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OZET

Yiksek Lisans Tezi

3 BOYUTLU COK KATMANLI ELEKTROCEKIM YONTEMIYLE URETILEN
NANOLIFLI YUZEYLERIN DOKU-YAPI iISKELETI OLARAK
KULLANABILIRLIKLERININ ARASTIRILMASI

Yelit Suen DOGRUOK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tekstil Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Asli HOCKENBERGER

Nanolifler dogal hiicre dis1 matris (ECM) yapisini taklit edebilme, hiicre ¢ogalmasina
uygun ortam olusturma, yiiksek gézeneklilik ve spesifik yiizey alan1 6zellikleri sebebi ile
doku iskeleleri ve medikal alanlarinda kullanimlar1 yaygindir. Yapilan arastirmalar
sonucunda yara Ortiisil, ilag salinimi ve doku mithendisligi gibi alanlarda poli (laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) ve Polikaprolakton (PCL) polimerlerinin biyobozunur ve
biyouyumlu ozellikleri sayesinde basarili bir sekilde uygulandigi goriilmistiir. Doku
iskeleleri olduk¢a kompleks yapida olup, ¢oklu katmanlardan olusmaktadir ve liretim
yontemi olarak elektrocekim yontemi yaygin kullanilmaktadir.

Bu calismada elektrogekim yontemi ile iiretilen PCL ve PLGA nanolifli yiizeylerin, 3
boyutlu ve c¢ok katmanli sekilde bir araya getirilerek deri doku miihendisliginde
kullanabilirlikleri arastirilmistir. Oncelikle PLGA ve PCL yiizeylerde elektrogekim
asamasinda farkli parametreler denenerek hiicre cogalmasina destek olabilecek ECM
yapisina benzer yiizey morfolojisine sahip yilizeyler olusturulmasi amaglanmistir. Bu
nedenle gozenekliligi ve lif inceligini etkileyen farkli konsantrasyon, voltaj, besleme
oran1 ve sarmm hizlar1 belirlenerek nanolifli yiizeyler iiretilmistir. Uretilen yiizeylerin
karakterizasyonu, taramal1 elektron mikroskobu (SEM), ylizey gozenekliligi ve gozenek
boyutu analizleri ve temas agis1 dl¢limleri ile analiz edilirken, mekanik 6zelligi ise cekme
testi ile analiz edilmistir. Daha sonra firetilen yiizeyler {izerine normal insan fibroblast
hiicre ekimleri gergeklestirilmistir. MTS analizi ve SEM analizi ile gelistirilen yiizeyler
tizerinde hiicre ¢ogalmasi durumu incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: elektrogekim, 3 boyutlu, doku iskeleti, polikaprolakton, polilaktik-
ko-glikolik asit

2019, x+ 93 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

Search of Usability of Nanofiber Surfaces Produced by 3 Dimensional Multi-Layered
Electrospinning Method As Tissue Structure

Yelit Suen DOGRUOK

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Textile Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Asli HOCKENBERGER

Nanofibers have a wide variety of use as scaffolds in medical field due to their features
of replicating ECM structure, providing proper environment for cell proliferation, high
porosity and spesific surface features. According to the studies, PLGA and PCL polymers
are applied succesfully, due to their biodegredable and biocompatible characteristics, as
scaffold, wound-dressing, drug release and tissue engineering. Scaffolds are very
complex structures which are formed of multilayers and they are manufactured, widely,
using electro-spinning method.

We researched in this study, the usability of 3D and multilayer paired-up PCL and PLGA
nanofiber layers manufactured using electro-spinning method in tissue engineering. First,
by trying different parameters within electro-spinning phase on PLGA and PCL layers,
we aimed to form similar layers with characteristics of surface morphology to ECM
scaffold which can support cell proliferation. Therefore, we determined concentrations
effecting the porosity and fiber thickness, voltage, feeding ratio, winding speed and
manufactured nanofiber layers. The nanofiber surface characterization was analysed
using SEM (Scanning Electron Microscope), surface porosity and contact angle and
mechanical characteristics was analysed by a tensile/tension test. Then the human dermal
fibroblast cells were seeded on the manufactured nanofiber surfaces and the cell
proliferation study was performed with an MTS analysis and SEM analysis.

Key words: electrospinning, 3D, tissue scaffold, polycaprolactone, poly lactic co
glycolic acid

2019, x + 93 pages.
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1. GIRIS

Doku miihendisligi, hastalik ve yaralanmalar sonucunda fonksiyonunu kaybeden dokulari
yenilemek ve fonksiyonlarini siirdiirmek amaciyla miithendislik, tip ve malzeme bilimi
gibi bircok disiplinden yararlanarak biyomalzemeler, hiicreler ve biiylime faktorleri

kombinasyonlartyla gelistirilen, gelecek vaat eden bir alandir.

Doku miihendisliginde amag¢ dogal veya sentetik destek yapilar iizerine, yasayan
hiicrelerin ekilmesiyle in vitro hiicre kiiltiiriinii baslatmak, destek yapilar iizerinde
gelisimini saglamak ve organizmanin implante edilebilir parcalarini olusturarak in vivo
ortamda aliciya trasplantasyonu gergeklestirmektir (Mohd ve ark 2015; Nerem 1992).
Doku miihendisliginin son zamanlarda ilgi gérmesinin en biiyiik sebebi, hayvansal
dokularin viicut igerisine uygulanmasinda insan viicudu tarafindan reddi s6z konusudur.
Ayni durum, farkli materyallerden gelistirilmis protezlerde ise doku gelisimine olanak

saglamamasi ve yine insan viicudu tarafindan reddedilmesi seklinde goriilmektedir.

Doku miihendisligi yaklasimindan yararlanarak gelistirilen doku iskeleleri, dogal ekstra
selliiler matrisi (ECM) taklit ettigi olgiide basarili oldugu kabul edilir. Gelistirilen
yiizeyler hiicrelerin tutunma, biiylime ve ¢ogalma siirecini destekleyen bir yap1 olmalidir.
Bu malzemelerin, iltihap olusumuna neden olmamasi, bagisiklik sistemine zarar
vermemesi, kanserojen olmamasi, hiicre zehirlenmesine neden olmamasi gereklidir. Bu
sayede, implantasyon sonrasi patolojik reaksiyonlar1 tetiklemeyecektir (Martina 2007).
Ayni1 zamanda gelistirilen yiizeylerin mekanik 6zelliklerinin uygulanan kiside normal
aktivitelerini  engellememesi ve yiizeyin kendisinin de deforme olmamasi
beklenmektedir. Doku olusumu saglandiktan sonra bu ylizeylerin viicut igerisinde
pargalanabilir olmalidir. Bu nedenle kullanilacak malzemenin biyolojik olarak

bozunabilen yapida olmasi1 gerekmektedir.

Doku miihendisligi alaninda en ¢ok ¢alisilan iskelet yapilar kemik, kikirdak, deri ve kas
gibi dokulara yoneliktir. Deri, insan viicudunun en biiyiik organidir ve 3 katmanli yapisi
sayesinde insan viicudunu mikrobiyal, mekanik ve kimyasal etkiler dis etmenlerden

korur. Son 30 yilda insan derisini taklit eden doku iskeleti yapilariin gelistirilmesine



yonelik bircok ¢alisma yapilmistir. Doku yapi iskeleti dogal ekstra selliiler matrisin
(ECM) gorevini gorerek, hiicre baglanmasini ve ¢ogalmasini destekleyen ideal yapilardir.
Ideal bir doku iskeleti, hiicreler igin uygun fiziksel yap1 saglamali, yeni hiicre olusumunu

saglamak i¢in gézenekli olmalidir (100 nm ve daha biiyiik ¢apli, %80-90 gbzenekli yap1).

Nanolifler sagladiklar1 yiiksek ylizey gozeneklilik, genis yiizey alan ve mekaniksel
ozellikler sebebiyle savunma tekstilleri, endiistriyel (filtrasyon) tekstiller, tarim tekstilleri
ve tibbi tekstiller gibi birgok kullanim alan1 bulmustur. Tibbi tekstil uygulamalarinda
doku miihendisligi ve ilag salinim uygulamalari en ¢ok kullanildigi alandir. Doku
miithendisligi alaninda yapilan arastirmalarda nanolif {iretiminde en fazla kullanilan
yontemler; faz aymrma yontemi, ‘“‘self-assembly” kendiliginden diizenlenme ve

elektrogekim yontemleridir.

Elektrogekim yontemi, kullanim kolayligi, diger yontemlere gore seri iiretime daha yatkin
olmasi, kullanimi c¢ok genis bir polimer cesitliligi ile farkli alanlara yonelik
uygulamalarda yiizeye istenilen fonksiyonelligin kazandirilmasi gibi avantajlari
sayesinde en ¢ok kullanilan teknik olmustur. Elektrocekim yontemi, polimere uygulanan
elektrik alan sayesinde nanometreden mikrometreye kadar degisen elyaf c¢aplariyla,
diizenli ya da diizensiz yonelimli lifli tabakalar olusturulmasi esasina dayanir. Diger
tretim yontemlerinden farkli olarak parametrelerde yapilan degisiklikler ile istenilen

ozellikte yiizey morfolojisi ve gdzenek ¢api/¢ap dagilimi ¢aligilabilmektedir.

Ayrica biyoaktif molekiillerin etkin yiikleme yontemleri kullanilarak normalden ¢ok daha
diisiik bir dozda ytikleme ile lokal olarak ve kontrollii bir sekilde salimina imkan vermesi,
“multifonksiyonel” o6zellikteki bu sistemlerin doku miihendisligi arastirmalarinda

kullanim potansiyelini arttirmaktadir (T1gli ve ark. 2010).

Doku iskeleti ¢alismalarinda kullanilan biyopolimerler genellikle yapisal olarak dogal ve
sentetik, fonksiyonel olarak da biyolojik olarak bozunur ve biyolojik olarak bozunmaz
olmak tizere iki ayr1 sinifta degerlendirilir. Kolajen, elastin ve ipek gibi proteinlerden ve
aljinat, kitosan ve hyaluronik asit gibi polisakaritler dogal ve biyobozunur polimerler

iken; naylon, polietilen (PE), polipropilen ve poliakrilat, biyobozunmaz sentetik



polimerlerdir. PLA, poli (glikolik asit) (PGA), poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve
poli (e-kaprolakton) (PCL) ise doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan biyobozunur

sentetik polimerledir.

PCL diisik maliyet, yavas bozunma orani, iyi derecede viskoelastik ve reolojik
ozelliklere ve diisiik immiinojeniklige sahip bir polimerdir. PLGA ise, miilkemmel
biyouyumluluk ve iyi esneklige sahip en yaygin olarak kullanilan biyobozunur
polimerlerden biridir ve medikal alanda kullaniminda uzun bir gegmisi vardir. PCL ve
PLGA Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis
polimerler oldugundan; kikirdak, kan damari, kemik ve cilt doku miithendisliginde biiyiik

ilgi gérmektedir.

Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak tez kapsaminda derinin 3 katmanl yapisini taklit edecek
bi¢imde, her bir katman igin farkli biyobozunur polimerlerden iiretilen nanolifli
yiizeylerin, doku-yap1 iskeleti olarak kullanilabilirlikleri incelenmistir. Calismada
oncelikle PLGA ve PCL polimerlerinden elektrogekim yontemiyle iiretim agamasinda
cesitli parametreler denenerek bu parametrelerin  doku-yapi iskelelerin yiizey
morfolojilerine etkisi gozlenmistir. Sonrasinda karakterizasyon ¢alismalari altinda
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) analizi yapilmis, ylizeylerin gézenek orani ve gap
dagilimina bakilmis ve temas agist ile ylizey islanabilirligi 6l¢iilmistiir. Doku-yapi
iskelelerin mekanik 6zellikleri ¢ekme testleri ile analiz edilmistir. Son olarak karakterize
edilen yiizey tizerine normal insan dermal fibroblast hiicrelerin ekim iglemi
gerceklestirilerek, in vitro hiicre kiiltiiri deneyleri ile hiicrelerin ¢ogalma durumu

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu boliimde, onerilen tez kapsaminda PLGA ve PCL nanolifli doku-yapr iskelelerinin
deri doku miihendisligi alaninda kullanilabilirliginin incelenmesine yonelik yapilan
literatiir ¢alismalarina yer verilmistir. Ik olarak doku miihendisligi, derinin yapis1 ve
ozellikleri hakkinda bilgi verilmis, deri doku hasarimi tedavi etmek amaciyla gelistirilen
deri doku iskeleleri ¢aligmalarina deginilmistir. Bununla birlikte, doku-yap: iskeleti
iiretim yontemleri, kullanilan polimerler, kullanilan hiicreler ile ilgili yapilan kaynak
arastirmalar1 hakkinda bilgi verilmistir. Ardindan elektrocekim iiretimi hakkinda genel
bilgi verilmis ve deri doku miihendisligi alaninda ticari olarak sunulan driinler

degerlendirilmistir.

2.1. DOKU MUHENDISLIiGi

Doku miihendisligi ilk kez Amerika Ulusal Bilim Kurumu tarafindan 1987°de
tanimlanmistir (Mohd Hilmi & Halim 2015). 1960’11 yillarin ortasinda yanik tedavisi i¢in
yapay deri doku iskelesi olarak lifler kullanilmistir. 1970’11 yillarda kanin pihtilagmasini
saglayan ajanlarin kesfedilmesiyle birlikte, organik polimerlerin ve jellerin
biyouyumlulugu hakkinda yeni arastirmalart dogurmustur. 1981 yilinda kondroitin ile
capraz baglanma yoluyla elde edilen kollajen tizerine silikon ile kaplanarak yine yanik
tedavisinde kullanilmigtir.  Yasanan gelismeler, 1998 yilinda modern doku
miihendisliginin temelini olusturan, kok hiicre teknolojisini gelistirmenin yolunu
agmustir. Hiicre nakline yonelik doku iskelelerin islevselligini artirmak i¢in yapilan

arastirmalar hizla devam etmektedir (Sampath K. Nune ve ark. 2017).

Doku miihendisligi; konvansiyonel tedavilerin dezavantajlarin1 asarak; doku ve organ
fonksiyonunu iyilestirmek, korumak veya gelistirmek igin biyolojik ikame maddelerin
gelistirilmesine odaklanan miihendislik ve yasam bilimleri ilkelerini uygulayan
disiplinler aras1 bir alandir. Belirli bir hasar sonucunda ya da dogustan gelen hastaliklar
sonucunda hasar goéren doku veya organlar yerine doku igerisinde yer alan ekstra selliiler
matris (ECM) gorevi gorerek yeni hiicre olusumuna destek olan yapilardir. Gegtigimiz

yillarda, bu spesifik alanin ilerlemesinin devam etmesi, halihazirda insanlarda kullanilan



(6rn., Cilt ve kikirdak) veya klinik denemelere giren (6rn., Mesane ve kan damarlar)

implante edilebilir dokularin olusturulmasina yol agmistir.

Ekstra selliler matris (ECM); kimyasal ve fiziksel olarak protein ve
glikozaminoglikanlarin ¢apraz baglanmasi ile olusan ve hiicrelerin gé¢ organizasyonunu
saglayarak hiicre olusumunu destekleyen bir yapidir. ECM’nin lifli ve gdzenekli yapisi,
hiicre tutunmasi1 ve gocii tizerinde etkilidir. Sentetik ECM doku iskelelerin, benzer
gozeneklilige sahip bir sekilde hiicrelerin gogiinii saglamasi ve sinyallerin dogru
hiicrelere ileterek hiicre olusumunu destekleyici fonksiyonlar1 taklit etmesi

beklenmektedir.

Biyomalzemeler, kok hiicreler, biiylime faktorleri ve biyomimetik alanlardaki bilimsel
gelismeler, islenmis hiicre dig1 matris yap1 iskelelerinin, hiicrelerin ve biyolojik olarak

aktif molekiillerin kombinasyonlarini tiretmek icin essiz firsatlar yaratmistir.

Doku iskeleleri; porlu, hidrojel yapili, lifli, kompozit, mikrokiireli ve hiicresiz olmak
tizere farkli yapilarda gelistirilmektedir. Bu destek yapilarin tipleri segilirken 6zellikle
hiicre dagilimi, besinlerin diflizyonu ve hiicrelerin hiicre i¢i iletisimlerinin diizglin bir
sekilde saglanmasima dikkat edilmelidir (Vunjak ve ark 1998). Ozellikle nanolifli doku
iskeleleri ECM gibi nanoboyutta gézenek yapisina sahip olup, hiicre tutunmasini, gogiinii
ve ¢ogalmasini saglamaktadir. Bu nedenle kikirdak, kemik, deri vb. uygulamalarda en

cok tercih edilen doku-yap1 iskeleti olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Doku miihendisliginde yeni doku tasarim stratejisindeki en temel kriter; kullanilacak
polimerin “biyouyumlu” olmasidir. Secilen malzemenin doku-yapi iskelelerinde iltihab1
ve toksisiteyi Onlemek icin Onemli bir faktér oldugu disiiniilmektedir. Ardindan
kullanilacagi dokuya/organa uygun hiicre belirlenmesi ve uygulandigi alanda yeni hiicre
doku olusumu sagladiktan belirli bir siire sonra viicut icerisinden atilabilen/parcalanabilir
olan “biyobozunur” 6zellikte olmasidir. Bu 6zellik, dokularin yenilenmesinin zamaninda
gerceklesmesi agisindan 6nemlidir. PLA, PGA ve PLGA gibi sentetik polimerler ve
kitozan ve aljinat gibi bircok biyolojik olarak pargalanabilen polimerler, medikal

uygulamalarda yiiksek oranda biyolojik olarak tamamlayicilik gostermektedirler (Khang



ve ark. 1997). Doku iskelesinde kullanilan polimerlerin bozunma hizi; polimerin
kimyasal  yapisi, hidroliz sonucu ayrilabilen saglam olmayan baglari,
hidrofiliklik/hidrofobiklik seviyeleri, kristal yapida olma veya olmama morfolojisi,

kopolimer orani ve molekiiler agirligi gibi 6zelliklerine baghidir (Ye ve ark. 1997).

Doku iskelelerinin ii¢ boyutlu yapisiyla, doku olusumunu destekleyen bir yap1 olmasinin
yant sira; hiicrelerin tutunup ¢ogalabilmesi i¢in yiiksek gozeneklilik, gézenek boyutu ve
genis ylizey alanini saglamasi1 gerekmektedir. Yiiksek gozeneklilik ve gézenek boyutu
hiicre ekimini kolaylastirirken, hiicre ve besinlerin yap1 boyunca diizgiin dagilimini ve
tasinmasini saglar. Ideal gdzenek biiyiikliigii; neovaskiilarizasyon i¢in Spm (Brauker ve
ark. 1995), fibroblastlarin biiyiimesi igin 5-15 pm (Klawitter & Hulbert 1971), yetiskin

memeli derisi gelistirmek i¢in 20-125 pm olmalidir (Yannas ve ark. 1989).

Sekil 2.1 Nanolifli doku iskelelerinin gézenekli yapist (Fatemeh H. ve Hamid M. 2016)

Uc boyutlu doku iskeleleri organlarin ve dokularin normal islevsel boyutlarinda
yenilenmesine olanak saglar. Destek yapilarin geometrisi hiicre tutunmasi ve
farklilagsmasi agisindan ¢ok 6nemlidir. Hiicre yiizeyinde reseptorlerin tutunma bolgeleri;
hiicre farklilagsmasi, doku olusumu ve yenilenmesi ile ilgilidir (Midwood ve ark. 2004;
Tran ve ark. 2004).



