesit, x20 (d); Insulin immobilize edilmis NWPF, 4. gin, x20 (e); Heparin
immobilize edilmis NWPF, 4. gun, x40 (f).

Sunulan tez calismasi kapsaminda, PCL ve NWPF polimerik doku iskeleleri
yuzeyinde COOH fonksiyonel grubunun eldesi/zenginlestiriimesi hedef alinmistir.
Bu hedefe yonelik olarak polimerik yuzeylere dusuk basing su/O, ve atmosferik
basing su/hava plazma modifikasyonlari uygulanmistir. Yapilan karakterizasyon
calismalari (ESCA, GC/MS, floresan isaretleme) sonucu, atmosferik basing
su/hava plazma modifikasyonu ile polimerik ylzeylerde dusuk basing su/O;

plazma modifikasyonuna goére daha fazla OH yogunlugu elde edildigi, fakat
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prosesin daha fazla dekarboksilasyona neden olmasindan dolayi yuzeylerde
diisik COOH yogunluguna ulagildigi gortuimustir. Ozellikle NWPF doku iskeleri
icin atmosferik su/hava plazma prosesi ardindan oldukga ylksek dekarboksilasyon
g6zlenmistir (ESCA). Fakat dusuk basing su/O, plazma prosesi boyunca her iki
polimerik yuzeyde (6zellikle PCL ylzeylerde) dekarboksilasyonun ihmal edilebilir

boyutta oldugu gorulmustur.

Tamamlanan tez ¢alismasinda, belirlenen hedefler dogrultusunda plazmanin belirli
yuzeyler igin (PCL ve NWPF polimerik yuzeyler) 6zellestirilebilecedi gosterilmigtir.
Literatlirde polimerik ylzeylerin fonksiyonalizasyonu igin, plazma aktivasyonu ve
ardindan istenilen fonksiyonaliteye bagl olarak gerekli kimyasallar kullanilarak
1slak kimya yontemlerinin uygulandigi pek ¢ok ¢alisma yer almaktadir. Sunulan tez
calismasinin literatirden en o©Onemli farki, polimerik ylzeylerin karboksil
fonksiyonalizasyonu igin disuk basing su/O, plazma modifikasyonunun ardindan
vakum ortaminda oksalil klorir buharinin kullaniimasidir. Oksalil klortrin buhar
halinde kullaniimasi olduk¢a pahali ve toksik olan bu kimyasalin ¢ok az miktariyla
bircok ornedin fonksiyonalizasyonunu mumkun kilmig, dolayisiyla maliyeti dnemli

Olctde azaltmistir.

Ulasilan sonuglar i1siginda, PCL ve NWPF polimerik yuzeylere farkli disuk basing
plazma modifikasyonlari (H,O/CO, vb.) uygulanarak plazma modifikasyonu
ardindan herhangi bir kimyasal igleme tabi tutulmadan modifiye edilen ylzeylerde
dogrudan COOH fonksiyonalitesinin olusturulabilecedi dustntlmektedir. Ayrica tez
kapsaminda gergeklestirilen hicre kultir ¢calismalarindan, heparin immobilize ve
H, plazmayla modifiye edilmis yuzeylerin hiicre Uremesini desteklemesi agisindan
oldukga basarili oldugu goériimustir. Bu nedenle gelecek galismalarin, plazmayla
polimerik yuzeylerde elde edilen nanotopografik degisimlerin ve heparin biyolojik
molekulinin hicre Uremesine etkisinin arastiriimasina yonelik olmasina karar

verilmigtir.

168



5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez kapsaminda iki farkl polimerik doku iskelesinin (biyobozunur PCL ve
3-boyutlu, biyobozunur olmayan NWPF) vylzeyinde disik basing su/O, ve
atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonu ile karboksil gruplarinin
eldesi/zenginlestirimesi  amaglanmistir. Dusuk basing su/O, plazma
modifikasyonu ve ardindan oksalil klorir muamelesi ile yuzeylerinde karboksil
gruplar elde edilen/zenginlestiriien PCL ve NWPF doku iskelelerine uzatici kol
PEO varliginda insulin ve heparin biyolojik molekulleri immobilize edilmis ve
hazirlanan bu doku iskelelerinin L929 fare fibroblast huicre kultirlerinde kullanimi

arastinimistir. Calisma boyunca elde edilen 6nemli sonuglar asagida 6zetlenmigtir.

e NWPF yapilarin Gg-boyutlu dizeni, kiglk fiber ¢api (10-20 um) ve fiber
yakinligi géz onune alinarak cgalismada biyobozunur olmayan polimerik
doku iskelesi olarak 2.7 m*m?sn hava gegirgenligi, 1200 cm?/g yiizey alan,
0.23 mm kalinhda sahip Reemay-2214 kodlu NWPF diskler kullaniimistir.