Ozetle, doku iskeleleri;
e Hiicre tutunmasi ve hiicre olusumu i¢in, uygun gézenek boyutlarina sahip olmasi,
e Viicut igerisine implant asamasinda ve viicut igerisindeyken herhangi bir iltihapl
ya da toksik 6zellik olugmasini dnlemek i¢in biyolojik olarak uyumlu olmasi,
e Yeni doku olusumuna yardimci olmak i¢in biyolojik olarak parcalanabilir olmasi,

e Hiicrelere uygun ortam saglamak icin iyi mekanik 6zelliklere sahip olmasi

gerekmektedir.

Bunlardan yola ¢ikarak temel strateji biyoreaktdr teknolojisinden de faydalanarak;
iretilen doku iskelesini (yapay hiicre disi matris tabakasi) dogal dokulara monte
edebilirliktir. Viicudumuzdaki her doku ya da organ, bir mikro ¢evre olusturmak i¢in bir
hiicre dis1 matriste (ECM) bulunan parankimal hiicrelerden (fonksiyonel hiicreler) ve
mezenkimal hiicrelerden (destek hiicrelerinden) olustugu icin bu mantiklidir. Bu mikro
ortamlar topluca dokularimizi ve organlarimizi olusturur. Dokularin ve organlarin
gelistirilmesi ve bakimi agisindan, viicudumuz "biyoreaktdr" gorevi goriip hiicre ve ECM
mikro ortamlarin1 biyomekanik kuvvetlere ve biyokimyasal sinyallere maruz

birakmaktadir (Barnes ve ark. 2008).

Temelde, farkli polimerlerle gelistirilen doku iskeleti {izerine laboratuvar ortaminda hiicre
ekimi yapilir ve hiicre cogalmasi i¢in uygun ortam sartlari saglanir. Hiicre ¢ogalmasinin
saglanmasiyla viicuda implante edilen doku iskeletinin viicut igerisinde uyum saglamasi
ve doku gelisimi saglandiktan sonra viicut icerisinden atilmasi1 beklenmektedir (Sekil

2.2).
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Sekil 2.2 Doku miihendisligi yaklagimi (Dvir 2014)

Doku iskelelerine in vitro ortamda ekilen hiicrelerle doku rejenerasyonu 3 temel
islemde incelenmektedir;
1. 3- boyutlu doku iskelelerinin hazirlanmasi,
2. Hiicrelerin tutunmasini saglamak ve biyouyumluluklarini arttirmak tizere yiizey
modifikasyonu gerceklestirmek,

3. Hiicrelerin ¢ogalarak, dogal doku olusumunu saglamasi

seklindedir.

Bu nedenle Oncelikle iskelenin uygulanacagi doku tipine gore gerekliliklerin

belirlenmesi, bunun neticesinde uygun polimer ve hiicre se¢imi yapilmasi gerekmektedir.

Fonksiyonel doku miihendisligi iiriinlerinin gelistirilmesi icin ECMyi taklit edebilecek
bir doku iskelesi gerekir. Doku miihendisligindeki gilincel aragtirmalar neticesinde, in
vivo ya da in vitro olarak, biyolojik olarak pargalanabilir bir iskele yapisi igerisinde

hiicrelerin yeni dokular olusturmasina yonelik pek cok yontem gelistirilmistir.



Nanoteknolojinin  gelecek kusagin gelisiminde Onemli bir bilesen olacagi

ongoriilmektedir (Barnes ve ark. 2008).

Doku miihendisliginde bilim insanlar1 doku iskelesi ve yarali onarim / bakim tirtinlerinin
gelistirilmesine yonelik bir ¢oziim olarak nanoteknolojiye, oOzellikle nanoliflere
yonelmislerdir. Giiniimiizde, sadece birkag islem teknigi, nano 6lgekte lifli doku iskeleleri
basartyla iiretebilir. Doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in bu nanolifli yapilarin
karakterizasyonu, hiicre-ECM etkilesimlerini anlamada ¢ok onemlidir (Barnes ve ark.
2008).

Elektrocekim yontemiyle iiretilen nano 6lgekli yapi iskelelerinin avantajlari; yiiksek
yiizey / hacim orani, yiiksek gozeneklilik sayesinde gdzenek daha iyi hiicre tutunabilirligi,
kolay tekrarli iiretilebilirlik ve ¢ok ¢esitli polimerlerle ¢alisma firsati sunun bir yontemdir.
Nanolifli iskele mimarisi, dogal ECM dokusunu tam anlamiyla taklit eder; bu nedenle,

elde edilen hiicre-matris etkilesimlerini in vitro olarak gii¢lendirir (Kaur 2019).



2.2. DERi DOKU MUHENDISLIiGi

Deri doku miihendisligi, “deri dokusunda meydana gelen hasarlarin giderilmesi” ne
yonelik arastirmalarin yapildigir alt bir disiplin dalidir. Bir kadavradan alinan deri
parcalari, bagisiklik sisteminin etkisiyle viicut tarafindan birkag hafta iginde
reddedilebilmektedir. Sentetik malzemeler ise viicut tarafindan yabanci olarak
algilanarak bagisiklik sistemini harekete gecirmektedir. Bu nedenlerden dolay1, viicudun
rahatlikla kabul edecegi ve her an temin edilebilecek deri ikamelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Doku miihendisligi yaklasimiyla tretilen deri yapi iskeletleri bu

ihtiyaglar1 karsilamaktadir (Kazaroglu 2009).

Insan viicudunun en biiyiik organi olan deri, mikroplar ve cesitli patojenlere karsi
viicudun ilk savunma hatt1 olarak goérev yapmaktadir. EK olarak deri; termoregiilasyon,
nem tutma, bagisiklik korumasi, hissi saglama ve kendini iyilestirme gibi ¢esitli islevleri
yerine getirir. insan derisi ii¢ katmandan olusur: epidermis (en dista), dermis (ortada) ve
hipodermis (daha derin). Epidermis, bazal proliferatif tabakaya sinirli melanositler ve
epidermal kok hiicreleri ile birlikte farklilasma asamalarinda bulunan keratinositlerden
olusan, 0.2 mm kalinliginda, paketlenmis haldeki hiicre kilifidir. Ayrica, epidermisin
icinde 4 katman, yani, stratum bazal, stratum spinosum, stratum graniilozum, Stratum
korneum bulunur. Ikinci katman olan dermis, cilde duyusal ve mekanik ozellikler
kazandirir. Epidermis ve dermis arasinda, bir ECM bilesimine (kolajen III, IV ve VII;
lamininleri ve fibrilini olusturan) sahip olan ayirici bazal membran tabakasi mevcuttur.
En alttaki katman olan hipodermis (deri alt1 tabaka), adipoz dokudan olusur ve cildin
mekanik ve termoregiilator 6zelliklerini kontrol eder (Kaur 2019) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Deri katmanlar1 genel goriiniimii (Akturk, 2015)

Diinya Saglk Orgiitii’ ne (WHO) gére yaniklardan kaynaklanan 6liimeiil yaralanmalar
sonucunda yilda yaklasik 180.000 6liim meydana gelmektedir. Sadece Hindistan’ da yilda
orta ila ciddi yaniktan muzdarip 1.000.000’ den fazla insan vardir. Kiiresel yara bakim
pazarinin 2017 yilinda 18,35 milyar USD’ den 2022 yilina kadar 22,81 milyar USD’ ye
yiikselmesi beklenmektedir. Tedavi maliyetinin ¢ok yiiksek olmasinin yani sira, uzun
siireli tibbi bakim gerekliligi ve duygusal travma gibi maddi ve manevi zararlari

bulunmaktadir (Kaur 2019).

Son 30 yilda insan derisini taklit eden yerine gecen maddeleri gelistirmek igin birgok
calisma yapilmistir. Bu 3 boyutlu yapilar, akut ve kronik yaralarin iyilesmesini
desteklemek amaciyla klinik vakalarda kullanilmakta ve hiicre matrisi etkilesimlerini
saglayan mikro ortamlari olugturmaktadirlar. ECM’ nin karmasik yapist ve derinin
katmanli yapisi, geleneksel doku miihendisligi yaklagimlarini kullanarak dogal cilt
yapisini taklit etmeyi zorlastirir (Kaur 2019).
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Sekil 2.4 Deri doku miihendisligi yaklasimi (Metcalfe ve ark. 2007)

Ideal bir deri doku iskelesi; hiicre baglanmasini, gogalmasini ve farklilasmasini saglamak
icin uygun fiziksel ve kimyasal yapiya ve yiizey 6zelliklerine sahip olmalidir. Bu yapilari
tiretmek i¢in gesitli dogal ve sentetik malzemeler kullanilarak, hedef doku ihtiyacina

yonelik hiicrelerle bir araya getirilir (Kaur 2019).

Deri doku iskelesinde deri anatomisinin hiyerarsik karmasikligi; malzeme o6zellikleri
(sertlik, piiriizliiliik, 1slanabilirlik) ve bozulma oran1 bakimindan bilesimsel uyumsuzluk;
cesitli hiicre sayilari, hiicre tipleri, her katmandaki matris gradyanlari, ¢esitli bagisiklik
tepkileri ve ¢esitli tiretim yontemleri gibi biyolojik komplikasyonlar gosterebilmektedir.
Ek olarak, hastaya 06zgli deri ikamelerinin iiretilmesi i¢in yeni biyomalzemelerin
bulunmasiyla birlikte, artan islem maliyetleri, lgeklenebilirlik ve in vivo kosullar altinda

yapilarin stabilitesi ile ilgili konular bazi endiselere yol agmistir (Kaur 2019).

Deri dokusu miihendisligi, verimli deri rejenerasyonu igin gerekli tim biyokimyasal
mekanizmalar1 ve morfolojik ozellikleri saglayan biyomimetik yap1 iskelelerinin
gelistirilmesini saglar. Nanoyapilt malzemeler nano 6lgekli ve gozenekli lifli yapisi
sayesinde, hiicrelerin yapisabilecegi, ¢ogalabilecegi, serbestge go¢ edebilecegi ve yeni
doku olusumunu dogal hiicre dist matrise (ECM) yakindan benzeyen yapilarin
gelistirilmesine izin verdigi tercih edilen yapilardir. Gliniimiizde ticari olarak halen deri
ikamesi yerine biyolojik olarak emilemez yapilar kullanilmaktadir. Bu nedenle, yeni
olusturulan doku tarafindan yavasca emilebilen ve gecici konak vazifesini gorerek hiicre
olusumu icin tiim gereklilikleri saglayan biyolojik olarak emilebilir iskelelerin

gelistirilmesine daha fazla odaklanilmaktadir (Keirouz 2019).
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Doku iskele iiretimi igin farkli yontemler vardir ve elektrogekim yontemi en kolay ve en
ekonomik yontemlerden biridir. 1930’lu yillardan beri, elektrogekim islemi, farkli
polimerlerden doku iskelesi iretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Kullanilacak
doku tipine gére gozeneklilik, biyouyumluluk, yiiksek spesifik ylizey alani ve iyi mekanik
ozellige sahip mikro-nanolif tabanli iskeleler iiretir. Yapisal olarak, kimyasal olarak ve
mekanik olarak, dokularin benzeri bir hiicre dis1 matrisi (ECM) tasirlar (Ghosal ve ark.
2016).

Elektrogekim iiretimi, malzeme se¢imindeki esneklik, biyobozunurluk, biyoaktivite ve
antimikrobiyal/bakteri aktivitesi gibi fonksiyonel materyal oOzelliklerini ayarlamayi
mimkiin kilar. Poliglikolikasit (PGA), polilaktik asit (PLA) ve bunlarin kopolimerleri
olan poli (laktid-ko-glikolid asit) (PLGA), poli (- kaprolakton) (PCL) ve poliiiretan (PU)
gibi sentetik polimerler, elektrogekim yontemiyle doku iskeleleri ve yara ortiileri gibi
alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kollajen, fibronektin, laminin, aljinik asit ve
kitosan gibi diger dogal polimerler de nanofiber iskele iiretmek igin elektrospunlanabilir
(Ghosal ve ark. 2016). Doku miihendisligi uygulamasi i¢in kullanilan en yaygin sentetik
polimerler, polyester ailesidir.

Doku miihendisliginde kullanilan deri ikameleri genellikle epidermis ve dermis
tabakalarinda olusan defektleri tedavi etmeye yonelik yaklasgimlar icermektedir.
Epidermal tabakanin rejeneratif, dermal tabakanin non-rejeneratif olmasindan dolayzi,
dermal tabaka olmadan yapilan tedavilerin kullanim alani simirhidir. Dermis tabakasi,
yapisinda kollajen ve elastin yapilari, kapiler kan damarlari, sinirler, kil kokleri gibi
bilesenler barindirdigindan, yapisal ve islevsel olarak orjinale yakin bir dermis tabakasi

olusturmanin birgok zorlugu mevcuttur (Kazaroglu 2009).

Ug katmanli deri yapilar, dogal insan derisine en yakin taklit yapilar olarak kabul
edildiginden son yillarda yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir. Dermis ve epidermis ile
birlikte hipodermal adipoz dokuyu igeren yapilar gelistirilmeye olanak bulunmustur.
Kober ve dig. sirasiyla hipodermis, dermis ve epidermisin esdegeri i¢in adipoz tiirevli kok
hiicreleri (ADSC’ler), fibroblastlar1 ve keratinositleri fibrin matrisinde biriktirerek fibrin

esasli ii¢ katli bir deri yapisini Gretmistir. Yapay dokular, dogal insan derisine benzer bir
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morfoloji gostermistir. Baska bir grup, benzer bir hiicre kombinasyonu kullanilarak

tasarlanan li¢ katmanli bir cilt yapisi igin insan plazmasi kullanmistir (Kaur 2019).

Kisaca deri doku miihendisligi ile gelistirilecek iskeleler (i) uygun mekanik 6zelliklere
sahip olmali, (i) uygulama sonrasi hizli doku olusumunu desteklememeli ve (iii) ayrica

giiclii bir dermis-epidermis baglantisi yaratmalidir.
2.3. DERI YAPISI

Deri, insan viicudunun en biiylik organidir ve insan viicudunu dis ortamdan gelecek
etkilere karsi koruma gorevi gérmektedir. Viicudu, patojenlere, mikroorganizmalara,
termal, mekanik ve kimyasal etkilere karsi korurken, viicut isisin1 da muhafaza
etmektedir. Agirhigi, yetiskin bir insanda viicut agirliginin %10’una kadar ulasabilirken
yiiz 6l¢iimii ise 1,8-2 m? arasinda degismektedir. Derinin kalinhig1 da viicutta bulundugu
bolgeye gore degisiklik gostermektedir. Bu 0,5-2 mm arasinda olmasina ragmen, el i¢i ve
ayak tabaninda 4-6 mm’ye kadar kalinlasabilir, géz kapaklarinda ise 0,1 mm’ye kadar
incelebilir (Dalkiranoglu 2011).

Anatomik olarak deri 3 tabakadan olusur; epidermis (cildin dis katmani-estetik gériiniimii
saglayan yapi), dermis (ara katman- cildin mekanik destegini saglayan yapi) ve
hipodermis (en alt katman- subkutan yag tabakasi) (Sekil 2.5).

e Epidermis tabakasi i¢erisinde; Keratinosit, melanositler, Langerhans hiicreleri ve
Merkel hiicreleri bulunur.

e Dermis tabakasinda; kan damarlari, sinir uglari, sa¢/kil kokleri, ter ve yag bezleri
igerir.

e Hipodermis tabakasinda; ozellikle yag tabakasinin bulundugu bdlgedir. Kan

damarlar ve sinirler bulunur.
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Gozenekler
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Sinirler
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Sekil 2.5 Deri Katmanlar1 (https://www.dreamstime.com/layers-healthy-human-skin-
hair-follicle-sweat-sebaceous-glands-epidermis-dermis-hypodermis-muscle-tissue-
vector-image123014475, 2019)

2.3.1. Epidermis

Derinin en dig katmani olup, asir1 su kaybin1 6nlemek, UV 1sinlarina karsi korumak ve
viicudu toksinlerden korumak islevleridir. Epidermis tabakasi igerisinde kan damarlari
yer almamaktadir. Keratinositler epidermisin %95’ini olusturan hiicreler olup, kendi
igerisinde listten asagiya; stratum bazal>stratum spinosum>stratum granulosum>stratum

korneum sekilde 4 farkli tabakadan olugmaktadir.

Stratum bazal: Keratinosit ve keratin hiicreleri en dig tabakada yer almaktadir.
Kerotinosit hiicreleri mitoz yoluyla bdoliinerek ¢ogalir; bir keratinosit bazal tabakada
kalirken, digeri go¢ yoluyla iis tabakaya go¢ eder. Kerotinositlerin yani sira bagisiklik
sisteminin 6n savunmasi olan Langerhans hiicreleri, sinir uglari ile bagli olan Merkel
hiicreleri ve melanin pigmentinden ve UV radyasyonu absorblanmasindan sorumlu

melanositler (pigmentasyondan sorumlu) bulunmaktadir (Dalkiranoglu 2011).
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Stratum spinosum: Stratum bazal iizerinde yer alan keratinositler, stratum spinosumunu
olusturmak i¢in cogalir (Balasubramani ve ark. 2001). Kerotinositler iist ylizeye

ulastiklarinda yapisal olarak farklilasarak keratin sentezlemeye baslar.

Stratum granulosum: Stratum spinosumun yukarisinda, graniiler hiicrelerin diizlestigi
ve sitoplazmalarinin keratohyalin graniillerinin, diizensiz boyut ve sekilde dolduruldugu
stratum graniilozum bulunur. Kerotinositler bu tabakaya gectiklerinde yapisal

degisiklikler gdstermeye ve keratin sentezlemeye devam ederler.

Stratum korneum: Epidermisin en dig katmani ve hiicrelerin 6ldiigi kisim stratum
korneumdur. Stratum korneumun kalinligi, viicudun bir bolgesi i¢in gereken koruma
miktarina bagl olarak degisir (Murphy 2004). Bu katmanda i¢i tamamen keratinle dolu
korneosit ad1 verilen 6lii hiicreler bulunmaktadir. Korneositler, yeni hiicre olusumuna yer

acmak tizere deri yiizeyinden pulcuklar halinde 6lii derileri uzaklagtirmaktadir.

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum Spmosum

Stratum basale

Sekil 2.6 Insan Derisi (a) sematik epidermis karmanlar1 (LCSD 2014) (b) epidermis
katmanlar1 histolojisi (UCSF 2014)
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2.3.2. Dermis

Dermis, derinin mukavemetini, esnekligini ve elastikiyetini saglar. Hasar goren
epidermisin onarimi i¢in gerekli tiim bilesenlere sahiptir. Dermisi olusturan ana hiicre ise
fibroblasttir ve diizensiz bir dokudur. Kollajen tip I’ ce zengin olan bu tabakada; elastin,
fibrilin, hyaluronik asit ve proteoglikanlar olan ekstra selliiler matriks igerikleri bulunur.
Kollajen lif demeti halinde deriyi giiglendirerek saglikli olmasini saglarken, elastin lifleri
cildin esnekliginden sorumludur (Geesin ve Berg 1991). Makrofajlar, trombositler ve kok

hiicreler de dermisin i¢inde bulunur (Silver 1994).