e Calismada kullanilan biyobozunur doku iskeleleri, tretilen doku iskelesinin
gOzenek yapisinin kolay kontrol edilebilmesi avantajindan dolay1 ¢dzucu-
dokum/partikil-uzaklastirma teknigi ile iki farkli gdézenek yapici “PEGagp0 Ve

sakkaroz” varliginda hazirlanmigtir.

e Kullanilan ¢ozucu-dokum/partiktl-uzaklastirma teknigi ile, kalinhgr 76.2 +
25 =101.2 £ 2.5 ym araliginda degisen PEG4000/PCL doku iskeleleri ve
kalinhgr 1525.0 + 4.5 = 3030.0 £ 1.1 ym arahdinda degisen sakkaroz/PCL
doku iskeleleri elde edilmistir. Yikama sonrasi PCL doku iskelelerinden
uzaklasan sakkaroz miktarinin uzaklasan PEGapoo miktarindan fazla oldugu
gérulmustir. FTIR ve DSC analizleri, doku iskelesi olusumu sirasinda
PEGu4000 ve PCL ya da sakkaroz ve PCL molekdlleri arasinda herhangi bir
kimyasal etkilesim olmadigini gostermistir. PCL doku iskelelerinin SEM
analizi sonucu, gbézenek yapici olarak PEGaoo molekullu kullanildiginda,
ortalama boyutu ~20 ym ve ~40 um arasinda degisen, diuzensiz, kire-
benzeri gbzenekler elde edildigi gozlenmistir. Gbzenek yapici olarak
sakkaroz kristalleri kullanildiginda ise PCL yapilarda makrogézeneklilige

ulagildigr goérulmastur. % 10 Sakkaroz/PCL doku iskelesi, ortalama gozenek
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¢apl 180 pm ile 200 ym arasinda degisen, birbiriyle baglantili gozenek

yapisi sergilemigtir.

% 100 PCL, % 40 PEGa4000/PCL ve % 10 Sakkaroz/PCL doku iskeleleri
olmak Uzere 3 tlr PCL yapi ile L929 fare fibroblast hicre kiltlrt ¢alismalari
gerceklestiriimistir. Kultur sonunda, L929 hucrelerinin Gremesi i¢in en uygun
doku iskelesinin % 10 Sakkaroz/PCL doku iskelesi oldugu gorulmustar.
Muhtemelen % 10 Sakkaroz/PCL doku iskelesinin birbiriyle baglantil
makrogozenekleri (191.2 + 11.0 pm) ve ylksek gobzenekliligi (% 92)
hicrelerin bu doku iskelesi Uzerinde daha iyi Gremesine neden olmusgtur.
Ayrica, % 10 Sakkaroz/PCL doku iskelesinin yuzeyinin olduk¢a puruzll
olmasi ve bu purGzlGltigun hicreler igin pek ¢ok baglanma bdlgesi sunmasi
ve dolayisiyla daha guclu tutunmanin/yapismanin gerceklesmesi beklenilen

bir sonugtur.

Hucre-destek malzemesi olarak uygunlugu test edilen PCL doku
iskelelerinin ve daha 6énce grubumuz tarafindan hicre calismalarinda
basariyla kullanilan NWPF doku iskelelerinin dusuk basing su/O; ve

atmosferik basing su/hava plazma ile modifikasyonlari gergeklestiriimistir.

Tez calismasinda atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonu ile PCL
ve NWPF yuzeylerde sadece plazma aktivasyonuyla karboksil gruplarinin
eldesi hedeflenmistir. Atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonu
patentli AER (Array Electrode Reactor) reaktériinde gerceklestiriimis ve

proseste su reaktif olarak, hava ise tasiyici olarak kullaniimistir.

PCL ve NWPF polimerik doku iskelelerinin dusik basin¢g su/O, plazma
modifikasyonu plazma-destekli fonksiyonalizasyon olarak adlandirilan
yontemle gerceklestirilmistir. Polimerik doku iskeleleri 6ncelikle su/O;
plazma muamelesine ardindan in situ veya ex situ gaz-kati reaksiyonuna
(oksalil klorar buhari, 500 mTorr, 6érnegin tlrine gore belirlenen surede) ve
son olarak da hidroliz (acik laboratuvar kosullari, 1 saat) islemlerine tabi

tutulmustur.

Duslk basing su/O; plazma, atmosferik basing su/hava plazma ve disuk
basing su/O; plazma ardindan oksalil klorir ile fonksiyonalizasyon sonrasi
PCL ve NWPF yuzeylerde elde edilen OH ve COOH fonksiyonaliteleri
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floresan isaretleme teknidi kullanilarak tayin edilmistir. Kullanilan teknigin
hassasiyetinin belirlenmesi igin veriler ANOVA istatistiksel analizi ile
degerlendiriimis ve floresan isaretleme sonrasi PCL ve NWPF yuzeylerde

olusan OH ve COOH yogunlugunu ifade eden esitlikler bulunmustur.