Dermis; papiller dermis ve retikiiler dermis olmak {izere iki kisimdan olusur. Retikiiler
dermis papiller dermise gore daha aselliilarize (hiicresiz) yapidadir ve icerdigi kollajen
ile elastin fibrillerden dolay1 adeta yogun bir ag orglisii formundadir. Bu 6zelligiyle,

retikiiler dermis deriye elastikiyet ve gerginlik saglar (Dalkiranoglu 2011).

. —— Epidermis

Papillary
layer

- Dermis

Reticular
layer _

Sekil 2.7 Dermis katmanl yapisi (https://slideplayer.com/slide/11716447/, 2019)
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Dermis, hiicre gocii igin bir iskele gorevi goriir. Besin ve oksijen iletiminin gegisini
kontrol eder. Bu 6nemli yasamsal fonksiyonlara ek olarak dermis, kan akigini kontrol
ederek cildin 1s1s1n1 da diizenler ve yapi igerisinde hissi saglayan sinirleri igerir (dokunma,

agri, sicak ve soguk) (Falanga ve Faria 2007).

2.3.3. Hipodermis

Derinin en alt tabakasi olan hipodermis adiposit denilen, yag hiicrelerinin meydana gelir
(Ryan ve ark. 2007) Cildi altta yer alan organlara baglayan yapi, daha biiyiik kan
damarlar1 ve sinirler icerir, bdylece cildin termoregiilasyonuna ve mekanik 6zelliklerine

de katkida bulunur (Metcalfe ve ark. 2007).
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2.4, DOKU iISKELETi URETIiM YONTEMIi

Doku iskeleti hasar géren dokularin tedavi edilmesi ve yeni doku olusumunun saglanmasi
amaciyla kullanilan, ECMyi taklit eden destek yapilardir. Bu nedenle kullanilacagi hedef
dokunun fonksiyonel 6zelliklerini devam ettirecek sekilde karakteristik 6zellikleri ve
kullanilan polimere uygun iiretim sekli belirlenmelidir. Uretim teknikleri; dondurarak
kurutma, faz ayrimi, gaz kopiiklendirme, ekstriizyon, eriyik kaplama, ¢6ziicti dokme-
pargacik uzaklastirma, 3D yazic1 teknolojisi ve elektrogekim yontemi seklinde g¢ok

cesitlidir.

Sunulan tez kapsaminda deri doku iskeleti gelistirilmesi hedeflendiginden iiretim
tekniklerine deri doku iskeleti 6zelinde bakmak daha dogrudur. Son on yilda mikro ve
nano-imalat ve karakterizasyon teknikleri alaninda gelisen teknoloji ile farkli liretim
yontemleri ortaya cikmistir ve klasik iiretim yontemlerinden ¢ok daha kullanighdir.
Gelismis lretim teknikleri 0Ozellikle ¢ok yonliilik, tekrarlanabilirlik ve farkli
parametrelerle caligsma olanag: ile iskele karakterikstik 6zelliklerini ¢alismak icin firsat
sunmustur. Farkli malzemeler, istenilen mukavemet oOzellikleri, gozenek boyutu ve
dagilimi gibi hedef ECM mimarisine gore kontrol edilebilirdir. Hizli prototipleme (RP)
ve elektrogekim, nanopartikiiller ve nanolifler vasitasiyla nano boyutta doku iskelelerin

tiretimini saglayan yaratici se¢eneklerdir (C. Dutta 2017).
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Sekil 2.8 a) PLGA-collagen ¢apraz baglama yontemi; b) ipek doku iskelesi gaz
koptlikleme metdou; ¢) PLA siiper kritik CO2 ile muamele; d) 15% PLLA kopiikleri faz
ayrimi yontemi; e) 1sitma yontemiyle PGA liflerinin mesh yapiya getirilmesi; f) ¢apraz
baglama ile siinger matriksi; g) capraz baglama yontemiyle kopiik iskele yapilari; h)
elektrogekim yontemiyle tiretilen PLLA/1,2-dikloretan doku iskeleleri; i) Stereolitografi
teknigiyle tiiretilen doku iskeleleri; j) 3d yazicilarla iretilen kalsiyum silikat doku
iskeleleri; K)FDM teknolojisiyle iiretilen gozenekli doku iskeleleri; 1) Bio plotter
teknigiyle tiretilen PCL doku iskeleleri SEM goriintiileri (C. Dutta 2017).

Nano 6lcekli doku iskeleleri, ECM’nin hiicre olusumunu sagladigi mikro c¢evreyi taklit
ederek hiicre biiylimesini en etkili saglayan yapilardir. Ulusal Bilim Vakfi (NSF) cap1
birka¢ nanometre ile 100 nm g¢apmnin altinda yer alan liflere nanolif olarak

smiflandirmistir (1nm=10"° mm).

Nanolifler mikro gozenekli destek yapilar ile birlestirildiginde hiicre tutunmasini,
cogalmasini, gociinii ve farklilasmasini saglamaktadirlar ve bu sekilde doku miihendisligi
uygulamalar1 i¢in istenen Ozellikleri yliksek oranda gostermektedirler. Bu yiizeyler

konvansiyonel liflere gore kiiciik gozeneklere ve yiiksek yiizey alanlarina sahip
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oldugundan doku miihendisligi alaninda siklikla kullanilmaktadir. Destek yapilar olarak
kullanilan nanolifler kas iskelet doku miihendisligi de dahil olmak iizere kemik, kikirdak,
iskelet kasi, deri, vaskiiler, noral doku miihendisligi ve ilaglarin, proteinlerin ve DNA’nin

kontrollii saliniminda kullanilmaktadirlar (Sirkeci 2016).

Nanolif iiretimi i¢in en ¢ok kullanilan ii¢ teknik vardir; elektrogekim, kendiliginden
birlesme ve faz ayirma yontemleridir. Elektrogcekim yontemi, doku miihendisliginde en
¢ok kullanilan ve en umut verici yontemlerden birisidir. Elektrogekim yontemi kolay bir

yontem oldugundan ¢ok farkli polimerlerden nanolifli yiizeyler tiretilebilir.

Yapilan caligmalarda PLGA elektrospun iskelelerinin, in vitro kiiltiirde 5 giin siireyle
fibroblastlarin yasadigi ve c¢ogaldigi gosterilmistir. Arastirmacilar bu materyali
kullanarak, deri dokusu miihendisligi uygulamalarina yonelik fibroblast kiiltiiriinii
saglamak amaciyla 100-200 pm gozenek biiytlikliigiine ulasabilmektedir. Chen ve ark. 5-
40 asm kadar diisiik gézenek boyutlarina sahip PLGA elektrospun yapi iskelelerinde 7
giin sonra insan dermal fibroblastlarinin ve daha sonra kolajen tip I sentezinin
infiltrasyonunu bagariyla gostermistir. Bagka bir calismada, kollajenden yapilmis
elektrospun iskeleleri, dondurarak kurutulmus doku iskelelere kiyasla murin
modellerinde olusturulan tam kalinliktaki yaralar1 %22 oraninda 6nemli 6l¢iide azaltan
hiicre biiylimesini gostermistir. Park ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada ipek-polietilen
oksit (PEO) elektrospun elyaflarinda tuz (NaCl) kristalleri kullanarak elde edilen
iskelelerin, in vitro olarak iki katli deri olusumunu destekleyecek kadar biiyiik gozenek
boyutlarina (250-300 um) sahip oldugu gézlenmistir (Kaur 2019).

Yapilan birgok caligmada elektrogekim islemi, kontrol edilebilir nano-mikro 6lgekli
yapilar ve kimyasal 6zellikler iceren doku iskelelerini gelistirmede tercih edilen bir teknik
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu teknoloji kisaca, bir polimer ¢o6zeltisinden nanolif
olusumunu saglamak i¢in elektrostatik kuvvetler vasitasiyla toplayici yiizey iizerine
liflerin biriktirilmesi yontemidir. Ortaya ¢ikan yapilar kas-iskelet sistemi, deri ve vaskiiler
dokular da dahil olmak tizere bir dizi dokuyu taklit etmek i¢in uyarlanabilir. Cok ¢esitli
olarak dogal ve sentetik biyolojik olarak parcalanabilir polimerler bu yontem ile

tiretilebilmektedir (Kennedy ve ark. 2017).
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24.1. Faz Ayrim

Faz ayirimi gozenekli polimer zarlari iiretmek i¢in bir iiretim teknigi olarak yillardir
kullanilmaktadir. Bu yontem: polimer ¢oziicii ve ¢Oziicii olmayan bilesenlerden olusan
homojen polimer ¢dzeltisinin termodinamik yontemle polimerce zengin ve fakir fazlara

ayrilarak gozenekli bir yap1 elde edilmesi esasina dayanmaktadir (Can 2015).

Bu prosesteki ana mekanizma fiziksel uyumsuzluktan dolay1 fazlarin ayrimidir. Daha
sonra bu fazlardan biri (¢coziicii) ¢ikartilir ve geriye tek bir faz kalir. Yapilan aragtirmalara
gore proses; polimer ¢oziinmesi, jellesme, ¢oziicii ekstrliizyonu, donma ve yiiksek

vakumda donarak kuruma adimlarindan olusur (Diizyer 2014).

Diger tekniklerden farkli olarak faz ayrilmasi ¢ok 6zel ekipman gerektirmeyen basit bir
islemdir (Ravichandran 2012). % 90’dan daha biiyiik gozeneklilik ve 20'den 200um
arasinda degisen gozenek boyutu ile doku iskeleleri bu yontem ile iiretilebilir. Bu

yontemin dezavantaji olusan matriste gozenek yapisi kapalidir (Patel 2011).

Cozlcl

Coziclindin
Ayrilmasi

Gozenekli
Nanolif
Yapisi

Sekil 2.9 Faz Ayirma Yo6ntemi (Ramakrishna ve ark. 2005)

2.4.2. Coziicii Dokiim-Parc¢acik Uzaklastirma

Bu yontemde; organik ¢oziiclide ¢coziinen polimer, seker, inorganik tuz, parafin kiireler
gibi porojen graniillerle karistirilir ve 6nceden belirlenmis bir {i¢ boyutlu kaliba dokdiliir.
Polimer- porojen orani, nihai yapinin gézeneklilik miktar1 ile dogrudan baglantili olurken,
kullanilan porojen pargaciklarin boyutu iskele goézenek boyutlarini etkilemektedir.

Cozicii dokiim, 2 mm kalinhiga kadar 3 boyutlu goézenekli doku iskelelerinin
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hazirlanmasini saglar. Bu teknik kullanilarak % 93°e kadar gozeneklilik ve ortalama
gozenek cap1 500 um’e varan son derece gozenekli iskeleler elde edilebilir (Can 2015).
polimer

chzeltisi 5u

porojen \ gozenekli yap

-
cdzlct porojen
uzaklastirm i it { ;

uzaklastlrma

Sekil 2.10 Coziicii dokiimii/parcacik uzaklastirma yonteminin sematik gosterimi
(Duzyer 2014)

Bu iiretim teknigi de faz ayirma yontemindeki gibi 6zel ekipmana gerek kalmadan
tiretiminin kolay olmasidir. Dezavantajlar1 ise; organik ¢oziiciilerin doku iskelesi tizerine
ekilen hiicrelere herhangi olasi hasar1 onlemek amaciyla tamamen uzaklastiriimasi
gerektigidir. Ayrica sadece diiz levha veya boru seklinde yapilarin olusturulabilmesi,
porojen partikiillerin yapidan uzaklastirilmasinin  zor olmasit nedeniyle iskele
hazirlamanin zaman alic1 olmasi, polimer iginde toksik ¢oziiciiniin kalma ihtimali,
polimere tutunan diger molekiillerin ve proteinlerin ¢oziiciiler nedeniyle bozunma

riskinin olmasidir (Can 2015).

2.4.3. Gazla Kopiiklendirme

Bu yontem doku miihendisligi uygulamalarinda organik ¢dziicti etkisini ortadan kaldirma
amactyla tercih edilmektedir. Proses, polimer karisimindan karbondioksit vasitasiyla
kopiik olusturulmasi esasina dayanir. Bu teknik kullanilarak 100 um gbzenek boyutu
%093’e kadar gozeneklilik ile polimer siingerler iiretilebilir (Can 2015).

Sicaklik ve basing degisimleri ile gdzenek boyutlar1 degistirilebilir. Bu ydntemin

dezavantaji, gézenekler arasindaki baglantilarin az olmasi, dolayisiyla yiizeyin daha az

gozenekli olmasidir (Diizyer 2014).
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2.4.4. Kendiliginden Birlesme (Self-Assembly) Metodu

Kendiliginden birlesme; Kiiciik molekiillerden basit bloklarin kurulmasiyla nanoboyutta
liflerin olusturulmasini ifade etmektedir ve lif ¢aplar1 7-100 nm araliginda degismektedir.
Bir¢ok onemli biyolojik bilesenin olusumu herhangi bir dis etki olmadan, kendiliginden
gerceklesmektedir. Fakat kendiliginden montaj karisik, birka¢ polimer konfiglirasyonu

ile sinirli bir laboratuvar prosesidir (Diizyer 2009).

Deri doku miihendisliginde; peptidlerin kendiliginden diizenlenmesi (self-assembly)
yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde, peptidlerin, hidrojen baglari, iyonik baglar,
hidrofobik etkilesimler ve Van der Waals etkilesimleri ile gerceklesen kendiliginden
diizenlenmesi prosesi, doku mithendisligi alaninda {i¢ boyutlu peptid doku iskelelerinin
hazirlanma yontemlerinden biridir. Bu yontemin diger iretim tekniklerine gére daha
kompleks bir yontem olmasi nedeniyle yontem gilinimiizde ¢ok fazla tercih

edilmemektedir (Dalkiranoglu 2011).

2.4.5. Dondurarak kurutma

Dondurarak kurutma yontemi rejeneratif tip uygulamalarinda doku iskeleleri olusturmak
icin kullanilmaktadir ve genellikle soliisyon olarak asetik asitin kullanilmasi ile birbirine

bagli gozenekler elde edilir (Sirkeci 2016).

Bu yontem ile gbzenekli ve ii¢ boyutlu polimerik yapilar olusturulabilir. Diisiik
sicakliklarda, vakum altinda calistirilan cihaz donmus olan ¢6ziiciliniin siiblimlesmesini
ve daha sonrasinda cihazin i¢ duvarlarinda kristallenmesini veya yogusmasini
saglamaktadir (Diizyer 2014). Bu yontemin dezavantaji; doku iskelelerin kapali bir

gozenek yapisina sahip olmasidir (Nam & Park 1999).
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2.4.6. Kati serbest form iiretim teknikleri (SFFT) (3D yazicilar, Bioplatterler)

Kat1 serbest formlu tiretim (SFFT), bilgisayar destekli tasarim ile istenilen yiizeyin
bilgisayara islenerek 1s1, ultraviyole 1s1k veya baglayici ¢ozeltiler yoluyla iiretimin
yapilmasi esasina dayanir (CAD ve CAM). Ug boyutlu yazicilar, bir yapmin tabakalar
halinde iist iiste islendigi bir teknolojidir.

Geleneksel tretim teknolojilerine kiyasla doku iskelesinin gozeneklilik ve gdzenek
boyutu kontrolii daha iyi saglanir. Doku iskelesi iiretiminde kullanilan SFF {iretim
teknolojisi; 3D baski, stereolitografi, segici lazer sinterleme ve piiskiirterek ¢ikarma bazl
sistemlerden farklidir. Bu teknikler; birbiriyle baglantili gozenekli yapr ile tekrarlanabilir
iskeleleri iiretmek igin kullanilmaktadir. Ozellikle kemik doku miihendisliginde ilgi

¢eken bir teknoloji olmustur.

Sekil 2.11 3D yazicilarla iiretilen doku iskeleleri a)makroskopik goriiniimii, b)SEM
goriintiisii (Wang 2016)
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2.4.7. Elektrocekim Yontemi

Dilimize Elektro Lif Cekimi (Cengiz 2006), Elektrogekim (Diizyer ve Hockenberger
2008) gibi terimlerle giren Elektrogekim, nanolif eldesi i¢in gelistirilen yontemlerden en
yaygin ve avantajli olanidir (Ikiz 2009). Nanolif iiretim ydntemleri arasinda elektrostatik
yontemle elde edilen lifler istenilen tiim 6zellikleri saglayabilmekte, lif inceligi kontrol
altinda tutulabilmektedir. Bu yontemde, polimer ¢ozeltisi veya lif eriyiginden lif eldesi

icin elektrostatik kuvvet kullanilmaktadir.

Elektrocekim yonteminin ortaya ¢ikmasina girdi saglayan ilk ¢aligmalar 1600’1 yillara
kadar dayanmaktadir. 1822 yilinda Lord Rayleigh, elektrik yiikiine sahip damlalarin
elektrocekim islemi sirasinda gosterdigi diizensiz hareketler iizerine ¢alisma yapmasiyla
baglamigtir (Chun 2005). Rayleigh, yalitilmig bir yiikli damlacigin kararliligi {izerine
teorik bir ¢calisma yapmus olup yiikiin, kararlilig1 saglayan yiizey geriliminin iistiinde bir
degere ulastiginda damlacigin kararsiz hale geldigini ve pargalanmanin gerceklestigini

belirtmistir (Yarin ve ark. 2001).

Elektrogekim tekniginin ilk patenti 1902 yilinda J. F. Cooley tarafindan alinirken,
yontemin iplik ¢ekimine uygun yeni bir diizenek bulusunun sahibi olarak Formhals
tarafindan 1934 yilinda patent alinmustir. Iplik cekimi iizerine ¢ok fazla ¢alisma
yapilmasina ragmen ¢dzeltinin uzaklagsmasi ve lif olusmas1 asamasinda yasanan sorunlar

nedeniyle beklenilen 6nemi kazanamamistir (Diizyer 2014).

1940’11 yillarda bilim insanlar1 tarafindan elektrogekim yontemiyle iiretilen liflerin filtre
olarak uygulanmasi sonucunda, ilk ticari filtre iiriinii olarak "Petryanov filteleri" adiyla
pazara sunulmustur. 1974 yilinda Martin ve Cockshot tarafindan, elektrogcekim
yontemiyle lretilen yara ortiileri kullanilmaya baglanirken, 1978 yilinda Annis ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, ilk kez implante edilebilir damar doku ¢aligmalart literatiire

kazandirilmistir.

1960’larda jet olusum prosesinde temel ¢alismalar Taylor tarafindan baslatilmistir. Taylor

elektriksel alan1 uygulandiginda igne ucunda olusan polimer damlasinin seklini
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incelemistir. Diize ucunda olusturulan damlanin 6nce yari1 kiiresel bir yiizeye sahip
oldugunu, artan elektriksel kuvvet ile birlikte damlanin konik bir sekil aldigin1 ve daha
sonra jetlerin bu koninin tepesinden ¢iktigini1 gézlemlemistir. Jetin bu konik sekli diger

arastirmacilar tarafindan “Taylor konisi” olarak adlandirilmistir (Diizyer 2009).
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Sekil 2.12 Taylor’ in elektrogekim deney diizenegi (Cinar 2013)

Bilim insanlar1 tarafindan ¢ok farkli alanlara yonelik calismalarin ortaya g¢ikmasi
nedeniyle teknolojiye olan ilgi artmistir. 2003 yilinda Sun ve ark., ilk core-shell
elektrogekim teknolojisiyle literatiire yeni bir iiretim teknigi kazandirmistir. Smit ve ark.
tarafindan elektrocekim yontemiyle siirekli iplik eldesi calismalarinin basarili olmasi
sonucunda 2005 yilinda bu alanda ilk kez basarili bir ¢aligma bilimsel dergide
yayinlanmistir. Nicast tarafindan damar dokulari iizerine yapilan ¢alismalar sonucunda,
2008 yilinda CE belgesine sahip ve uygulanabilir (AVflo™ Vascular Access Graft) doku
iskeleleri pazara sunulmustur. Kompozit malzemelerin son yillarda ilgi goérmesi
sonucunda 2012 yilinda Kilwell NZ Xantu tarafindan elektrospun nanolif bazli kompozit
malzemelerin bagar1 ile elde edilmesiyle, tiiketici kullanimina sunulan ilk nanolif

kompozit yap1 olmustur.

Elektrogekim, polimerler, kompozitler ve seramikler gibi ¢ok gesitli materyallerden ultra
ince lifler olusturmak i¢in kullanilan basit ve etkili bir {iretim teknigidir. Bu teknik,
elektriksel olarak yiiklenmis sivi polimerin topraklanmis bir yiizey tizerinde siirekli lif
formunda konumlanmasi esasina dayanir. Patent literatiiriinde ilk ornekleri 20. ylizyilin
baslarinda goriilen ancak, 6zellikle 90’11 yillarin ortalarindan sonra akademik c¢evrelerin
oldukga ilgisini ¢eken elektrogekim yontemi, yeniden dogmus eski bir teknolojidir
(Kozanoglu 2006, Andrady 2008, Chronakes 2005). Bu yontemle, gaplari 3 nm’den 1
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mikron ve iizerine kadar degisen kalinliklarda nanoliflerin pek ¢ok polimerden basariyla

elde edildiginden s6z edilmektedir (Huang ve dig. 2003).

Bir elektrogekim diizeneginde temel olarak yiiksek voltaj gili¢ kaynagi, besleme iinitesi
(siringa, diize, metal igne vs), topraklanmis bir toplayict (plaka, silindir, disk vs) ve sivi

polimer olmak iizere 4 ana eleman bulunur (Sekil 2.13).

Sekil 2.13 Elektrocekim Yontemi (a) Sivi polimer ¢ozeltisi, (b) Yiiksek voltaj gii¢
kaynagi, (c) Igne ucunda damlacigin aldig1 koni formu, (d)Jetin izledigi kararsizlik
bolgesi, (e) Toplayici ilizerinde olusan nanolifli yiizey. (Doshi ve Reneker, 1993,
Kozanoglu 2006)

Eriyik ya da ¢ozelti halindeki sivi polimer, kilcal bir borudan beslenir. Devredeki
elektrotlardan biri polimere digeri toplayiciya baglanir. Bir yiiksek voltaj giic kaynagi
vasitasi ile polimer ¢ozeltisine ¢ok yiiksek degerlerde (50 kV’a kadar ¢ikilabilir) voltaj
uygulanir. Béylece ignenin ucunda asili kalan ¢ozelti damlaciginin yiizeyi elektriksel
olarak yiiklenir. Uygulanan voltaj arttik¢a polimer damlacigi, koni formunu (Taylor
konisi) alir. Voltaj kritik bir degere ulasip damlaciktaki yiiklerin itme kuvvetleri, ylizey
gerilimi kuvvetlerini yendiginde Taylor konisinin ucundan ince bir jet bas gosterir. Bu
polimer jeti, 6nce kararli daha sonra kararsiz (spiral) bir yol izleyerek karsisinda bulunan
topraklanmis toplayiciya dogru akar. Bu esnada, i¢indeki ¢oziicii buharlasir ve ardinda
nano boyutta ¢aplara sahip yiiklii bir polimerik lif birakir. Olusan bu siirekli nanolifler,
toplayici plaka {izerinde rastgele konumlanir ve bir dokusuz ylizey olusturur (Doshi ve

Reneker 1993, Kozanoglu 2006).
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Sekil 2.14 Artan voltaj ile kilcal boru ucundaki damlanin seklinde meydana gelen
degisiklik, (a) 6=110°, (b) 6=107°, (c) 6=104°, (d) 6=100°*“deki damlanin sekli, (e) jetin
fiskirmasi, (f) jetin siirekli hale gelmesi (Larrondo ve Manley 1981)

Elektrogekimde olusan jetten dogru sivi akisini tanimlamak igin, polimerin viskoelastik
ozelligi, yiik relaksasyon zamanlar1 ve ¢6ziicii buharlasma orani gibi degiskenler g6z

oniinde bulundurulmalidir (Diizyer 2014).

2.4.7.1. Elektrocekim Yontemine Etki Eden Parametreler

Elektrocekim yoOnteminde uygulanan parametreler, nihai nanolif yiizeyinin tiim
morfolojik ve mekanik 6zelliklerine etki etmektedir. Bu nedenle iiretime baglanmadan
once {retilecek yiizeylerin kullanim alanina goére beklenilen 6zelliklerinin diizgilin bir
sekilde arastirilmasi1 gerekmektedir. Elektrogcekim yontemi kolay olmasinin yani sira

tiretimi etkileyen ti¢ farkli ana grupta parametre bulunmaktadir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1 Elektrogekim prosesine etki eden parametreler

Cozelti Parametreleri Proses Parametreleri Ortam Parametreleri
Molekiiler agirlik Uygulanan voltaj Sicaklik
Polimerin yapisi Toplama plakasinin Basing
hareketliligi
Cozelti Viskozitesi Diize ¢ap1 (mikrometre) Rutubet
Cozelti Elektriksel Toplama plakasi ile diize
Tletkenligi arasindaki mesafe
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Cozelti parametrelerinin etkisi;

Elektrogekim ile iiretime baslamadan Once polimere uygun ¢oziiciinlin belirlenmesi
gerekmektedir. Olusturulacak ¢ozeltinin gelistirilecek nanolifli ylizey morfolojisi ve

mekanik 6zelliklerini etkiledigi bilinmektedir.

Molekiiler agirlik ile elektriksel Ozelliklerin viskozite, yiizey gerilimi, elektriksel
iletkenlik ve dielektrik kuvveti lizerinde 6nemli bir etkisi vardir. Yapilan ¢alismalarda,
cok diisiik molekiiler agirliktaki polimer ¢ozeltilerin liften ¢ok boncuklanma egiliminde
oldugu gozlemlenmistir ve yiiksek molekiiler agirliktaki nanolif ¢ozeltilerinden ortalama
daha genis caplar elde edilmistir (Deitzel ve ark. 2001; Heikkila ve Harlin 2008; Megelski
ve ark. 2002).

Polimer konsantrasyonu ve c¢ozelti viskozitesi arasindaki iliski genellikle polimer
dogasina (yap1 ve molekiiler agirlik gibi) ve polimer ¢dzeltinin icerisindeki molekiiller i¢i
etkilesime (polimer-polimer, polimer-¢oziicii, ¢dziicli-¢oziicli, v.b.) baghdir. Diisiik
viskozitenin boncuk olusumunu arttiran yonde etkiledigi bilinmektedir. Diisiik
viskozitelerde, yiikksek miktarda ¢oziicii molekiilii bulunur ve daha az zincir karisiklig
olusur. Bu durum yiizey geriliminin polimer jeti boyunca etkin olmasina neden olur ve
bdylece olusan lif boyunca boncuklar goriiliir. Viskozite arttirildiginda, ¢ozelti igindeki
polimer zinciri karigikligr artar ve polimer jeti lizerindeki yiikler ¢ozeltiyi tamamiyla

gerdirebilir. Artan viskozite ile birlikte, lif cap1 da artar (Diizyer 2014).

Cozelti iletkenligi, elektro-egirme yontemiyle liretilmis lif capini yiiksek oranda etkileyen
bir polimer ¢ozeltisi 6zelligidir. Cozeltinin iletkenligi, ¢ozeltinin bir elektrik akimi tagima
kabiliyeti olarak tanimlanabilir (Yener ve ark. 2011). Cozelti iletkenligi fazla olan
polimerlerde iyonlarin fazla olmasindan dolay1 yiik tasima kapasitesi artar ve bu da
uygulanan elektrik alan ile daha fazla gerilime sebep olur. Yeterli diizeyde iletkenlik

goriilmiiyorsa, lif olusumu gozlenmeyebilir.

Elektrogekimin gergeklesmesi igin, elektriksel olarak yiikli ¢ozelti, kendi yilizey

gerilimini asmas1 gerekmektedir. Fakat polimer jeti toplama ylizeyine dogru hareket
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ederken, yiizey gerilimi nedeniyle jet boyunca boncuk olusumu goézlenebilir. Yiizey
gerilimi, birim s1v1 kiitlesi bagina ylizey alanini diisiirmeye yonelik ¢alisir. Bu durumda,
serbest ¢coziicli molekiillerinin konsantrasyonu yiiksek oldugunda, ¢6ziicli molekiillerinin
bir araya gelme ve yiizey gerilimi nedeniyle kiiresel sekil alma egilimi daha fazla olur.
Yiizey gerilimlerinin etkisini azaltmak i¢in, diisiik yiizey gerilimine sahip coziiciiler veya

¢ozeltiye ylizey aktif maddeler kullanilabilir (Diizyer 2014).

Proses parametrelerinin etkisi;

Proses parametreleri yiizeydeki lif olusumuna etkileyen en 6nemli parametreler oldugu

bilinmektedir.

Voltaj, proses parametreleri icerisinde lif morfolojisini dogrudan etkileyen en 6nemli
parametrelerden biridir. Cozeltinin akis hizina bagli olarak, Taylor konisinin kararli
olabilmesi i¢in yiiksek voltaj gerekmektedir. Elektrogekim jetindeki Coulomb itici
kuvvet, viskoelastik ¢ozeltiyi esnetmektedir. Eger uygulanan voltaj yiiksekse, olusan
yogun yiik, igne ucundan daha fazla hacimde ¢ozelti ¢ikmasina ve olusan jetin hiz
kazanmasina neden olmaktadir. Bu durum daha ince liflerin elde edilmesine neden olur
(Kazaroglu 2009).

Daha yiiksek voltaj degerlerinde, boncuk olusma egiliminin daha fazla oldugu
goriilmiistlir. Ayrica yapilan arastirmalarda, artan voltaj ile olusan boncuklarin gubuk

seklinden kiiresel sekle dogru degistigi goriilmistiir (Diizyer 2014).

Diize ucu-toplayicit aras1 mesafe degisimi ile birlikte toplayiciya ulasma siiresi,
¢Oziiciiniin uzaklagma stiresi ve polimer jetinin karasiz bolgede kalma siireleri degisir. Bu
nedenle, Elektrogekim ydntemi ile iiretilen nanoliflerin yap1 ve morfolojisi, diize-
toplayict mesafesinin degisiminden olduk¢a etkilenir. Diize ucu ile toplama yiizeyi
arasindaki mesafe degistirilerek, polimer jetinin elektriksel alanda kalma siiresi ve
elektriksel alanin giicli degistirilir. Diizgiin liflerin olusmas1 i¢in, ¢6ziiciiniin elektriksel
alan i¢inde tamamen uzaklagmasi gereklidir. Diize ucu ile toplama yiizeyi arasindaki
mesafe azaltildiginda, jetin hareketi daha kisa mesafede gergeklesir. Ayn1 zamanda

elektriksel alanin siddeti arttirilmis olur. Bu durum, jetin ivmelenmesini arttirir ve
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¢oziliciiniin uzaklagsmasi igin yeterli siire saglanamaz. Sonu¢ olarak, toplama yiizeyi

tizerinde birbirine yapigsmis liflerden olusan bir yiizey elde edilir (Diizyer 2014).

Elektrogekim islemi sirasinda diize ucu ile toplayict arasinda bir elektrik alan
olusmaktadir. Birgok elektrocekim diizeneginde aliiminyum folyo gibi iletken bir
malzemeden yapilan toplayici plaka, kaynak ile toplayici arasinda kararli bir potansiyel
farki olusturacak sekilde elektriksel olarak topraklanmistir (Kazaroglu 2009).
Elektrogekim sisteminde kullanilan toplayic tipi diiz plaka, ¢ubuk, doner silindir, keskin
kenarli disk vb. gibi pek cok farkli sekilde olabilir. Farkli tipteki toplayicilar, lif

morfolojisi iizerinde de etkili olur (Teo ve ark. 2006).

Toplayicinin duragan veya hareketli olmasi liflerin yonlenmesinde etkilidir. Bu
toplayicilar ozellikle, DMF gibi kaynama noktas1 yiiksek ¢oziiciiler i¢in kullanighdir,
boylece fiberler toplayici iizerinde 1slak kalmamaktadir (Kazaroglu 2009).

Besleme orani, elektrocekim icin gerekli olan ¢ozelti miktarin1 belirler. Belirli voltaj
degerinde, Taylor konisinin olugmasi i¢in gerekli olan belirli bir besleme orani vardir.
Besleme orani arttirilirsa, diize ucundan daha fazla miktarda ¢ozelti ¢ekildigi i¢in, lif
capinda veya boncuk boyutlarinda artig goriiliir. Baz1 durumlarda, besleme orani nanolif
olusturmaya yetecek kadar olsa bile, damlama problemi gibi sorunlar olusabilir. Yiiksek
kaliteli lif olusumunu saglamak icin, besleme orani; polimer/¢oziicii se¢imi ve

konsantrasyona bagl olarak belirlenmelidir (Diizyer 2014).

Diize ¢apinin kiiciik olmas1 durumunda tikanmaya bagli olarak boncuk olusumuna neden
oldugu bulunmustur. Olusan lif ¢apinda da azalmaya neden olmaktadir. Ayni voltaj
degerinde, jet olusumunun saglanabilmesi i¢in daha yiiksek Coloumb kuvvetlere ihtiyag
bulunmaktadir. Sonug olarak, jetinin hiz1 diiserken ¢6zeltiye, toplayiciya gitmeden once,
gerilmesi ve uzamasi i¢in daha fazla zaman tanimaktadir. Diize ¢apinin ¢ok kiiciik oldugu
durumlarda, igne ucundan ¢ozelti damlasinin ¢ikist miimkiin olmayabilir (Ramakrishna
ve ark. 2005).
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Ortam parametrelerinin etkisi;

Sicaklik: Cozeltinin sicakligi, ¢dziicliniin buharlasma oraninin yiikselmesine boylelikle

polimer ¢6zeltisinin viskozitesinin artmasina etki etmektedir.

Nem: Ortamin nemi, kullanilan ¢dziicii tipine ve polimer ¢ozeltisinin hidrofilitesine gore,
her bir polimer ¢6zeltisini farkli olarak etkiler. Sulu ¢ozeltiler, nemden en fazla etkilenen
cozeltilerdir. Bu c¢ozeltilerde ¢6zeltideki suyun ve atmosferin etkilesime girmesi
olagandir. Yiiksek nem oranlarinda, su molekiilleri lifin ylizeyi iizerinde yogunlasabilir.
Sonug olarak, 6zellikle ugucu ¢oziiciilerle hazirlanan polimer ¢ozeltilerinde lif morfolojisi
cok etkilenir. Yapilan arastirmalarda, artan nem ile lif yilizeylerinde gbzenekler olustugu

gozlenmistir (Diizyer 2014).

Atmosfer Tipi: Elektrocekim ortamindaki hava bilesiminin islem {iizerine etkisi
bulunmaktadir. Farkli gazlar, yiiksek elektrostatik alan icerisinde farkli davranis
gostermektedirler. Ornedin, helyum yiiksek elektrostatik alan altinda parcalanarak,
¢ekimi imkansiz hale getirmektedir (Kazaroglu 2009).

Basing: Kontrollii ortam kosullarinda, basincin elektrogekim jeti iizerine olan etkisini
incelemek miimkiindiir. Genel olarak, elektrocekim jeti etrafindaki basincin diigmesi

islemi olumsuz yonde etkilemektedir (Kazaroglu 2009).

Elektrocekim yonteminin avantajlari;

e Ultra ince nanolifler {iretilebilir. 5-1000 nm ¢apinda liflerin bir grami ile 10-1000
m?’lik bir alan1 kaplayabilmek miimkiindiir. Konvansiyonel malzemelerde 1 m?%/g
civarindadir.

e Artan yiizey alani, fonksiyonel gruplarindan azami faydalanma olanagi, molekiil
tutma kapasitesinde artis, iyon ve katalitik tiretiminde genis fayda saglamaktadir.

e Lif ¢apinin diisiik olmasina bagl olarak daha iyi filtrasyon verimliligi, daha

yiiksek su absorblama yetenegi, yiiksek gozeneklilik, yiiksek su buhari transferi,
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gelistirilmis toksik kimyasal diren¢ ve nefes alabilirlik O6zelliklerine sahip
yiizeyler elde edilir.

Maliyeti diigiiktiir. Bu yontem ile {retilen polimerik, karbon ve seramik
nanolifleri, karbon ve diger nanotiiplerle kiyaslandiginda, maliyet ve tek adimda
iiretim a¢isindan avantajhdir.

Polimerden dogrudan dokusuz yiizey kumas elde edilebilir. Alternatif olarak tek

tek lif ya da nanoliflerden mikron seviyede iplikler elde edilebilir.

Elektrocekim yontemi dezavantajlari;

1930’lardan beri bilinmesine karsin diisiik iiriin eldesi, diislik ve diizgiin olmayan
molekiiler oryantasyon, diisitk mekaniksel 6zellikler ve biiyiik ¢cap diizensizligi ya
da dagilimi nedeniyle pek kullanilmamistir.

Elektrocekim yontemi ile iiretilen lifler kiigiik ¢apli olmasi sebebiyle, nanolifli
dokusuz yiizeyin kalinligi da olduk¢a kiigiiktiir. Bu ylizden diisiik mekanik
ozellikleri kullanimlarini siirlandirir. Bu islemin {iretim verimi, genelde birim
saatte birim diize deliginden gegen polimerin gram cinsinden miktar1 ile 6lgiiliir
ve lif mukavemetinin ¢ok diisiik oldugu tahmin edilmekle beraber Ol¢iilmesi de
oldukg¢a zordur.

Her ne kadar ¢ap1 3-5 nm olan liflerin iiretilebilirliginden bahsediliyorsa da, 50
nm’den daha kiiclik captaki lifler iniform olmayan bir yapiya sahip olmaktadirlar.
Ince capa sahip liflerde, ¢dziiciiniin buharlasmas1 ve polimer jet stabilitesinin
saglanamamasi, iizerinde ¢alisilmasi gereken konulardir.

Elektrocekim yontemi ile ilgili yapilan bilimsel yaymlarin 6nemli bir boliimiinii,
prosesle, ¢ozeltiyle ve ¢evreyle ilgili parametrelerin jet olusumu, lif ¢ap1 ve ylizey
ozelliklerine etkileri iizerine yapilan ¢alismalar olusturmaktadir. Pek ¢ok calisma
ise, poliliretan, kollajen, kitin, kitosan/kollajen, seliiloz, poli(vinil alkol),
poli(metil metakrilat), poliamid 6 ve diger nanolif iiretme tekniklerinde
kullanilabilen tiim polimerlerin elektrogekim i¢in uygun oldugunu gostermistir.
Yapilan ¢alismalar, nanoliflerin filtrasyon, kompozit ve biyomedikal gibi
uygulama alanlarinda kullaniminin  miimkiin ve avantajli  oldugunu

gostermektedir (Ustiindag 2016).
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2.5. DOKU iSKELETINDE KULLANILAN POLIMERLER

Doku iskeleleri, hiicre tutunmasi, hiicre proliferasyonu ve gocii, ECM sentezi ve
farklilasmasi yoluyla hiicrelerin ve diger biyolojik faktorlerin tasiyicisi olarak islev
gorerek, fonksiyonel doku olusmasini saglayan ii¢ boyutlu bir yapidir. Doku iskelesinde
kullanilacak biyomateryal se¢imi, doku miihendisligi yaklagimmin en Kkritik
unsurlarindandir. Biyomedikal kullanimda biyomateryallerin seg¢ilme kriterleri bu
materyallerin kimyasina, molekiiler agirligina, c¢oziinmesine, yapisina ve sekline,
hidrofiliklik/hidrofobiklik 6zelligine, kayganliina, yiizey enerjisine, suyu absorbe

etmesine ve erozyon mekanizmasina baglidir (Paulla & Suschek 2011).