PCL ve NWPF ornekler igin dusuk basing su/O, plazma prosesinin
optimizasyonu DoE (Design Expert 7, Amerika) software programi
kullanilarak gergeklestiriimis ve verilerin istatiksel olarak degerlendiriimesi
ve kuadratik regresyonlarin hesaplanmasi sonucu yuzeylerde olusan OH ve

COOH fonksiyonalitelerini ifade eden esitlikler bulunmustur.

ANOVA veri analizi sonucu, PCL oérnekler igin; glg, gucxsu akis hizi ve
zamanxsu akis hizi olmak Uzere U¢ parametrenin OH ve COOH
fonksiyonalitesinde onemli etkilerinin oldugu gorulmustur. Ayrica basincin
COOH yogunlugu Uzerinde son derece onemli oldugu da anlasiimistir.
NWPF ornekler igin; basing, gli¢ ve glgxsu akis hizi parametrelerinin OH
ve COOH fonksiyonalitesinde énemli etkilerinin oldugu gérilmustar. COOH

fonksiyonalitesi basing x gu¢ parametresinden son derece etkilenmektedir.

Yapilan tim istatistiksel ve grafiksel degerlendirmelerin ardindan, su/O
plazmayla modifiye edilmis PCL ve NWPF 6rneklerde maksimum OH ve
COOH fonksiyonalitelerini elde etmek icin gerekli optimum parametreler
DoE programi ile belirlenmis ve ileriki ¢alismalar i¢cin en uygun plazma

proses parametreleri segilmigtir.

PCL ve NWPF ornekler igin atmosferik basing su/hava plazma prosesinin
optimizasyonu da yine DoE software programi kullanilarak gergeklestirilmis
ve verilerin istatiksel olarak degerlendiriimesi ve kuadratik regresyonlarin
hesaplanmasi sonucu yuzeylerde olusan OH ve COOH yogunlugunu ifade

eden egitlikler bulunmustur.

ANOVA veri analizi sonucuna gére, PCL 6rnekler icin; giic?, zaman? ve
glgx zaman olmak Uzere U¢ parametrenin OH yogunlugunda, akis hizi ve
zaman? parametrelerinin ise COOH fonksiyonalitesinde énemli etkilerinin
oldugu gorulmustir. NWPF 6rnekler icin; OH yogunlugu Uzerine glgxhava
akis hizi ve gigxzaman, COOH yogunlugu Uzerine ise zamanxhava akis

hizi, akis hizi®> parametrelerinin dnemli etkileri oldugu gérilmustir.
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Yapilan istatistiksel ve grafiksel degerlendirmelerin ardindan, atmosferik
basing su/hava plazmayla modifiye edilmis PCL ve NWPF O&rneklerde
maksimum OH ve COOH fonksiyonalitelerini elde etmek igin gerekli
optimum parametreler DoE programi ile belirlenmig ve ileriki caligmalar igin

en uygun plazma proses parametreleri secilmistir.

% 100 PCL ve NWPF yapilarin modifikasyon éncesi ve sonrasi ESCA
analizi yapilarak ylzey tarama spektrumlari alinmistir. Ayrica, C1s
bilesenlerinin PCL yapilar igin alifatik pike, NWPF yapilar icin aromatik pike
oranla % dagilimlari hesaplanmigtir. Fakat, yuksek ¢ozunurluk C1s
spektrumlarinda serbest karboksil ve ester gruplarinin értismesi nedeniyle
serbest karboksil gruplarini belirlemek ve miktarlandirmak icin floresan

isaretleme prosedurinun gerekliligi ortaya gikmigtir.

Modifiye edilmemis, su/O, plazmayla modifiye edilmis ve oksalil klortrle
fonksiyonalize edilmis % 100 PCI yapilarin kimyasal yapilari hakkinda bilgi
edinmek amaciyla piroliz GC/MS analizi gergeklestirilmistir. Her G¢ PCL
ornegin GC/MS analizi sonucu elde edilen bilesenleri ve % degisimleri
degerlendirilmigtir. Piroliz sonucu oksalil klortr ile fonksiyonalize edilmis
orneklerdeki CO, artigi, PCL yuzeylerdeki etkin karboksil fonksiyonalitesini
goOstermektedir. Ayrica oksalil klortrin PCL yuzeyle tepkimesi su/O; plazma
modifikasyonu sonucu yuzeyde olusan OH gruplarinin varligina igarettir.
Plazma prosesinin ardindan az da olsa CO; artis1 gorulmustir. Bu da ihmal
edilebilir dlizeyde  dekarboksilasyonu ve karbonil ve/veya karboksil

gruplarinin olusumunu gostermektedir.