Doku iskelesinden beklenilen tiim fonksiyonellikleri (yiiksek gozeneklilik, genis yiizey
alan, mekaniksel Ozellikler) sagladiklar1 i¢in biyomateryal olarak polimerler tercih
edilmektedir. Kullanilacak polimerin se¢iminde temel kriter “biyouyumluluk” tur. Ikincil
olarak kullanim yerine ve amacina uygun olarak diger kriterler dikkate alinmaktadir.
Ornegin, doku iskelesi temelli doku miihendisligi yaklasiminda, yeni doku olusuncaya
kadar hiicrelere destek saglayacak yapay hiicre digi matriks (doku iskelesi-scaffold)
fabrikasyonunda kullanilacak polimerler icin “biyobozunurluk” sarttir. Bu tiir
uygulamalarda dogal polimerler, sentetik polimerler, seramikler veya bunlarin karisimlart
kullanilmaktadir (Giimiisderelioglu 2016).

Dogal polimerler iki ana alt gruba ayrilabilir; polisakkaritler (aljinat, kitosan, nisasta,
seliiloz), polipeptitler ve proteinler (kolajen, ipek fibroin, albumin). Bu polimerler diizenli
bir sekilde, ECM” yi taklit ederek hedef dokuyu tarafindan taninabilir ve standart hiicresel
fonksiyonlar1 desteklerler. Ancak zayif mekanik 6zellikleri vardir ve biyolojik olarak

yeniden emilebilirlikte sinirli kontrol s6z konusudur (Hokmabad ve ark. 2017).

Sentetik polimerler, sahip olduklar1 yiiksek mekanik 6zellikler, gézeneklilik ve kullanim
alanina gore ayarlanabilir biyobozunma oranlar1 sayesinde doku miihendisliginde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu polimerler igerisinde; poli (glikolik asit) (PGA), poli (laktik
asit) (PLA) ve bunlarin kopolimerleri poli (laktik-ko glikolik asit) (PLGA) ve poli (e-
kaprolakton) (PCL) gibi klinik uygulamalar i¢cin Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
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onayina sahip olan bu polimerler son yillarda doku miihendisligi alaninda hizla odak
noktast olmustur. PLGA gibi kopolimerlerde bilesen miktar1 degistirilerek bozunma

hizlar1 istege gére uyarlanabilir.

Avantajlarimin yani sira biyolojik olarak taninirliklarinin az olmasi ve bozunma sirasinda
c¢ikan {rtinlerin bazilar1 metabolik yollarla emilebilirken, bazilarinin toksik olma ihtimali
dezavantajlaridir (Sirkeci 2016). Ayrica, sentetik biyobozunur polimerlerin g¢ogu
hidrofobik yiizey yapidadirlar, ancak doku iskele uygulamalarin ideal hiicre ortamini

saglamak i¢in hidrofilik yilizey olusturulmasi gereklidir (Senthamizhan ve ark. 2017).

Biyoseramikler, hidroksiapatit (HA), trikalsiyum fosfat (TCP), bazi silikat ve fosfat
camlar1 ile cam seramikleri, diisiik biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zelligi sebebiyle
doku miihendisliginde kullanimi sinirhidir. Fizyolojik sivilar ile reaksiyona girerek sert ve
yumusak doku ile hiicresel aktivite yoluyla sert etkilesimler yaratirlar. Bu nedenle doku
miihendisligi uygulamalarinda yumusak doku iskelelerinde kullanimi sinirli kalmistir

(Hokmabad ve ark. 2017).

Birka¢ mikrometreden 100 nm ya da daha azina kadar degisen caplarda polimerik
nanolifli doku iskeleleri, ECM lifli yapilarin fizyolojik boyut araligina diisebilen
elektrogekim yontemiyle kolayca iiretilebilir. Ayrica, elektrogekim elyaf membranlarinin
yiiksek gozenekliligi ve oksijeni gegirgen ozelligi ile doku miihendisligi uygulamalart

icin uygun olmasini saglar (Liu ve ark. 2014).

Polikaprolakton ve poli (laktid-ko-glikolid) (PCL/PLGA) polimerlerinden olusturulan
hibrid malzemeler hiicre proliferasyonunu ve doku olusumunu destekleyen mitkemmel
bir biyouyumlu bilesiktir. Bu nedenle literatiirde, deri rejenerasyonu, mesane
rejenerasyonu ve kemik rejenerasyonu ¢alismalarinda PCL/PLGA harmanlari
arastirllmistir.  Yapilan arastirmalar, PCL ve PLGA’nin kok hiicre c¢ogalmasin

destekleyebildigini gostermistir (Hiep ve ark. 2017).

Sunulan tez kapsaminda polikaprolakton ve polilaktik-ko-glikolik asit polimerleri

kullanilmis olmalar1 nedeniyle bu polimerler i¢in detayli agiklamalara yer verilmistir.
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2.5.1. Poli(d,l-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) Polimerleri

Biyobozunur polimer olarak adlandirilan PLGA, laktik asit (a-hidroksi propanoik asit) ve
glikolik asit (hidroksi asetik asit) polimerlerinden basarili bir sekilde sentezlenerek elde
edilmis kopolimer halidir. Bu iki polimerin avantajlarini tek bir yapida tasiyan bu
polimerin 6zelligi; daha uzun bir bozulma siiresine, daha iyi mekanik mukavemete ve

artan hidrofobiklige sahip olmasidir.

Laktik asit ve glikolik asidin direkt polikondensasyonu (poliesterfikasyonu) ile diisiik
Mw’li PLGA sentezlenmektedir. Laktik asit ve glikolik asit oligomerlerinin termal
degredasyonu sonucu laktik ve glikolik asitlerin siklikdiesterleri olan laktid ve glikolid
meydana gelmekte ve bunlarin, ¢inko oksit tozu, Lewis asitleri (6rn. antimon trifloriir)
veya organometalik bilesikler (6rn. aliminyum veya stannus oktat) gibi katalizorler
varhiginda direkt polikondensasyon veya halka yarilma polimerizasyonu ile de orta ve
yiiksek Mw’l1 PLGA polimeri sentezlenmektedir (Baykara 2009).
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Sekil 2.15 Sirasiyla Glikolid ve Laktidler (Baykara 2009)
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Sekil 2.16 Diisiik Mw’li PLGA Sentez Semasi (Baykara 2009)
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Sekil 2.17 Yiiksek Mw’l1 PLGA Sentez Semas1 (Baykara 2009)
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PGA, PLA ve bunlarin kopolimerleri olan PLGA doku miihendisliginde en sik kullanilan
lineer alifatik polyester ailesidir. Iyi mekanik &zellikleri, toksik olmayan biyolojik
bozunma Triinleri ve ayarlanabilir biyolojik bozunma siireleri nedeniyle doku

miihendisligi igin umut verici bir malzemedir (Zhao ve ark. 2016).

Kopolimeri olusturan monomerlerin oranlar1 degistirilerek, farkli molekiil agirliginda,
farkli fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal Ozelliklerde PLGA polimerleri elde
edilebilmektedir. Liflerin mekanik ozellikleri ve bozunmasi, PGA ve PLA
homopolimerlerinden oldukg¢a farklidir. PGA, nispeten hidrofilik dogasindan dolayi in-
vivo ya da sulu ¢ozeltilerde hizlica bozulur ve iki ile dort hafta arasinda mekanik
biitinligiinii kaybeder. PLA’da tekrar eden ekstra metil grubu (PGA ile
karsilastirildiginda) bulundugundan, onu daha hidrofobik yapar ve daha diisiik bir
hidroliz oranina yol acar. Bu nedenle PLGA’nin sudaki bozunma 6zelligi kopolimerin

molekiil agirligia ve laktik:glikolik oranina baglidir.
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Sekil 2.18 PLGA’nin Kimyasal Formiili (Baykara, 2009)

Yiiksek glikolik asit igerigi ve diisik molekiil agirligi, biyobozunma oranini
artirmaktadir. PLGA nin kristal yapist kopolimer zincirindeki iki monomer bileseninin
molar oranina baglidir. PLGA’da, % 70°den az PGA igeren kopolimerler amorftur ve
diklorometan, etil asetat gibi organik c¢oziiclilerde kolaylikla ¢oziiniirler. PLGA’ nin
yapisinda bulunan ester baglar1 su igerisinde hidroliz olmaktadir. 50/50 oranindaki poli
(laktid-ko-glikolid) (PLGA) yaklasik olarak 1-2 ay, 75/25 oranindaki PLGA 4-5 ay ve

85/15 oranindaki PLGA 5-6 ayda bozunur. Bozunma esnasinda asidik iiriinler olusmakta
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ve bu iriinler dogal metabolik yollarla organizmadan atilmalarina ragmen hastalarda
diisiik inflamasyon reaksiyonlarina yol agabilmektedir. Diisen pH, polimerin bozunma

hizinin da artmasina neden olmaktadir.

PLGA FDA onayl bir polimerdir ve sahip oldugu biyouyumluluk ve biyobozunurluk
ozellikleri sayesinde deri doku rejenerasyonu, kalp doku rejenerasyonu ve ilag tasiyici
sistemler olmak iizere bir¢ok doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Ayrica PLGA destek yapilarinin fibroblastlar, kondrositler ve diiz kas hiicreleri olmak
tizere farkli birgok hiicre tipinin biiylimesinde gerekli olan doku ¢atis1 yiizeyini sagladigi

ispatlanmistir (Langer 2007).

2.5.2. Polikaprolakton (PCL) Polimerleri

Alifatik poliester ailesinin diger bir tiyesi olan PCL; yar1 kristalin yapida olan sentetik bir
polimerdir. Poliester ailesine mensup PLA, PGA ve PLGA ile karsilagtirildiginda PCL
hidrofobik 6zelliginden dolay1, diisiik degradasyon hizina sahip olmasi nedeniyle doku
iskelesi iiretiminde daha az kullanilmaktadir. Fakat, hidroliz atagina kars1 sahip oldugu
gelismis dirence ragmen diger biyobozunur polimerlerden daha diisiik fiyata sahip

oldugundan, elektrogekim ile nanolif tiretimi igin cazip bir polimerdir (Kazaroglu 2009).

/\{ Katalizor ﬁ
[ o +lsi - ()—((‘EII}?(‘
€-kaprolakton Polikaprolakton

Sekil 2.19 PCL sentezi (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pcl_synthesis.png,
2019).

PCL sentezi, e-kaprolaktonun 170°C’de azot atmosferinde, dibiitil kalay oksit (Bu2SnO)
katalizoriinii, halka agilma polimerizasyonu ile sentezlenmektedir (Sekil 2.20). e-
kaprolakton, ¢ok sayida farkli monomerle de (etilen oksit, stiren, metil metakrilat, vinil

asetat vb.) kopolimerlestirilebilmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde PCL, doku
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miithendisligi ¢alismalarinda hem tek basina, hem de diger polimerlerle birlikte gorev

alabilmektedir (Dalkiranoglu 2016).

PCL, Amerikan Gida ve ilag Federasyonu (FDA) tarafindan insan viicudu ile uyumlu
oldugu onaylanmig, doku miihendisligi ve kontrollii ila¢ salimi1 uygulamalarinda film,
kompozit, insan yap1 iskelesi, nanoparcacik, mikrokiire, hidrojel gibi formlarda yaygin

olarak kullanilan biyobozunur bir polimerdir (Dalkiranoglu 2016).

Kloroform, Diklormetan (DCM), dimetilformadi (DMF), tetrahiidrofuran (THF) gibi pek
¢ok ¢oOziici ile ¢oOzelti olusturulabilen ve kolaylikla elektrogcekim islemi
uygulanabilmektedir. PCL endotel hiicrelere karsi ¢ok iyi biyoyapisma ve tutunma
ozelligi gostererek, hiicrelerin yasayabilmeleri, biiyiimeleri ve ¢ogalmalart i¢in uygun
ortami saglar (Johanas 2008). Bu ozelligiyle PCL o6zellikle yara ortiicii ve doku
miithendisligi uygulamalari i¢in iyi bir adaydir (Dogan 2012).

2.6. DOKU iSKELETINDE KULLANILAN HUCRELER

Doku iskelesinin uygulanacagi alanda orijinal doku fonksiyonlarini yerine getirebilmesi
i¢in doku tipine uygun hiicre se¢imi yapilmalidir. Ug tip hiicre kaynagi s6z konusudur;
otolog hiicreler, allojenik hiicreler ve zenojenik hiicreler. Otolog hiicreler hastanin
kendisinden elde edilen hiicrelerdir. Bu hiicrelerin transplantasyonu sonrasinda
immiinolojik reaksiyona neden olmamalar1 nedeniyle doku miihendisligi ¢aligmalari igin
ideal kullanima sahiptir. Ancak hastadan alinan hiicrelerin az sayida olmasi
dezavantajlaridir ve bu nedenle doku miihendisliginde kullanimi kisitli kalmaktadir.
Allojenik hiicreler ise, ayni tiirdeki farkli bir bireyden elde edilen hiicrelerdir. Uygun
maliyetle daha fazla sayida hiicrenin elde edilebilmesine imkan tanimasi, allojenik
hiicrelerin kullanimini avantajli kilmaktadir. Ancak bu uygulamanin hastada immiin
cevap olusturma ve hastalik gecisi olma riski bulunmaktadir. Diger hiicre kaynagi ise
farkl1 tiirdeki canlilardan elde edilen zenojenik hiicrelerdir. Bu hiicre grubu immiin
cevap olusturma, hastalik ve hayvansal viriis gibi patojen faktorleri hastaya tagima riski
gibi onemli dezavantajlara sahiptir (Pachence ve Kohn. 2000; Murugan ve Ramakrishna
2007).
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Son yillarda hiicre kaynagi olarak ¢aligmalarda siklikla kullanilan bir diger hiicre kaynagi
kok hiicrelerdir. Kok hiicreler ise sinirsiz boliinebilme, kendini yenileyebilme ve bircok
farkli fenotipe doniisebilme 6zelligine sahip hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler, kemik
iligi ve kordon kanindan elde edilen kok hiicreler, giinlimiizde bilinen ii¢ temel kok hiicre

kaynagidir (Kazaroglu 2009).

Deri doku miihendisliginde arastirma amacgh olarak siklikla allojenik ve zenojenik
hiicreler kullanilmaktadir. Allojenik hiicreler, yara ortiisii olarak tiretilmis ticari lirtinlerde
siklikla kullanilmaktadir. Hastanin kendisinden alinan otojenik hiicre kullanimi da

mevcuttur (Kazaroglu 2009).

2.6.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, kendi kendini yenileme 6zelligine sahip hiicrelere verilen isimdir. Elde
edildikleri dokularin &zellesmis hiicrelerine farklilagabildikleri gibi 6zel biyolojik
sinyallerle fenotipik olarak prekiirsoriinden farkli 6zel hiicreye farklilagabilirler (Ural
2006).

Kok hiicreler uzun siire boliinebilme ve kendi kendilerini yenileyebilme yetenegine
sahiptirler, 6zellesmemislerdir fakat 6zellesmis hiicrelere doniismek iizere kaynak
olusturabilir yapidadirlar; yani farklilagabilme 6zelligine sahiptirler. Ayrica kok hiicreler
hasar goren alictya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak tekrar ¢ogaltabilirler
ve in vivo kosullarda doku hasarinin olmadig1 durumlarda bile farklilasmamis kusaklara

katki saglayabilirler (Ural 2006).
Embriyonik kaynakli kok hiicre izolasyon metotlarina gore, klinik kullanim agisindan,
embriyonik kaynaga gore daha siirl bir farklilagsma karakteristigi olan erigskin kaynakli

kok hiicre izolasyon yontemleri de son yillarda hizli bir sekilde artis gdstermistir.

Eriskin kok hiicreler, kemik iligi, kalp, bobrek, beyin, deri, goz, gastrointestinal sistem,

karaciger, pankreas, akciger, meme, over, prostat ve testis gibi organlarda tespit
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edilmistir. Eriskin kok hiicreler, mikrogevrelerindeki degisiklikleri takiben prolifere
olabilirler veya daha olgun ve dokuya &zel hiicre tiplerine farklilagabilirler (Ural 2006).

Epidermal Kok Hiicreler:

Bir eriskin kok hiicre alt grubu olarak epdiermal kok hiicreler, kil folikiilii ve epidermis
icerisinde yer alirlar. Bu hiicreler klasik olarak yavas sikluslu, uzun siire yagayabilen ve
deride kese bolgesinde bulunan hiicrelerdir. Gen ekspresyon caligmalar kese bolgesinde
bulunan epidermal kok hiicrelerde ¢ok sayida kok hiicre belirteci ve yolagi gostermistir.
Epidermisteki kok hiicreler epidermal katlarin rekonstriiksiyonunda esas hiicre
kaynagidir. Epidermal kok hiicrelerin izolasyonu, kiiltiirli ve iiretimi deri hastaliklarinin

tedavisinde kullanilan doku mithendisligi i¢in dnemlidir (Kdse 2010).

Bugiin epidermisde, pilosebase {init etrafinda yer alan epidermal kok hiicreler; sabit
lokalizasyonlu, yiiksek derecede proliferasyon gosterebilen holoklon hiicrelerdir.
Epidermisde yer alan tiim keratinositlerin %4-8’ini kaplayan, yiiksek ¢ekirdek/sitoplazma
oranina sahip, uzun donem proliferatif kapasiteli olabilen bu hiicreler bugiin
saptanabildigi kadar ile yara iyilesmesindeki uyar ile harekete ge¢gme disinda olustuklari
ilk andan itibaren hiicre biitiinliigii ve yapisini hi¢ degistirmeden yillarca sabit bir sekilde
durabilmektedirler. Epidermal kok hiicrelerle ilgili ilk aragtirmalarin basladigi 15 yil
once, bu hiicrelerin interfollikiiler alanda, sebase gland etrafinda ve kil kokii papillasinda
oldugu saptanmisti. Bugiin ise, 6zellikle dermal papilla ve dis kok kilifinda yerlesen
hiicrelerden gelistirilen uyarilmis pluripotent kok hiicrelerden embriyonik kok hiicre

Ozelliklerini tagiyan keratinosit, melanosit ve fibroblast liretmek olasidir (Kose 2015).

2.6.2. Fibroblastlar

Fibroblast hiicreler, bag dokusunun temel hiicreleridir ve hiicre dis1t matris (ECM)
proteinlerinin  birincil  kaynagidir. Ayrica kollajen ve elastinin  sentezini
gerceklestirmektedir. Fibroblastin bag dokusunda aktif olmayan haline fibrosit adi

verilmektedir (Green ve Rheinwald 1977). Fibroblastlarin morfolojisi, fonksiyonlarina ve
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etki bolgelerine baglidir. Belirli bir bélgeden ¢ikarilan fibroblastlar, orijinal konumlarini
"hatirlayabilir" ve viicuttaki baska bir yere nakledildiklerinde islev gorebilirler

(https://www.creative-bioarray.com/filter/fibroblast-cell-and-media-12.html, 2019).