Modifikasyon &ncesi, su/O, plazma modifikasyonu ve oksalil klordr
fonksiyonalizasyonu sonrasi olmak uzere her 3 agsamanin ardindan % 100
PCL ylzeylerin topografik degisimlerini gbzlemlemek amaciyla AFM analizi
yapilmistir. Su/O, plazma modifikasyonu sonrasi % 100 PCL yuzeyde
partzltlagan arttigr goralmustir. Su/O, plazma modifikasyonun ardindan
gerceklestirilen oksalil klorir fonksiyonalizasyonu sonrasi PCL yuzeylerden
alinan AFM gorintuleri, PCL ylzeyde olusan karboksil gruplarinin
kendilerine has bolgeler olusturarak farkli bir topografi sergilediklerini

goOstermigtir. HZD fonksiyonalize tiplerle alinan AFM gérintistnde,
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yuzeydeki karboksil gruplarinin granuler sekilde ve ara ara agregatlar

olusturacak sekilde bir morfolojiye sahip oldugu gézlenmistir.

% 40 (agirhkga) PEGao00 gdzenek yapici igeren PCL yapinin modifikasyon
oncesi ve oksalil klorir fonksiyonalizasyonu sonrasi AFM goérintileri
alinmigtir. Bu yapilar icerdigi mikrogozenekler dolayisiyla % 100 PCL
yaplya oranla daha puUrozld bir yuzey sergilmistir. Oksalil klorur
modifikasyonu sonrasi modifiye edilmemis ylzeyde var olan keskin
cikintilarin  daha yumusak hatlara cevrildigi ve sanki yuzeyde
sonimlenmelerin  yer aldi§i  goérulmistir.  Orneklerin - oksalil  klorir
fonksiyonalizasyonu sonrasi HZD fonksiyonalize tiple alinan AFM
géruntileri, modifikasyon sonrasi yluzeyde olusan karboksil gruplarinin

koselerde daha yogun olarak bulundugunu gostermektedir.

PCL yuzeylerden alinan tim yuksek ¢dzunurlik AFM goéruntileri (1um x
1um), nano desenlerin plazma modifikasyonundan daha c¢ok etkilendigini

acikga gostermektedir.

Duslik basing su/O, plazma modifikasyonu ve ardindan oksalil klortr
fonksiyonalizasyonu sonucu yuzeyinde karboksil gruplari olusturulan % 100
PCL ve NWPF yapilara uzatici kol PEO takilmig ve takilan bu uzatici kol
varhdinda insllin ve heparin biyolojik molekullerinin  immobilizasyonu
gerceklestiriimistir.  Biyolojik modifikasyonu tamamlanan ylzeylerin

karakterizasyon galigmalari yapilmigtir.

PCL yiizeylere takilan PEO miktari 0.52 pmol/cm? olarak bulunmustur. PEO
varliginda gercgeklestirilen insulin  immobilizasyonu sonucu yuUzeye
immobilize olan insilin miktari 219.23 nmol/cm? (1256.95 ug/cm?), PCL
yuzeylere immobilize olan heparin miktari ise 271.20 nmol/cm? olarak tayin
edilmistir.  Literatirde PCL yUzeylerin islak kimya veya plazma
modifikasyonunu ve ardindan insulin ve heparin biyolojik molekullerinin
immobilizasyonunu iceren bir galisma yer almamaktadir. Fakat, farkl
polimerik yapilara immobilize edilen biyolojik molekullerin miktarina
bakildiginda c¢alismada bu derece yuksek immobilizasyon degerlerine

ulasilmasinin nedeninin, uygulanan su/O, plazma modifikasyonu ve oksalil
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klortr fonksiyonalizasyonu sonucunda PCL ylzeylerde elde edilen yogun

karboksil fonksiyonalitesi oldugu dusunulmektedir.

NWPF yiizeylere takilan PEO miktari 264.77 nmol/cm? (0.26 pmol/cm?)
olarak bulunmustur. NWPF ylzeylere PEO varliginda immobilize edilen
insiilin miktari 146.09 nmol/cm? (837.61 pg/cmz) ve heparin miktar (4.81
nmol/cm?) olarak tayin edilmistir. Literatiirle karsilastirildiginda elde edilen
bu ylksek immobilizasyon degerleri NWPF ylzeylere uygulanan su/O;
plazma modifikasyonunun ve oksalil klorlir fonksiyonalizasyonunun

etkinligini g0stermektedir.

Dusik basing su/O, plazma modifikasyonu ve oksalil klortr
fonksiyonalizasyonu ardindan NWPF ve PCL yuzeylere immobilize olan
biyolojik molekdllerin miktarlarina bakildiginda, degerlerin PCL yuzeyler icgin
daha vyuksek oldugu gorulmektedir. Bunun nedeni, su/O, plazma
modifikasyonu sonucu PCL yuzeylerde NWPF yuzeylerden daha yuksek

OH fonksiyonalitesi elde edilmesidir.