Fibroblastlar tipik olarak oval yassi ¢cekirdege sahip ig seklindeki hiicrelerdir. Akcigerde,
genellikle epitel veya endotele yakindan uygulanan ¢ok karmasik ¢ok hiicreli ortamlarda

bulunurlar (A. Murray ve ark. 2009).

Sekil 2.20 Fibroblast hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri (https://www.creative-
bioarray.com/filter/fibroblast-cell-and-media-12.html, 2019)

Sentezledikleri matris metalloproteinaz enzimleri (MMPs) aracilifiyla bag dokudaki
kollajen ve elastin fiber dongiisiinii (sentez ve yikim) gerceklestirirler. Temel gorevi
ECM’in yikimi olan MMP’lerin dokularin sekillenmesi, anjiyogenez, morfogenez ve yara

lyilesme siirecinde 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir (Vu ve ark. 2000).

Literatiirde, otolog ya da allojenik kaynaklardan elde edilen fibroblast hiicreleri ve
fibroblast hiicre hatlar1 kullanilarak gerceklestirilen olduk¢a fazla sayida deri doku
miithendisligi aragtirmasi mevcuttur (Auger ve ark. 2004; Abbasi ve ark. 2008; Tigh ve
ark. 2010).
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2.6.3. Keratinositler

Keratinositler, epidermis olarak adlandirilan derinin en dis tabakasinda
bulunur. Epidermis %95 keratinosit hiicrelerinden olusur. Bazal tabakadaki hiicrelere
bazen bazal keratinositler veya bazal hiicreler denir (https://www.news-

medical.net/health/Basal-Cells-Keratinocytes-and-Melanocytes.aspx, 2019).

Keratinositler, epidermisin bazal tabakasinda dogarlar ve olgunlasirken dis tabakalara go¢
ederler ve ugta farklilasirlar. Keratinositler stratum korneum'u veya deri en dis (6lii)
katmanini olusturur. Keratinositler, cildin biitiinliigiinii koruyan yapisal bir protein olan

keratin uretir.

Diger bircok hiicre tipinde oldugu gibi, keratinosit diizensizligi hastaliga yol agabilir.
Bunlardan, sedef hastaligi, keratinositlerin hiperproliferasyonundan kaynaklanan ¢ok
yaygin bir cilt hastaligidir (https://www.lifelinecelltech.com/keratinocytes-barrier-to-the-
outside-world/, 2019).

Bu hiicrelerinin temel amaci, mikrobiyal, viral, fungal ve parazitik gibi patojenlere karsi
kars1 korur. Ayrica, UV radyasyonuna karsi koruma saglarken 1s1, nem ve su kaybini da
onler. Epidermal asitlenme, DNA yikimi, yag asidi metabolizmasi ve taginimi, lokal
immiin yanitlar, hiicre yenilenmesi, kok hiicre farklilagmasi ve tiimor olusumu gibi
derinin bir dizi fenomenini arastirmak i¢in kullanilirlar. Ayrica hiicre dis1 matris igindeki
sinyal iletiminde 6nemli bir rol oynar (https://www.news-medical.net/health/Basal-Cells-
Keratinocytes-and-Melanocytes.aspx, 2019).

Keratinositler, immiinomodiilatorler olarak islev goriir ve herhangi bir kesik veya
yaralanma olmadiginda, iltihab1 tetikleyen Onleyici sitokinler iiretir; Son olarak,
yaralanmalara cevap olarak, Langerhans hiicreleri keratinositler tarafindan aktive edilir.
Deri enfekte oldugunda, Langerhans hiicreleri, yirtilmis ciltten viicuda giren mikrobiyal

antijenlere etki eden ilk hiicreler olan antijen sunan hiicreler gibi performans gosterir.
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Sekil 2.21 Keratinosit hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri (https://www.news-
medical.net/health/Basal-Cells-Keratinocytes-and-Melanocytes.aspx, 2019)

Keratinosit, pigment iireten melanosit ve fibroblastlarin normal viicut hiicrelerinden veya
kanserli deri dokularindan elde edilen hiicre hatlar1 da amaca gore kolay temin edilebilir
olduklarindan deri doku miihendisligi ve yara Ortiisii uygulamalarinda sikca
kullanilmaktadir. Yapilan aragtirmalarda kullanilan hiicre hatlarindan bazilari; normal
viicut hiicrelerinden elde edilen 3T3 (fare fibroblasti), L929 (fare fibroblasti), insan
dermal fibroblasti (HDF) olarak siralanabilir. Bu hiicre hatlari, hiicre-polimerik matris
etkilesimlerini gozlemleyebilmek i¢in deri doku miihendisligi ¢alismalarinda siklikla

kullanilmaktadirlar (Kazaroglu 2009).
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2.7. DOKU IiSKELETI TiCARi URUNLER

Giiniimiizde, ABD Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan klinik uygulamalar i¢in pek ¢ok

doku miihendisligi {iriinii onaylanmustir. Ilk deri doku miihendisligi {iriinii olan

TransCyte® 1997 yilinda onaylanmis, bunu takiben 1998 yilinda yine doku miihendisligi

yaklagimiyla gelistirilen ve ilk allojenik 6zellikteki iirlin olan Apligraf®’in FDA onay1

almas1 ve klinik uygulama asamasimna ge¢mesi, 2002 yilinda ise agir yaniklarin

tedavisinde kullanilmak {izere tasarlanan Integra®’nin medikal {iriin pazarina sunulmasi

izlemistir.

Ticari olarak temin edilebilen cilt ikameleri, aseliiler (6rnegin, AlloDerm® ve Integra®)

ve hiicresel greftler olarak siniflandirilabilir. Hiicresel deri ikameleri, hedefledikleri deri

katmanina gore ayrica siiflandirilabilir:

(a) epidermal (CellSpray, MySkin),
(b) dermal (Hyalograft 3D, Dermagraft®, AlloDerm, Integra®)

(c) epidermal-dermal kompozit (PermaDerm ™, Apligraf®)

Cizelge 2.2 Deri Doku iskeleleri Bazi Ticari Ornekler

membran {izerinde otolog
keratinosit hiicrelerinin
kiiltiirasyonu ile iretilen bu

iirlin, néropatik ve diyabetik

ayak iilserlerinin
tedavisinde

kullanilmaktadir. Derin
yaralanmalarda, deri

greftleri ile desteklenerek
yara yatagina uygulansa da,
dermal

tam  anlamiyla

fibroblastlarin poliglaktin film
iizerinde kiiltiire edilmesi ile
hazirlanmaktadir. Fibroblastlar
film  iizerinde  ¢ogalirken
vitronektin, tenaskin, kollajen
ve diger ECM elemani
glikozaminoglikanlar1

sentezlerler. Bu esnada

poliglaktin ~ film  hidroliz
sonucunda bozunmaya baslar.

Yaral1 bolgeye keratinosit

Epidermal Dermal Epidermal-dermal
kompozit
MySkin® Dermagraft® Apligraf®
Destekleyici silikon | Insan kokenli neonatal | Sigir kokenli Tip-l kollajen

jel matris ve bu matrisin

ylizeyinde sirasiyla allojenik

neonatal keratinosit
hiicrelerinin olusturdugu
epidermis yapist ve alt

tabakada allojenik neonatal

fibroblastlar1  iceren  bir
urindir. Venoz iilserler,
diyabetik iilserler ve

skleroderma (bag dokudaki
kollajen artisina bagli gelisen
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iyilesmeyi  saglayamadigi | gocilinii uyarmasl, | kronik ve otoimmiin bir
kaydedilmistir fibrovaskiiler onarimi | hastalik) yaralarinin tedavisi
(Dalkiranoglu, 2011) desteklemesi ve raf Omriiniin | i¢in uygun

uzun olmasi ozelliktedir(Dalkiranoglu,

(6 ay) onemli bir ozelligidir. | 2011).

Diyabetik iilserlerin ve venoz

iilserlerin tedavisinde

kullanilmak iizere gelistirilen

bu iiriiniin, hiicrelerin allojenik

olmasi nedeniyle

immiin reaksiyon gelisimi riski

tagimas1 ve yiiksek maliyetli

olmasi1 gibi olumsuz 6zellikleri

de mevcuttur [Mansbridge,

2007].
CellSpray® Alloderm® PermaDerm™
Alt kiiltiirii yapilan | Dondurarak-kurutma  teknigi | Kollajen substrat iizerinde
keratinosit hiicrelerinin | uygulanarak hiicresiz  hale | kiiltiirlenen otolog
hastaya nakledilecegi | getirilen kadavra fibroblastlardan ve
zaman hiicre  hasatinin | derisinden hazirlanan dermal | keratinositlerden olusan hem
yapilarak yara yatagina | matris  bilesenidir. ~ Yara | epidermal hem de dermal
spreylenmesi seklindeki | yatagina kolaylikla bilesenleri icerir. Dermal ve
uygulamadir. Klinik Hiicre | uygulanabilir ve hiicre | epidermal tabakalarin kalict

Kiiltiiri  Sirketi  (Perth,

Avustralya) tarafindan
gelistirilen metodun, kismi
kalinliktaki yaralara erken
donem miidahale ile olumlu
etkiler gelistirdigi
bildirilmistir. Yara yatagina
hiicre

acil takviyesi

saglayarak yara
kapanmasini desteklese de,

tam kalinhiktaki ve genis

icermedigi icin immiin yanit
olusumuna neden olmaz.
Periodontal ~ cerrahide  ve

dermal kayiplar igeren
yaralanmalarda uygulandigi

belirtilmistir. Damarlanmay1
ve dermal rejenerasyonu
indiikleyen ECM elemanlarini
blinyesinde  barindirdigindan
dolay1r dermal yapilanma igin

iskelet

olarak degistirilmesi ile tek
adimli bir prosediir olma
avantajina sahiptir. Bununla
birlikte, heniiz herhangi bir
klinik
bildirilmemistir (Komal Vig
ve Ark, 2017).

caligma
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caplt yaralarda
uygulanamamaktadir

(Dalkiranoglu, 2011).

gorevi
tistlenmektedir(Dalkiranoglu,
2011).

Integra®

Derin  yamk  yaralarinin
tedavisinde kullanilmak {izere
gelistirilen bu {rlin, yara
ylizeyinde hizli bir sekilde nem
kontrolii ve bakteriyal koruma
saglar.  Silikon  membran
ylizeyin, sigir tendon kollajeni
ve bir glikozaminoglikan olan
kondroitin-6- stilfat ile
desteklenmesiyle retilir.
Vaskiilarizasyonu takiben 3
haftalik bir siire boyunca yara
yataginda, onarim dokusu
“neodermis” sekillenmesinde
astar gorevi istlenir. Yaraya
naklinden  sonra  silikon
membran uzaklagtirilir

(Dalkiranoglu, 2011).

Hyalograft 3D®

Bu uriinde, kiiltiirlenen
fibroblastlar, bir 3D hyaluronik
asit tiirevi iskeleye ekilir

(Komal Vig ve Ark, 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada sentetik polimerlerden olmak {izere iki ¢gesit polimer kullanilmistir. SIGMA
ALDRICH firmasindan Poli(d,l-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve Polikaprolakton
(PCL) cipsleri ticari olarak elde edilmistir. Molekiil agirlig1 66.000-107.000, kopolimer
orani (75:25) olan Poli(d,I-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) cipsini ¢6zmek igin Bursa
Teknik Kimya’dan alinan tetrahidrofuran (THF) ve dimetilformamid (DMF) kimyasallari
kullanilmistir. Molekiil agirligi 80.000 olan Polikaprolaktan (PCL) cipslerini ¢6zmek i¢in
de ilk olarak Bursa Tekstil Kimya’dan alinan, diklormetan (DCM) ve dimetilformamid

(DMF) kimyasallar1 kullanilmstir.

1. deney i¢in %15°lik PLGA ¢dzeltisinde 1,5 gram PLGA, 4,25 DMF, 4,25 gram THF
olusan ¢ozelti yaklasik 2 saatlik bir siirede 60 °C’de manyetik karistiricida elde edilmistir.
2. deney icin %10’luk PCL ¢ozeltisinde 2 gram PCL, 10,8 gram DMF ve 7,2 gram DCM’
den olusan 20 gramlik ¢ozelti yaklasik 2 saatlik bir siirede 40 °C’de manyetik karistiricida
elde edilmistir.

3. deney igin %15’lik PLGA ¢ozeltisinde 1,5 gram PLGA, 4,25 DMF, 4,25 gram THF
olusan ¢ozelti yaklasik 2 saatlik bir siirede 60 °C’de manyetik karistiricida elde edilmistir.
4. deney icin %10’luk PCL ¢ozeltisinde 2 gram PCL, 10,8 gram DMF ve 7,2 gram DCM’
den olusan 20 gramlik ¢ozelti yaklasik 2 saatlik bir siirede 40 °C’de manyetik karistiricida
elde edilmistir.

5. deneyde %20’lik PLGA ¢ozeltisinde 2 gram PLGA, 4 gram DMF, 4 gram THF
eklenerek olusturulan 10 gramlik ¢ozelti yaklasik 2 saatlik bir siirede 60 °C’de manyetik
karistiricida elde edilmistir.

6. deneyde %20’lik PLGA ¢ozeltisinde 1,18 gram PLGA, 2,36 gram THF, 2,36 gram
DMF eklenerek yaklasik 2 saatlik bir siirede 60°C’de manyetik karistiricida elde

edilmistir.

Doku catis1 olarak kullanilmak tizere iiretilen nanolifli PLGA ve PCL yiizeylere fibroblast
(ATTC Primary Cell Fibroblast Basal Medium) hiicrelerinin ekimleri yapilmstir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Elektro¢ekim Yontemi

Elektrogekim yonteminde polimer ¢ozeltisinden lif ¢ekimi igin elektriksel kuvvetlerin
polimer cinsine bagli olarak belirli bir oranda gerceklesmesi gerekmektedir. Kuvvet,
¢oOzeltinin yiizey gerilimini astifinda ¢ozeltiden ¢ikan polimer igne ucuna ulastiginda
elektriksel kuvvetin etkisine ugrayarak Taylor konisini olusturur ve toplayiciya dogru
hareket ederken katilasir. Bunun sonucunda toplayici yiizey tizerinde ultra ince polimerik

lifler olusur.

Bu ¢alismada, sagladig1 gézenekli yapi, ince lif olanag, yiiksek yiizey alani / hacim oranm
ve ayarlanabilir gézenek boyutu dagilimi sayesinde c¢esitli travmalar sonucu hasara
ugramis deri dokusunun ikamesi yerine kullanilabilecek nanolifli yiizeyler iiretebilmek

icin elektrogekim yonteminden faydalanilmistir.

Nanolifli yiizey liretimi agsamasinda yiizey morfolojisine bircok parametrenin etki ettigi
bilinmektedir. Bunlardan ilki polimer ve ¢6ziiciisiiniin se¢imidir. Doku miihendisliginde
kullanilacak polimerin biyolojik olarak uyumlu ve biyobozunur olmasi beklenmektedir.
Literatiirde pek ¢ok malzemenin doku miihendisliginde uygulamasi vardir ancak
malzeme segimi kullanim amacia gére degismektedir. Onerilen tezde PLA ve PLGA
polimerlerinin kopolimeri olan ve yiiksek gozeneklilik olanagi ile iyi derecede
biyouyumluluga sahip olmasi nedeniyle PLGA polimeri kullanilmistir. Bununla birlikte
diger katmanlar1 olusturmak amaciyla; 1yi mekaniksel ozellikleri, diisiik maliyeti,
biyouyumlu ve biyobozunur ozelliklerinin iyi oldugu PCL polimeri kullanilmistir.
Polimer se¢imi sonrasinda uygun ¢oziiciiniin belirlenmesi i¢in litaratiir 15181nda PCL
polimeri i¢cin DCM ve DMF coziiciileri, PLGA polimeri i¢cinse DMF ve THF ¢oziiciileri

kullanilmistir.

Deri yapisi 3 katmanli olmasindan kaynakli farkli polimerler ve farkli parametreler
(pompa hizi, toplayici plaka ile enjektér ucu arasindaki mesafe, polimer besleme hizi,
polimer i¢in uygun ¢oziicii/¢oziicii sistemi gibi 6nemli parametreler) denenerek doku

iskele yapisini ikame edebilecek yiizeyler ¢calisilmistir. Homojen lif cap1 dagilimina sahip,
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boncuk olusumu igermeyen ideal Ozellikteki nanoliflerin iglem parametreleri
degistirilerek optimizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen nanolif

iskelelerin mekanik 6zellikleri de belirlenmistir.

Bu amagla,

1. Katman PCL polimeri ile Epidermis (paralel-diizenli yap1: 32-42 pum)
2. Katman PLGA polimeri ile Dermis (diizensiz yap1: 949-1,350 um)
3. Katman PCL polimeri ile Hipodermis (1,9-7,1 um)

calisilmistir(Sekil 3.1).

Ust Katman- Epidermis

j—- Alt Katman- Hipodermis

Sekil 3.1 Gelistirilmekte olan deri doku iskelesi

Uretilen yiizeylerin katman sirasina gore fibroblast ve keratinosit hiicreler ekilip hiicre
cogalmasi incelenmistir (Sekil 3.2). Ayrica hiicrelere RNA izolasyonu yapilarak RNA
kalitesi belirlenmis, taramali elektron mikroskopisi (SEM) ile PLGA ve PCL

nanoliflerden elde edilen iskeleler, hiicrelerin bu iskelelere tutunmasi incelenmistir.
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PCL/PLGA Nanolifli
Doku iskelesi

Toplama Yiizeyi

In Vitro Fibroblast/Keratinosit Hiicre Gogaltimi

Polimer Jeti /

PCL/PLGA Doku Catisina Hiicrelerin Ekilmesi

Taylor Konisi ,"

res
=< ::»/

—
Ekilen Hiicrelerin Kiiltiirlenmesi

Sekil 3.2 Elektrogekim sisteminin sematik sekli ve iiretilen iskelelerin hiicre ekilerek
kiiltiirlenmesi

Doku catist olarak kullanilmak {izere olusturulan PCL ve PLGA nanolifli ylizeylerin
tiretimi Uludag Universitesi Tekstil Miihendisligi Laboratuvari'nda bulunan NE300
Nanospinner model, Inovenso marka elektrogekim diizeneginde gergeklestirilmistir
(Sekil 3.3). Diizenek; besleme pompasi, diize, siringa, igne, toplama ylizeyi ve yiiksek
voltaj kaynagindan olugsmaktadir. Toplama yiizeyi olarak ¢ap1 120 mm olan déner silindir

kullanilmistir.
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Sekil 3.3 U.U. Tekstil miihendisligi Laboratuvari’nda bulunan elektrogekim diizenegi

Uretilen yiizeylerin kalinhk  6lgiimleri  Electronic  Digital Micrometer ile
gergeklestirilmistir (Sekil 3.4). Nanolifli ylizeyler mikrometrenin ¢eneleri arasina

yerlestirilerek 6l¢tiimler gergeklestirilmistir.

Sekil 3.4 Electronic Digital Micrometer goriintiisii
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3.2.1.1. Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) Doku iskelelerin Hazirlanmasi

Dermis katmani olarak gelistirilmesi hedeflenen PLGA nanolif doku iskeleleri,

elektrogekim yontemiyle iiretilmistir. PLGA nanoyiizeyleri liretimi dncesinde literatiirde

PLGA iiretiminde c¢alisilan parametreler incelenmis, bu bilgiler 1s18inda tiiretim

denemeleri gergeklestirilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 PLGA ile Yapilan Calismalarda Daha Once Elde Edilen Veriler

Cabsilan | PCL/PLGA | PLGAPCL/ | p0) o) o PLGA/HA |PEG/PLGA
Polimerler |-BCP Collagen |
PARAMETRELER

PLAVePGA |LAIGA |} pjga7s505  [200 50:50 LA/GA 75/25
Oranlan 85:15
PLGA
Polimerinin Mw=66.000 _ _ Mw=48,00 _
Molekiiler 0-107000 Mw =120,000 Da | Mw =100,000 Da 0w Mw=90 kD
Agirhg

hvdrof Dimethyl sulfoxide N-N-
Kullanilan ;entra yarotur 299 (DMSO) and methampheta
Coziici dir’neth Ifor tri’flijoroethanol hexafluorOISOpropa_n mine/acetone/
Maddeler mamidZ ol (HFIP), Tenofovir chloroform

(TFV) (volume

Agizhik ve
Toplayici -
Arasidaki 13-18 cm. 15cm 15.0cm 20 cm
Mesafe
Calistan 55 1.y 16 kV 10 kV 15 kv 13 and 21 KV
Voltaj Degeri
Cozelti
Besleme 0.6 mL h-1. 20 pL/min 1 ml/h 7 mL/h
Degeri

Kaynaklar: (Li ve ark. 2014, Lee ve ark. 2015, Khalil ve ark. 2013, Meng ve ark. 2010)

Bu dogrultuda PLGA nanolifli yiizeylerin hazirlanmasi i¢in graniil haldeki PLGA ve

¢oziicli olarak belirlenen dimetilformamid (DMF) ve tetrahidrofuran (THF) ¢oziiciileri,

%15-20 (w/v) konsantrasyonlarinda olacak sekilde hazirlanarak, 2 saat boyunca 70 °C’

54



de manyetik karistiricida karigtirilarak ¢ozelti haline getirilmistir. Hazirlanan polimer
¢ozeltisi 10 ml’lik siringalara alinmis ve 25 G (= 0,46 mm) i¢ ¢apinda igne ucu takilarak
besleme pompasina yerlestirilmistir. igne ucu-toplayici arasindaki mesafe 15-20 cm arast,
lif ¢ekimini saglamak i¢in de uygulanan voltaj 16-25 kV arasinda belirlenmistir.

Toplayict yiizey olarak doner silindir kullanilmigtir.

Besleme hizi, igne ucu-plaka mesafesi, igne ucundaki voltaj, konsantrasyon gibi
degiskenlerde farkli degerler uygulanarak ile en uygun yonlenmenin bulunabilmesi igin
birgok deneme yapilmistir. Bu denemeler sonucu, PLGA nanoliflerin olusturulabildigi

optimum kosullar secilerek deneylere bu kosullarda iiretime devam edilmistir.

3.2.1.2. Polikaprolakton (PCL) Doku Iskelelerin Hazirlanmasi

Epidermis ve hipodermis katmani olarak gelistirilmesi hedeflenen PCL nanolif doku
iskeleleri, elektrogekim ydntemiyle iiretilmistir. Oncelikle literatiir caligmalarindan yola
c¢ikarak PCL i¢in uygun ¢oziicii olarak dimetilformamid (DMF) ve diklormetan (DCM)
belirlenmistir. %10 olarak belirlenen konsantrasyonda polimer ¢6zeltisi 2 saat boyunca
40 °C’ de manyetik karstirict ile karistirlarak hazirlanmistir. Hazirlanan polimer
¢ozeltisi 10 mI’lik siringalara alinmis ve 25 G (= 0,46 mm) i¢ ¢apinda igne ucu takilarak
besleme pompasina yerlestirilmistir. Igne ucu-toplayic1 arasindaki mesafe 14 cm, lif
cekimini saglamak i¢in uygulanan voltaj ise 15-20 kV arasinda belirlenmistir. Epidermis
katmaninda paralel lif yonlenmesinin saglanabilmesi i¢in toplayict ylizey olarak doner
silindir kullanilmis ve doner silindir 100-1000 rpm hizlar1 ayarlanarak hareketli

kilinmistir.
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Cizelge 3.2 PCL ile Yapilan Calismalarda Daha Once Elde Edilen Veriler

Cahsilan 5~ o AN | PLGAPCL PCL PCL
Polimerler
PARAMETRELER

lé(‘)‘;':c“l:'a“ DMF, 2.2,2- Kloroform/
Maddeler CHCI; Trifluoroethanol metanol
Agizhik ve
Toplayici ;
Arasmdaki 15cm 13-18 cm 17 cm 12 cm
Mesafe
Cahisilan
Voltaj Degeri 18 kV 16 kV 16 kV 12 kv
Cozelti
Besleme 0.6 mL/h 2 mL/h 2mL/h
Degeri

Kaynaklar: (Li ve ark. 2016; Qian ve ark. 2016; K. Bhullar ve ark. 2017; Ghosal ve ark.
2016)
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3.2.2. Nanolifli Yapih Doku Iskelelerin Karakterizasyonu

3.2.2.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizleri

Uretilen nanoliflerin incelikleri, ¢aplari, yiizey morfolojisi gibi 6zellikleri ile ilgili bilgi
edinmek ve hiicre ekimi isleminden sonra yiizeyde hiicrelerin ¢ogalma durumunu
gbzlemlemek amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri yapilmistir. SEM
analizleri Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi biinyesinde bulunan Carl Zeiss
Evo 40 model (SEM) cihaz ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). SEM analizi 6ncesinde
nanolifli yiizeyler 3CD 005 SPUTTER COATER makinesinde %60 altin ve %40
paladyum ile kaplandiktan sonra SEM cihazinda incelenmistir. Ortalama nanolif ¢aplari
ImageJ yazilimi kullanilarak ve 10000x biiyiitmedeki SEM fotograflar1 iizerinden

ortalama hesaplanmaistir.

Sekil 3.5 Carl Zeiss marka taramal1 elektron mikroskobu
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3.2.2.2. Gozeneklilik ve Gozenek Cap1 Hesaplamasi

Doku iskeletinde hiicrelerin ve besin maddelerinin akisini saglamak igin yapinin yiiksek
bir gozeneklilik derecesine (%>40-60) ve genis bir yiizey alanina sahip olmalidir.
Uretilen PLGA ve PCL nanolifli doku ¢atilarmin gézenek ¢ap1 ve gozeneklilik degerleri
sirasiyla, Esitlik 1 ve Esitlik 2°den yararlanilarak hesaplanmistir. Numunelerin yigin
yogunluklarinin hesaplanmasi igin iiretilen numunelerin yiizey alani kare seklinde bir
parca kesilmistir. Kesilen parcanin eni (cm), boyu (cm), kiitlesi (g) ve kalinligr (cm)
Olclilerek parcanin hacmi (v) hesaplanmistir. Sonrasinda gozenek caplarinin

hesaplanmasi i¢in Esitlik 3° den faydalanilmistir.

matris kiitlesi(g)

Nanolifli yiizeylerin yogunlugu (g/cm®)=
matris kalinlig1 (cm) x matris alan1 (cm?)

(Esitlik 1)

Nanolifli ylizeylerin yogunlugu (g/cm3)

Nanolifli ylizeylerin gdzenekliligi (%) (¢)= 1-
malzemenin y1gin yogunlugu (g/cm®)

(Esitlik 2)
n x lif capt
Gozenek Capi=
4 X (1- Nanolifli yilizeylerin gozenekliligi (g))
(Esitlik 3)
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3.2.2.3. Temas Acis1 Hesaplamalari

Doku iskelesi uygulamalarinda, hiicrelerin doku iskelesine kolay tutunmasi adina
1slanabilirlik olduk¢a 6nemli bir 6zelliktir. Numunelerin temas agis1 dlgiimleri Uludag
Universitesi Tekstil Miihendisligi biinyesinde bulunan KSV- The Modular CAM 200
system marka cihazda sabit damla metodu ile dl¢lilmiistiir. Deneysel diizenek kamera,
bilgisayar ve monitdrden olusmaktadir. Lam {izerine yerlestirilen her bir numune iizerine
stvi damlalar mikrometre pipet ile yerlestirilmis ve her damlanin sekli bilgisayar
sistemine bagli kamera ile g¢ekilmistir. Cekilen resimler monitérde goriintiilenmistir.
Resimler sivi damlalar numune yiizeyine yerlestirildikten sonra miimkiin olan en kisa
stire i¢inde ¢ekilmistir ve 3 sn.’nin altinda bir siirede fotograflanmistir. Her damlacigin

sag ve sol temas acilar1 dlgiilerek, her 6rnek icin ortalama degerler hesaplanmastir.

a) b)

Sekil 3.6 a) KSV Attension ThetaLite Yiizey Gerilimi-Temas A¢is1 Olgiim Cihaz1 b)
U.U. Tekstil Miihendisligi Laboratuvari’nda bulunan temas agis1 6l¢tim cihazi ile
yapilan ol¢timlerden bir goriintii
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3.2.2.4. Cekme Testi

Mekanik 6zeliklerin tayininde kullanilan en yaygin test “gekme testi” (tensile test) dir.
Cekme deneyleri Uludag Universitesi Tekstil Miihendisligi Béliimii Laboratuvarlari’nda
bulunan Shimadzu marka AG-X Plus model ¢ekme cihazi kullanilarak

gerceklestirilmigtir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 Shimadzu marka AG-X PLUS model cihazi

Bu deneyde, hazirlanan 3 katmanli deri doku iskelesi 5x50 mm boyutlarinda kesilerek
hazirlanmistir. Numuneler iiretim yoniine paralel olacak sekilde yiizeylerden kesilmis ve
testler nanoliflerden olusan yiizeyler iizerinde gerceklestirilmistir. Deneyler sirasinda
literatlirdeki calismalardan faydalanilarak ¢eneler aras1 mesafe 20 mm ve ¢ene hizi 20

mm/dk olarak belirlenmistir (Jeon ve ark. 2008, Vondran ve ark. 2008).
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3.2.3. PLGA- PCL Doku iskelelerine Hiicre Ekimi

Hiicre iskeleleri once 2cmx2cm’lik plakalar halinde kesilmis ve her seridin 3 ayr
bolgesinden kalinlik 6l¢timii yapilmistir. Daha sonra hiicre iskeleleri aliiminyum folyodan

cikartilmistir. Her hiicre iskelesinin agirligi da olgtilerek not edilmistir.

3.2.3.1. Sterilizasyon Islemi

PCL hiicre iskeleleri oncelikle 6 well plate icerisinde %70’lik EtOH Etanol (Merck
KGaA) ile muamale edildikten sonra ii¢ kez Phosphate-buffered saline (PBS Gibco,
Thermo Fisher Scientific) ile yikanmistir. Ardindan hiicre iskelelerinin her iki ytizii 30’ar
dakika ultraviyole (UV) 1s18a maruz birakilarak inkiibe edilmislerdir. Hiicre iskeleleri bir

gece boyunca kiiltiir ortaminda bekletilmistir.

PLGA hiicre iskeleleri ise %70’lik EtOH Etanol (Merck KGaA) igerisinde bekletildiginde
yiizey iizerinde bozunmalar meydana geldiginden sterilizasyon islemi, her iki yiizii 30’ar
dakika ultraviyole 1s18a (UV) maruz birakilarak gerceklestirilmistir. Sterilizasyon islemi
sonrasi hazir hale getirilen hiicre iskeleleri, hiicre tutulumunu arttirmak amaciyla besiyeri

icerisinde bir gece boyunca 37 °C’de, %5 CO; inkiibator igerisinde bekletilmistir.

3.2.3.2. Hiicre Ekim Islemi

Normal Yetiskin Insan Primer Dermal Fibroblast (PCS-201-012™) hiicre hatti
“American Type Culture Collection” (ATCC, Rockville, MD, USA) firmasindan temin
edilmistir. Akabinde 6 lik well platelerde yer alan hiicre iskelelerine ATCC marka
Fibroblast Basal Mediumile (PCS-201-012 ™) hiicreler kiltiire edilmistir. Yeterli
yogunluga ulasan hiicreler igerisinden 500.000 hiicre sayilarak, hiicre iskeleleri {izerine
ekim yapilmistir. Hiicre iskeleleri {izerine ekilen hiicreler 6 well plate icerisinde;
kiltiirlenmek iizere; 37 °C° de 2 saat %5 CO ile nemlendirilmis Panasonic marka

inkiibatorde inkiibe edilmistir.
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Hiicre tabakasina pipet degdirilmeden flask alt kdsesine PBS eklenir, yiizey yikanir ve
PBS yavasca ¢ekilir. Ardindan medium eklenir ve son olarak da 1 pL besiyeri (%0,25
Trypsin 1x, Gibco) eklenerek UV kabine 2-3 dakika olii hiicrelerin yiizeye kalkmasi igin
beklenir. UV kabininden alinan plate’ler igerisine ATCC marka Fibroblast Basal
Medium’dan 2 plL eklenerek, santrifiij islemini gergeklestirmek {izere santrifiij tiiplerine
aktarilir. Santrifiij islemi NUVE marka NF 800 model cihazda 2000 rpm ile 5 dakika
boyunca ger¢eklestirilmistir. Santrifiij isleminin amac1 yagayan hiicrelerin dibe ¢cokmesini
saglamaktir. Ustte kalan kisim dokiilerek dipte kalan kisim iizerine 1 pL besiyeri eklenip,
birka¢ kez pipetlenerek homojen bir dagilim saglanmistir. Daha sonra hiicrelerin
canliligint belirlemek adina 10 pL hiicre kiiltiirtinden alinarak Thoma Lami’na
yerlestirilir. Thoma Lami’nda 0,1 mma3 hacimde sayim yapilmaktadir. Thoma Lami optik
mikroskoba yerlestirilerek 40X biiylitmede hiicreler sayilmigtir. 100 pL’de canli hiicre
sayisin1 bulabilmek igin 10 ile ¢arpilmis ve islem gerekliligi iizerine 10%ile ¢arpilmistir.

Baslangigta flask igerisinde kalan besiyeri g¢ekilerek, flask igerisine ¢ogaltilan hiicre
ekimleri gergeklestirilmistir. MTS Poliferasyon islemi 3 tekrardan olustugundan 9 yiizeye
hiicre ekimi gerceklesmistir. Son olarak, 37 °C’de 2 saat %5 CO; ile nemlendirilmis

Panasonic marka UV kabininde inkiibe edildikten sonra 400 mL besiyeri eklenmistir.
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3.2.3.3. MTS Proliferasyon Ol¢iimii

Uretilen hiicre iskelelerinin hiicre ¢ogalmasini engelleyecek toksisitede olmadigini
gostermek ve hiicre canliligini belirlemek amaciyla 3., 7. ve 14. giinlerde, canli hiicrelerin
islem sirasinda formazan kristalleri olusturmasi, 1sima yoluyla 490 nm’de
spektrofotometrik 6lgiim yaparak sonug elde edilen MTS (Abcam, ab197010) deneyinden
faydalanilmstir. Sterilize edilen 1x1 cm’lik PCL ve PLGA iskeleleri {izerine ve kontrol
grubu olusturan 24 well plate tizerine (polystyrene yiizey) 100.000 hiicre ekilerek, 500
uL besiyeri (ATCC marka Fibroblast Basal Mediumile (PCS-201-012 ™)) icerisinde
37 0C’de, %5 CO02 iceren inkiibatorde hiicreler ¢ogaltilmistir. 24°lik well plate’deki

besiyerleri iremeyi saglamak icin ii¢ glinde bir yenilenmistir.

a)
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\
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Sekil 3.8 a. MTS Proliferasyonu- formazan kristallerine doniisiim b. Hiicre canliliga
gore renk degisimi (https://slideplayer.biz.tr/slide/11471433/, 2019)

Tiim deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Daha sonra sirasiyla 3. , 7. ve 14.
Giinlerde kuyucuklara 100 puL MTS poliferasyon Kiti igerisinde yer alan MTS
proliferasyon assay soliisyonu eklenerek 37 °C’de 2 saat %5 CO: ile nemlendirilmis
Panasonic marka UV kabininde 3 saat inkiibe edilmistir. Hiicreler 24’liik plate’lerden
alinarak 96’lik platelere esit miktarda her bir kuyucukta 200 mL olacak sekilde ekilmistir.
Bir kisma da kontrol amaciyla sadece soliisyon eklenmistir. Son olarak MTS poliferasyon
kiti solisyonunun 1s18a kars1 duyarli olmasi1 nedeniyle platelerin iizeri aliiminyum folyo
ile kaplanarak Berthold Technologies marka Tristar’ S LB 942 model ¢oklu okuyucu

igerisine konularak canli hiicre sayis1 hesaplamasi yapilmistir.
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Sekil 3.9 Berthold Technologies marka Tristar? S LB 942 marka ¢oklu okuyucu
(https://www.berthold-bio.com/microplate-readers/details/product/tristar2-1b-
942/action/show.html, 2019)

3.2.3.4. RNA izolasyonu

PCL ve PLGA yiizeylerine ekilen hiicreler ve kontrol olarak polystyrene yiizey tizerine
ekilen hiicrelerden RNA eldesi i¢in Exiqon markasinin miRCURY RNA Cell Isolation
Cell&Plant kitine ait protokol uygulanmistir. 1. Basamak olarak yiizeyin igerisinde
bulunan bélgedeki besiyeri cekilmistir. Uzerine Lysis Soliisyonundan 350 pL yiizey
tizerine birakilmistir. Daha sonra VELP Scientifica marka vortex cihazda 15 saniye
hiicrelerin par¢alanmasi i¢in islemi yapilmistir. Soliisyon igerisine %100 etanol 250 uL

eklenerek, 10 saniye vortex cihazinda tekrar karigtirma islemi gérmiistiir.

2. basamakta, protokol geregi soliisyon igerisinden 600 uL alnip filtreli column tiipiine
aktarilmistir. Beckman Coulter marka 20R model santrifiij cihazinda 14000xg hizda 1
dakika santrifiij islemi yapilmistir. Daha sonra altta kalan soliisyon bosaltilarak kit
igerisinde bulunan wash soliisyondan 400 pL eklenmis ve tekrar santrifiij cihazinda
14000xg hizda 1 dakika islem gormiistiir. Yikama islemi toplamda 3 kez olacak sekilde
tekrar edilmistir. Soliisyon bosaltildiktan sonra tiipler iki kez kalan sollisyonlarin altta
toplanmasi igin ¢evrilmistir. Ardindan 40 uL Elution Buffer sivisi eklenmis, 2 dakika 200
xg hizda ve 1 dakika 14000xg hizda santrifiij cihazinda iglem gormiistiir.

3. basamakta ise RNA orneklerinde DU-730 UV/Vis Spektrofotometre (Beckman
Coulter)de 1 mL soliisyon ¢ekilip optik yiizey iizerine damlatilmig, RNA miktar1 ve

64



kalitesi A260/280 ve A260/230 degerleri spektofotometre ile 6l¢iilerek analiz edilmistir.

Tiim iglemler 3., 7. ve 14. Giinlerde tekrar edilerek dl¢iim yapilmistir.

a) b)

RNA Clean-Up and Concentration Kit Procedure

RNA Sample

Add Buffer RL
and Ethanol

Vortex to mix o \
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| Wash three imes vath -
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o (-am (-
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3
;

-
SPIN ?