% 100 PCL ve NWPF yapilarin, biyolojik molekullerin (PEO, insulin ve
heparin) immobilizasyonu o6ncesi ve sonrasi ESCA analizleri yapilarak
yuzey tarama spektrumlari alinmig ve polimerik yapilara biyolojik
molekullerin immobilizasyonu sonrasi alinan spektrumlarda N1s ve S2p
olmak uUzere iki yeni pik gorulmustir. Spektrumlarda gbzlenen bu yeni
pikler, biyolojik ~ molekullerin  ylUzeylere  basaril bir  sekilde
immobilizasyonunu kanitlamaktadir. Ayrica, polimerik yapilarin ESCA yuzey
tarama spektrumlarindan hesaplanan kimyasal bilegimlerindeki degisimler

de immobilizasyonlarin basaril bir sekilde gergeklestigini gdstermistir.

PCL doku iskelelerinin L929 fibroblast hucre kultar galismalar % 100 PCL,
dusuk basing su/O; plazma ile modifiye edilmis ve ardindan oksalil klorUr ile
fonksiyonellestiriimis/PCL, PEO immobilize edilmig/PCL, insllin immobilize
edilmis/PCL ve heparin immobilize edilmis/PCL olmak tUzere bes tir PCL
doku iskelesi kullanilarak gergeklestiriimis ve hucre Uremesi MTT yontemi

kullanilarak tayin edilmistir.
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Kalturin 3. ve 6. gununin sonunda, heparin immobilize edilmis % 100 PCL
doku iskelelerinin hlcre uUremesini en iyi destekleyen yuzeyler oldugu

gOrulmustar.

Dusuk basing su/O, plazmayla modifiye edildikten sonra oksalil klorurle
tepkimeye sokularak yuzeyinde karboksil gruplari olusturulan % 100 PCL
yuzeyde 3. ve 6. gunun sonunda oldukga iyi L929 fare fibroblast Gremesi
g6zlenmistir. Hatta plazma modifikasyonu araciligiyla fonksiyonellestirilen
bu yuzeyin hucrelerin Uremesi igin ikinci en iyi yuzey oldugu soylenebilir.
Modifiye edilen ylzeyde bu derece iyi hicre uremesi gdzlenmesinin
nedeninin ylzeydeki karboksil gruplarindan ve en dnemlisi modifikasyon
sonrasi yuzey topografisinde goérilen degisimden (purizlilik ve grantler

yapilarin olusmasi) kaynaklandigi dusunulmektedir.

Duslk basing su/O; plazmayla modifiye edilmis ve ardindan oksalil klortrle
fonksiyonalize edilmis % 100 PCL yuzeylerde, PEO-insilin immobilize
yuzeylerden daha iyi hicre Uremesi gozlenmistir. Fakat, hucresel
fonksiyonlarin ve doku olusumunun hedeflendigi uzun suireli kdlttrlerde
immobilize  insulin  gibi  biyosinyal  molekullerinin  gerekliliginin

tartisilamayacagi aciktir.

Hucrelerin kaltir boyunca morfolojik degdisimleri ve PCL doku iskelelerine
yapisma/liremesi Isik mikroskobu ile incelenmistir. Ayrica, PCL doku
iskelelerindeki hucrelerin canliigi ve yogunlugu konfokal lazer taramal
mikroskopi ile goézlenmistir. Her iki mikroskopik inceleme sonucu PCL

yuzeylerin L929 fare fibroblast Gremesini destekledigi gortlmustur.

NWPF doku iskelelerinin L929 fare fibroblast hicre kultir calismalari
temiz/NWPF (dusuk basing Hy plazma ile modifiye edilmis/NWPF), dusuk
basing su/O, plazma ile modifiye edilmis ve ardindan oksalil klortr ile
fonksiyonellestirilmis/NWPF, PEO takih/NWPF, insdlin  immobilize
edilmis/NWPF, heparin immobilize edilmis/NWPF doku iskeleleri olmak
uzere bes tur NWPF doku iskelesi kullanilarak gergeklestiriimis ve hicre

uremesi MTT metodu ile tayin edilmigtir.

Kalturin erken donemlerinde (2.gun), sterilizasyon amaciyla duguk basing

H, plazmayla modifiye edilmis NWPF ve dusuk basing su/O, plazmayla
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modifiye edilip ardindan oksalil klortirle fonksiyonalize edilmis NWPF doku

iskelelerindeki hucre tremesinin birbirine ¢ok yakin oldugu gorulmustar.

NWPF doku iskeleleri Gzerinde gerceklestirilen L929 fare fibroblast hiicre
kaltdrinin son gunudnde (6. gun), Hy plazmayla modifiye edilmis NWPF

yapilarda en yuksek hicre Uremesine ulagiimigtir.

Kulturan son gunune bakildiginda, biyolojik molekul takill NWPF yluzeylerde
beklenilen derecede hucre Uremesi saglanamadigi gorulmektedir. Fakat
kultar sonuglar degerlendirilirken, calismanin hem serum destekli (% 10
FBS), hem de kisa sureli kiltirde gerceklestirildigi gz 6nune alinmalidir.
Serumsuz ya da disuk serum ortaminda vydrutilen hdcre kaltar
calismalarinda, insulin gibi hicre Ureme faktorl olarak bilinen biyosinyal
molekullerinin etkili olacagi bilinmektedir. Ayrica, uzun sureli kilturlerde
hicresel fonksiyonlarin devami ve doku olugumu igin immobilize biyosinyal

molekullerinin gerekliligi agiktir.

Kultdr boyunca hucrelerin morfolojik olarak degisimleri ve NWPF doku
iskelelerine yapismasi/Uremesi 1slk mikroskobu ile, doku iskelelerindeki
hicre canliigi ve yogunlugu ise konfokal lazer taramali mikroskop ile
incelenmistir. Mikroskopik incelemeler sonucu kultirin dorduncu gununden
itibaren, hucrelerin NWPF yuzeylerde hemen hemen her bolgeye yayildigi
ve hatta fiberler arasi bosluklari kaplamaya basladiklari gériimustir. NWPF
doku iskelelerindeki hucre yogunlugunu anlamak igin yuzeyler tabaka
tabaka incelenmig ve her tabakada yogun hucre varligi gézlenmistir. NWPF
yuzeylerden dilimler alinarak elde edilen ve hicre yogunlugunu gosteren

uc-boyutlu gorantiler elde edilmistir.

Sunulan tez calismasinin literaturden en 6nemli farki, polimerik ylzeylerin
karboksil fonksiyonalizasyonu i¢in dusuk basing su/O; plazma
modifikasyonunun ardindan vakum ortaminda oksalil klorGr buharinin
kullaniimasidir. Oksalil kloririin buhar halinde kullaniimasi oldukga pahali
ve toksik olan bu kimyasalin ¢ok az miktariyla bircok O6rnegin
fonksiyonalizasyonunu mumkun kilmig, dolayisiyla maliyeti dnemli dlglide

azaltmistir.
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Ulasilan sonuglar 1s1ginda, PCL ve NWPF polimerik yuzeylere farkl disuk
basin¢ plazma modifikasyonlari (H,O/CO, vb.) uygulanarak plazma
modifikasyonu ardindan herhangi bir kimyasal isleme tabi tutulmadan
modifiye edilen yuzeylerde dogrudan COOH fonksiyonalitesinin
olusturulabilecedi dusunulmektedir. Ayrica tez kapsaminda gergeklestirilen
hdcre kultar ¢alismalarindan, heparin immobilize ve H, plazmayla modifiye
edilmis ylzeylerin hiicre Gremesini desteklemesi agisindan oldukga basaril
oldugu gorulmustur. Bu nedenle gelecek ¢alismalarin, plazmayla polimerik
yuzeylerde elde edilen nanotopografik degisimlerin ve heparin biyolojik
molekulinin hidcre Uremesine etkisinin arastiriimasina yonelik olmasina

karar verilmistir.
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EK1
HUCRE SAYIM YONTEMI

Hdcre sayiminin amaci, kudltir ortaminda bulunan hucrelerin  saghkh olup
olmadiklarinin belirlenerek hicre veriminin saptanmasidir.

Calismada hlcre sayimi hemositometreyle ve asagida verilen yontem izlenerek
yapilmistir. Sayimi yapilacak hicre ¢dzeltisinden bir test tipune 0.9 ml konulur,
uzerine % 0.5’lik trypan blue ¢dzeltisinden 0.1 ml ilave edilerek, oda sicakliginda 5
dakika bekletilir. Bu bekleme Olu hucrelerin veya o6lmek Uzere olanlarin boya
almalarini saglamak icindir. Bu sure i¢inde 6lU hlucreler boyanarak koyu mavi veya
mavi renkte gorunurler, saglikli ve canli hicreler, sure ne kadar uzun olursa olsun
boya almazlar, gértnusleri parlak ve duzglndur. Sayim i¢in boyanmamis hicre
karisimindan bir damla alinarak, hemositometrede lam ve lamel arasina konur,
mikroskopta (0.4x10:400 kez byiitiirek) hicrelerin sayimlari yapilir. Olii ve canli
hicreler ayri ayri sayilir. Sayma iglemi, ya butin kareler veya u¢ buyuk kare
sayllarak yapilir. Cikan sayim degeri, sayllmis kare sayisina bolundr. 9 blyuk kare
sayllmissa 9’a béliinir, cikan sayr 10™ ile carpilir ve 1 ml'deki hiicre miktari

bulunmus olur.
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EK 2

DUSUK BASING SU/O, PLAZMA MODIFIKASYONU SONRASI PCL
YUZEYLERDE OLUSAN OH GRUBUNUN MIKTARSAL OLARAK TAYiNi iGiN
KULLANILAN KALIBRASYON YONTEMI ve GRAFIGI

DuslUk basing su/O, plazma modifikasyonu sonrasi polimerik yulzeylerde olusan
OH grubunun tayini igin gerekli kalibrasyon grafigi, PCL disklerin (12.5 mm c¢apli)
uzerine 3 mm lik alana yayilacak sekilde kromatografik siringa ile (1 — 5 pL) 9-
antrasen karboksilik asid/eter ¢ozeltisinin damlatiimasiyla elde edilmistir. OH tayini

icin kullanilan kalibrasyon grafigi asagida verilmistir.
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EK 3

ATMOSFERIK BASING SU/HAVA PLAZMA MODIFIKASYONU SONRASI PCL
YUZEYLERDE OLUSAN OH GRUBUNUN MIKTARSAL OLARAK TAYIiNi iGiN
KULLANILAN KALIBRASYON YONTEMI ve GRAFIGI

Atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonu sonrasi polimerik ytzeylerde
olusan OH grubunun tayini icin gerekli kalibrasyon grafigi, PCL disklerin (12.5 mm
capl) uzerine 3 mm lik alana yayilacak sekilde kromatografik siringaile (1 — 5 pL)
O-antrasen karboksilik asid/eter ¢oOzeltisinin (2.36 mg/ml) damlatiimasiyla elde

edilmistir. OH tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi asagida verilmigtir.
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EK 4

DUSUK BASING SU/O, PLAZMA ARDINDAN OKSALIL KLORUR
MODIFIKASYONU ve ATMOSFERIK BASING SU/HAVA PLAZMA
MODIFIKASYONU SONRASI PCL YUZEYLERDE OLUSAN COOH GRUBUNUN
MIKTARSAL OLARAK TAYINi iCIN KULLANILAN KALIBRASYON YONTEMI
ve GRAFIGI

Duslik basing su/O, plazma ardindan oksalil klorlr fonksiyonalizasyonu ve
atmosferik basing su/hava plazma modifikasyonu sonrasi polimerik ylzeylerde
olusan COOH grubunun tayini icin gerekli kalibrasyon grafigi, PCL disklerin (12.5
mm ¢apli) Uzerine 3 mm lik alana yayilacak sekilde kromatografik siringa ile (1 — 5
ML) 9-antrasen metanol/eter ¢dzeltisinin damlatilmasiyla elde edilmistir. COOH

tayini igin kullanilan kalibrasyon grafigi asagida verilmistir.
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EK 5

POLIMERIK YUZEYLERE iMMOBILIZE EDILEN PEO ve iNSULIN MIKTARININ
TAYINi

Polimerik yapilara takih PEO ve immobilize insulin miktarinin kantitatif olarak
tayininde kullanilan metodun kalibrasyonu igin, PCL disklerin (12.5 mm) Uzerine 3
mm’lik alana yayillacak sekilde kromatografik siringa ile (10 — 30 uL)
floresamin+propilamin/aseton ¢ozeltisi damlatiimistir. Elde edilen kalibrasyon

grafigi asagida verilmistir.
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EK 6

POLIMERIK YUZEYLERE iIMMOBILIZE EDILEN HEPARIN MIKTARININ TAYiNi

Polimerik yuzeylere immobilize edilen heparinin miktarsal olarak tayini igin

heparinde bulunan COOH gruplarindan yararlandiriimigtir. Tayin icin gerekli

kalibrasyon grafigi, PCL disklerin (12.5 mm c¢apli) tzerine 3 mm lik alana yayilacak

sekilde kromatografik siringa ile (1 — 5 uyL) 9-antrasen metanol/eter ¢ozeltisinin

damlatiimasiyla elde edilmistir. Kullanilan kalibrasyon grafigi asagida verilmigtir.
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EK7
MTT YONTEMi

MTT yontemi basit ve tekrarlanabilir sonuglarin alindigi kolorimetrik bir yontemdir
ve tetrazolium tuzunun canli hucrenin mitokondriye ait bazi enzimleri tarafindan,
hicre icinde ¢cozunmeyen pembe renkli “formazan” maddesine donlismesi esasina
dayanir. Formazan asidik izopropanol ile ¢ézduralir ve 540 ya da 570 nm dalga
boyunda optik yogunlugu kaydedilir. Hicre sayisi bilinen farkh hicre kalttr
ornekleri igin optik degerler kaydedilerek kalibrasyon egrisi elde edilir.

e 2.5mgMTT 1 ml PBS igerisinde ¢ozulur (1 mg/ml)

(Stok ¢ozelti: 1 g MTT 500 ml ¢ozelti ¢ozduruldr).

e Ornekler inkiibatdorden alinip laminar akis hiicresine koyulur ve Ustteki
kaltr ortami atilir.

e OIl hicrelerin ve hiicre derbislerinin atilmasi igin PBS (pH 7.4) ile yikama
islemi gergeklegtirilir.

e Ornekler 600 pl Dulbecco’s Modified Medium (DMEM) ve 60 ul MTT
coOzeltisi eklenerek 37°C’de 3 saat boyunca inkibasyona birakilir.

o Inkiibasyon sonrasi Ustteki cozelti atilir ve érnekler baska petri kabina
tasinir.

e 400 pl 0,04 M HCI'de ¢ozunmuUs izopropanol eklenir ve olusan formazan
kristalinin  goziilmesi beklenir. Ornekler igerisinde formazan kristali
kalmayacak sekilde pipetlenir.

e Boya c¢Ozeltisi 1,5 ml Ependorf tupune alinir ve 13000 rpm’de 2 dakika
boyunca santrifujlenir.

e 200 ul supernetant alinip 96 gozlu plate reader’a alinir.

e Mikroplate spektrofotometre kullanilarak 540 nm’de supernetant yogunlugu

optik olarak okunur.
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EK 8
GIEMSA ile BOYAMA TEKNIGI

e Boyama yapilacak érnekler = 5 dakika havada kurumaya birakilir.

¢ 10-15 saniye boyunca boyanin igine daldirilir.

¢ 15-30 saniye igin distile veya deiyonize su iginde tutulur.

e Ornekler birkag saniye siireyle tekrar taze distile veya deiyonize su igerisine

daldirilarak yikanir ve havayla kurumaya birakilir.
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EK9

KONFOKAL LAZER TARAMALI MiKROSKOP ile ANALIiZ

Goruntuleme yapilacak orneklerin  bulundugu ortamdan kudltar ortami
uzaklastirilir.

Oda sicakliginda PBS (pH 7.4) tamponu ile 3 defa yikanir.

% 2.5 (hacimce) glutaraldehit iceren PBS (pH 7.4) ¢oOzeltisine 10 dakika
boyunca daldirilarak hicrelerin fiksasyon islemi gerceklestirilir.

Hucre gecirgenligini arttirmak icin ornekler %71’lik Triton x-100 tamponu
icerisinde 5 dakika sureyle bekletilir.

% 2.5 (hacimce) Fluor 488 phalloidin iceren PBS (pH 7.4) ¢ozeltisine 20
dakika sureyle daldirilarak hicrelerin aktin flamenti (F-aktin) boyanir.

Hucre gekirdedini boyamak icin drnekler 5 dakika boyunca 10ug/ml propidium
iodide ile muamele edilir.

% 1 (agirhk/hacim) Bovine Serum Albumin (BSA) iceren PBS (pH 7.4) ile 3 kez
yikanir.

Ornekler mikroskopta gézleninceye kadar karanlikta +4°C’de saklanir.
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EK 10

MODIFIiYE EDILMEMIS %100 PCL YAPININ ESCA YUZEY TARAMA
SPEKTRUMU
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EK 11

ATMOSFERIK BASING SU/HAVA PLAZMA ile MODIFiYE EDILMI$ %100 PCL
YAPININ ESCA YUZEY TARAMA SPEKTRUMU
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EK 12
DUSUK BASING SU/O, PLAZMA ile MODIFIYE EDILMIS %100 PCL YAPININ

ESCA YUZEY TARAMA SPEKTRUMU
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EK 13

OKSALIL KLORUR ile FONKSIYONALIZE EDILMI$ %100 PCL YAPININ ESCA
YUZEY TARAMA SPEKTRUMU

Min: 100 Max: 11440
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EK 14

PEO TAKILI %100 PCL YAPININ ESCA YUZEY TARAMA SPEKTRUMU
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EK 15

INSULIN IMMOBILIZE %100 PCL YAPININ ESCA YUZEY TARAMA
SPEKTRUMU
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EK 16

HEPARIN iMMOBILIZE %100 PCL YAPININ ESCA YUZEY TARAMA

SPEKTRUMU
Min: 116 Max: 12888
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EK 17
MODIFIYE EDILMEMiS NWPF YAPININ ESCA YUZEY TARAMA SPEKTRUMU
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EK 18

ATMOSFERIK BASING SU/HAVA PLAZMA ile MODIFIiYE EDILMi§ NWPF
YAPININ ESCA YUZEY TARAMA SPEKTRUMU
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EK 19

DUSUK BASING SU/O, PLAZMA ile

ESCA YUZEY TARAMA SPEKTRUMU

Min: 132  Max: 13400
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EK 20
OKSALIL KLORUR ile FONKSIYONALIZE EDILMIS NWPF YAPININ ESCA

YUZEY TARAMA SPEKTRUMU
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EK 21
PEO TAKILI NWPF YAPININ ESCA YUZEY TARAMA SPEKTRUMU

Min: 116 Max: 10312
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EK 22

INSULIN iMMOBILIZE NWPF YAPININ ESCA YUZEY TARAMA SPEKTRUMU

Min: 176  Max: 10352
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EK 23

HEPARIN iMMOBILIZE NWPF YAPININ ESCA YUZEY TARAMA SPEKTRUMU
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