1 Elute RNAwith
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)
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Rl Purified Total RNA

Sekil 3.10 RNA izolasyon agsamalari, b. DU-730 UV/Vis Spektrofotometre (Beckman
Coulter) (http://www.exigon.com/ls/documents/scientific/rna-isolation-kit-manual-cell-
and-plant.pdf, 2019; https://www.opticsplanet.com/beckman-coulter-du-700-series-uv-
vis-spectrophotometers-beckman-coulter-a23616.html, 2019)

3.2.3.5. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Uretilen doku iskeleleri hiicre ekimi oOncesinde ve sonrasinda taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak morfolojik olarak karakterize edildi. SEM analizi i¢in

gergeklestirilen islemler asagida belirtilmistir.

1. Besiyeri gekilerek igerisine %2,5’luk 1000 pL gluteraldehit ¢ozeltisi (Sigma-
Aldrich) eklenmistir.

2. +49C’de orbital shaker’da 40 rpm hizda 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.

3. Well plate igerisinden gluteraldehit ¢ekilerek, ortamdan gluteraldehiti tamamen
uzaklastirma amaciyla fosfat tampon eklenmistir. Bu islem 3 kere olacak sekilde
10’ ar dakika (toplamda 30 dakika) yikama islemi gerceklestirilmistir.

4. Ugiincii tekrar sonrasinda soliisyon g¢ekilerek %1°lik osmium tetraxide (Os04-
Sigma-Aldrich)’den 1000 pL plate icerisine ilave edilmistir. +4 °C’de 2 saat
boyunca orbital shaker’da 40 rpm hizla inkiibe edilmistir.
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.2 saat sonunda tretilen iskelelere ekilen hiicrelerle birlikte alkolle dehidrasyon

islemine tabi tutulmustur. Bu islem 5 seri seklindedir.

5.1. 6’lik well plate’ler icerisine % 30’luk alkol eklenmis, 15 dakika orbital
shaker’ da ¢alkalanmustir.

5.2. %30’luk alkol ¢ekilip, yerine %50’lik alkol eklemis, 15 dakika orbital shaker’
da calkalanmistir.

5.3. %50’ lik alkol ¢ekilip, yerine %70’lik alkol eklemis, 15 dakika orbital shaker’
da calkalanmustir.

5.4. %70’lik alkol ¢ekilip, yerine %90°1lik alkol eklemis, 15 dakika orbital shaker’
da calkalanmistir.

5.5. %90’lik alkol ¢ekilip, yerine %100’likk alkol eklemis, 15 dakika orbital
shaker’ da ¢alkalanmustir.

. Alkol serileri tamamlandiktan sonra plate igerisindeki alkol gekilerek, kurutma

amaciyla doku iskeleleri amil asetatla (Sigma-Aldrich) islem gormistiir.

6.1. 1:3 oraninda;

800 pL amil asetat, 2400 pL %2100 alkol karisimindan 1000 plL iskeleler

tizerine damlatilip 10 dakika bekletilmistir.
6.2. 1:1 oraninda;
1000 pL amil asetat ile 1000 puL %100 alkol karisimi iskeleler iizerine
damlatilip 10 dakika bekletilmistir.
6.3. 3:1 oraninda;
2400 pL amil asetat ile 800 uL %100 alkol karisimi iskeleler {izerine

damlatilip 10 dakika beklenmistir.
Son olarak doku iskeleleri 1000 pL amil asetat ile 10 dakika islem gormistiir.
. Amil asetat serileri sonrasinda SEM analizine gonderilmeden 6nce doku iskeleleri
cem kap icerisinde +4 °C’de bekletilmistir.
. Doku iskeleleri altin-paladyum ile kaplanarak 6n isleme tabi tutulmus, CARL

ZEISS marka EVO 40 model taramali elektron mikroskobunda gozlemlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde, oncelikle deri yaralanmalarinda deri ikamesi yerine kullanilmasi
hedeflenerek elektrogekim yontemiyle tiretilen doku ¢atilarinin, derinin katmanli yapisi
nedeniyle farkli proses parametreleriyle tasarlanan PCL3/PLGA3.3/PCL1 (alt katmandan
iist katmana dogru) bazli iiretimine ve karakterizasyon calismalarina dair sonuglarin
degerlendirilmesine ve bu yiizeyler {izerine hiicre ekim ¢alismalarinin sonuglari tizerinde

tartismalara yer verilmistir.

4.1. Nanoliflerin Yiizey Karakterizasyonu Sonuglari

PCL ve PLGA nanolifli yiizeyler elektrogekim yontemiyle iiretilmistir. Elektrogekim
yontemiyle iiretilen nanolifli ylizeylerin doku miihendisliginde kullaniminin en biiyiik
avantajlari; genis ylizey alani/hacim orani, yliksek gozeneklilik 6zelligi tasimalari ve pek

cok terdpatik ajanla desteklenerek biyolojik fonksiyonlarinin arttirilabilir olmasidir.

Derinin 3 katmanli yapist incelenerek ylizeylerin belirlenen inceliklerde ve liflerin
belirlenen dagilim yonlerinde {iretilebilmesi i¢in uygun konsantrasyon ve iiretim
parametreleri belirlenmistir. Uretilen nanoliflerin doku gatilarinin morfolojileri ve caplar
taramal1 elektron mikroskobu ile belirlenmis, optimum islem degiskenleri tartisilmistir.
Doku ¢atilarinin fiziksel 6zelliklerinin hiicrelerin yiizeye tutunmasina ve ¢ogalmasina

biiyiik 6l¢iide etkiledigi bilinmektedir.

4.1.1. PLGA Nanolifleri Yiizey Karakterizasyonu

Literatiir arastirmalarindan yola c¢ikilarak PLGA polimeri i¢in %15 ve %20
konsantrasyonlarinda polimer ¢ozeltileri hazirlanmistir. PLGA nanolifli yiizey tiretim
parametrelerinde besleme orani, sarim hizi, mesafe ve voltaj degerleri lizerinde degisiklik
yapilarak sonuglar irdelenmistir. Bu dogrultuda parametre degisikliklerinin yilizeylerdeki
liflerin inceligine ve boncuk olusumuna etkisi incelenebilmektedir. Ozellikle

konsantrasyonun ve besleme hizinin boncuklu yapilarla dogrudan iliskili oldugu
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sOylenebilmektedir. Yiizey karakterizasyonu sirasinda dikkat edilmesi gereken en

onemli sorunlardan biri boncuk olusumudur.

Baslangigta PLGA1 numune denemesi; igne ucu-toplayici arasindaki mesafe 15 cm
olarak belirlenmistir. Iyi bir PLGA ¢oziiciisii olan DMF hizli uguculuk dzelliginden
dolay1 tek basina kullanilmak yerine, 1:1 oraninda DMF/THF kullanilarak; 1,5 gram
PLGA, 4,25 DMF, 4,25 gram THF ¢ozeltisinden %15 konsantrasyonda 0,75 ml.sat ve
16 kV ¢alisma sartlar1 belirlenmistir. Ancak ylizeyin SEM gorintiileri incelendiginde,
yiizeyde diizenli ve boncuksuz bir yiizey elde edilememistir. Bu nedenle PLGA?2 iiretimi
gerceklestirilmistir. Bu denemede polimer konsantrasyonu sabit tutulup besleme orani
diisiiriilmiis(0,5 ml.sa), igne ucu-toplayici arasindaki mesafe 18 cm e ¢ikarilirken, voltaj
degeri ise 18 kV’ a cikarilmis ve doner silindir hiz1 da 250 rpm e ¢ikarilmustir. Uretilen
PLGA2 nanoylizeylerin SEM gorintiileri incelenmis ve ylizeyde boncuklanmalarin
azaldigy, lif ¢aplarinda ise homojen dagilima yonlendigi goriilmistiir. Daha boncuksuz ve
homojen bir yap: elde etmek iizere PLGA3 denemesi gergeklestirilmistir. PLGA3
iretiminde ise iiretime etkileyen parametrelerin tiimiinde farkli kompozisyonlar

denenerek boncuklu yapinin ortadan kaldirilmasi hedeflenmistir.

Yapilan 6n arastirmalarda boncuksuz yapi eldesi i¢in 6ncelikle konsantrasyon degerinin
artirtlmas1 gerektigi gozlemlenmistir. Bu nedenle literatlir 1s18inda PLGA3 igin
konsantrasyon orani kiitlece %20 olarak belirlenmistir. Besleme oranlar1 0,3-0,5 ml.sa?
araliginda degismesi, uygulanan en etkin gerilimin ise 20-25 kV arasinda degismesi
gerektigi belirlenmistir. Yine literatlirde igne ucu-toplayict arasindaki mesafenin yakin
ya da uzak olmasi boncuklu yapiya neden oldugu vurgulanmistir. Bu dogrultuda
denemeler i¢in 15-20 cm araligi belirlenmistir. Dort farkli parametre kompozisyonu
denemeleri gerceklestirildikten sonra iigiincii deneme parametrelerinin en uygun yiizey
eldesini sagladig1 goriilmiis, iiretim parametreleri bu yonde optimize edilmistir. Uretilen

numunelerin parametrelerine iliskin detayl bilgi Cizelge 4.1’ de verilmektedir.

68



Cizelge 4.1 PLGA nanolifli ylizeylerin iiretim parametreleri

Numune Konsantrasyon | Besleme | Voltaj | Mesafe | Silindir
kodu (%) orani (kV) (cm) hiz1
(ml/h) (rpm)
PLGA1 15 0,75 16 15 100
PLGA?2 15 0,5 18 18 250
PLGA3.1 20 0,5 20 20 500
PLGA3.2 20 0,3 20 20 500
PLGA3.3 20 0,3 25 18 500
PLGA3.4 20 0,3 25 15 1000

4.1.2. PCL Nanolifleri Yiizey Karakterizasyonu

PCL nanolif iiretimi Oncesinde uygun ¢oziici secimi gerceklestirilmistir. Coziiclinlin
yiizey morfolojisine ve temas agist degerlerine etkiledigi bilinmektedir. Literatiir
caligmalar1 incelendiginde PCL igin en ¢ok kullanilan ¢oziiciniin Kloroform oldugu
goriilmistiir. Ancak kloroformun hem viicut igerisinde kullaniminin zararli olacagr hem
de kloroformun diizgiin lif olusumuna olanak vermemesi nedeniyle dimetilformamid
(DMF) ve diklormetan (DCM) birlikte kullanilmistir. DMF, polimer ¢ozeltiisinin
viskozitesini diisiirmekte, elektriksel iletkenligine etki etmektedir. Ayni zamanda
dielektrik sabitini arttirarak lif ¢apini kiicliltmektedir. Bu nedenle diger bir ¢oziicii olan

DCM ve DMF birlikte kullanilmiglardir.

Daha sonra PCL nanolifli yiizeylerin parametreleri iizerinde galisilmigtir. Lif inceligini
etkileyen en dnemli parametrelerin voltaj ve mesafe ayariyla alakali oldugu goriilmiistiir.
Uretim denemeleri asamasinda yasanan polimer ¢dzeltisinin diize ucunda donmast,
tikanmas1 ve stirekli bir c¢ekim saglanamamasi sorunlarmmin viskozitenin yiiksek
olmasindan kaynaklandigi bilinmektedir. Ancak diisiik viskozite ile calisildiginda
polimer ¢ozeltisi diize ucundan toplayiciya ulasana kadar buharlagma riski olusmakta ve

yiizey lizerinde damlaciklar olugsmasina yol agacag: bilinmektedir.

Oncelikle 60:40 (v/v) bilesimde hazirlanan DMF/DCM ¢éziicii igerisinde %10 (w/v)
konsantrasyonda PCL ¢ozeltisi 40 °C’de yaklasik 2 saat manyetik karistiricida

hazirlanmistir. Elde edilen polimer ¢ozeltisi, 3 farkli parametre kompozisyonu ile iiretim
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denemelerine tabi tutulmustur. Yapilan 6n arastirmalar ve dnceki denemeler ideal ¢ekim
alanmin 10 cm’nin tizerinde oldugunu gostermistir. Buna istinaden igne ucu-toplayici
arasindaki mesafe 14 cm olarak belirlenmistir. Silindir hizlar1 100-500-1000 rpm olarak
denenmistir. Cekim agamasinda donma ve diize ucu tikanmasi sebebiyle besleme hizinin
arttirilmas1 gerektigi dngoriilmiistiir. Bu nedenle besleme hiz1 1 ml.sa? den 5 ml.sa®’e
cikarilmigtir. PCL ¢ozeltisi igin kritik voltaj degeri 18-20 KV araligi olarak belirlenmistir.

Uretilen numunelerin parametrelerine iliskin detayli bilgi Cizelge 4.2’ de verilmektedir.

Cizelge 4.2 PCL nanolifli yiizeylerin liretim parametreleri

Numune Konsantrasyon | Besleme | Voltaj | Mesafe | Silindir
kodu (%) orani (kV) (cm) hiz1
(ml/h) (rpm)
PCL1 10 1 20 14 100
PCL2 10 5 18 14 500
PCL3 10 1 15 14 1000

4.2. SEM Analizi Sonuclar

PLGA ve PCL polimerlerinden {iretilen nanolifli doku c¢atilarinin morfolojik
degerlendirilmesi SEM goriintiileri izerinden gergeklestirilmistir. Ayrica SEM goriintiisii
tizerinden ImageJ yazilimi destegiyle nanoliflerin ¢ap1 her bir numune i¢in 10 6l¢iim
yapilarak ortalamasi alinmis ve ¢ap dagilimlart hesaplanmistir.

Nanolif ¢ekim sirasinda yiizeylerin morfolojisine; ¢o6ziicii  6zellikleri, proses
parametreleri ve ortam parameteleri gibi birgok parametrenin etkili oldugu bilinmektedir.
PLGA nanolifli doku catilar1 farkli parametrelere baglh olarak; farkli caplar, yiizey
kalinliklar1 ve gozenekliliklere sahip yapilarda rastgele yonlenmis lifli yapilar
olusturulmustur. Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’ da yer
alan PLGA1-PLGA3.4. kodlu yiizeylerin iiretiminde sarim hizi, besleme orani, voltaj,

diize ucu-toplayici plaka aras1 mesafe ve konsantrasyon degiskenleri kullanilmistir.
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2 ym Mag= S5.00KX IProbe= 90pA Date :3 May 2018 20 um Mag= 1.01KX IProbe= 90pA Date :3 May 2018
WD = 11.5 mm EHT = 15,00 kV Signal A = SE1 WD = 11.5 mm EHT = 15.00 kv Signal A = SE1

30 ym Mag= 100KX IProbe= 87 pA Date :7 Jun 2018 2um Mag= S5.00KX IProbe= 102pA Date :7 Jun 2018 ﬁ

WD =14.5mm  EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 WD = 14.5mm  EHT = 20,00 kV Signal A = SE1

20 ym Mag = 1.00KX TIProbe= 110pA Date:5Jul 2018 ISS 2ym Mag = S5.00KX IProbe= 110pA Date :5Jul 2018
WD = 10.5 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 WD = 10.5 mm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1

Sekil 4.3 PLGA3.3 kodlu yiizeylerin SEM goriintiileri
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X ¥ ay .
20 um Mag= 1.00KX IProbe= 71pA Date:5Jul 2018 ] 2ym Mag= S5.00KX IProbe= 71pA Date:5Jul 2018
WD =11.5mm  EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 | WD = 11.5mm  EHT = 20,00 kV Signal A = SE1

- < & v .
10 ym Mag= 1.00KX IProbe= 71pA Date:5Jul 2018 ZEISS 2 pm Mag = S5.00KX IProbe= 81pA Date:5Jul 2018 ZEISS
WD = 10.0 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 WD = 10.0 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1

20 Mag= 1.00KX IProbe= 81 pA Date :5Jul 2018 | 2um Mag= 500KX IProbe= 81pA Date:5Jul 2018

H WD = 10.5mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 |_| WD = 10.5 mm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 ﬁ
Sekil 4.6 PLGA3.4. kodlu yiizeylerin SEM goriintiileri

PLGAI1 kodlu yiizey incelendiginde, yiizeyde ¢ok fazla boncuklanma meydana geldigi

gorilmiistiir. Bu nedenle PLGA2 kodlu iiretimde sabit konsantrasyonda; besleme orani

72



azaltilmisg, voltaj, diize ucu-toplayici plaka arasi mesafe ve silindir hiz1 arttirilmasiyla

boncuklanmanin azaldig1 ve lif capinda azalma oldugu goriilmiistiir.

Bu nedenle 4 farkli proses parametresi kompozisyonunda PLGA3 nanolifli yiizey

denemeleri gergeklestirilmistir.

1. denemede polimer konsantrasyonu arttirilarak lif ¢apinin artmasi ve boncuk
olusumunun azalmasi beklenmistir. Bununla birlikte voltaj ve diize ucu-toplayici
plaka aras1 mesafe degerlerinin birbirine bagimli degisken olmasi nedeniyle ikisi
de arttirilmis ve sarim hizinin da arttirilmasi ile boncuk olusumun azalmasi
beklenmistir.

2. denemede; polimer konsantrasyonu arttirtlmig, besleme orani ise diigiiriilmiistiir.
Bununla birlikte voltaj ve diize ucu-toplayici plaka arasi mesafe degerlerinin
birbirine bagimli degisken olmasi nedeniyle ikisi de arttirilmistir.

3. denemede; polimer konsantrasyonu arttirtlmig, besleme orani ise diigtiriilmiistiir.
Bununla birlikte voltaj arttirilirken, diize ucu-toplayici plaka arasi mesafe
distirtilmistir. Sarim hizi ise arttirilmistir.

4. denemede; polimer konsantrasyonu arttirilmig, besleme orani ise diigiirilmistiir.
Bununla birlikte voltaj ve diize ucu-toplayici plaka arasi mesafe degerlerinin
birbirine bagimli degisken olmasi1 nedeniyle ikisi de arttirilmigtir. Sarim hiz1 ise

diger denemelere kiyasla daha da arttirilmistir.

Tiim bunlardan yola ¢ikarak boncuk olusumunun;

- Diisiik konsantrasyonlarda arttig
Diisiik konsantrasyonlarin ¢6zelti viskozitesinde azalmaya sebep oldugu, viskozite
azalmasi ile de yiizey geriliminin baskin kuvvet olarak jet olusumunu engelledigi

gorilmiistiir.
- Diisiik besleme oraninin azalttigi

Diisiik besleme oraninda igne ucundan ¢ozelti ¢ikisinin daha diizenli oldugunu

goriilmiistir.
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- Diize ucu ile toplayici arasindaki mesafenin ¢ok uzak ya da ¢ok yakin olmasinin
arttirdigt

Igne ucu ile toplayici arasindaki mesafenin kisa oldugu durumlarda yiiksek gerilime
maruz kalan polimer jetinde yonlenmenin olusmadigi ve boncuksu yapilarin oldugu

gorilmistir.

- Cok yiiksek voltajda ya da ¢ok diigiik voltajda boncuk olusumunun arttirdig

Igne ucunda daha kiiciik jet olusumu olacagindan, jetin siirekliligi bozulmus ve kopmalar
meydana gelmistir.

Disiik voltaj degerlerinde ise yeterli miktarda ¢oziicii buharlagsmadigindan boncuklu

yapilar goriilmiistiir.

Denemeler sonrasinda yiizeylerin ¢ap ve kalinlik 6zelliklerine bakilmistir. Cizelge 4.3
incelendiginde minimum lif ¢apina ve homojen ¢ap dagilimina sahip olan PLGA3.3 kodlu
numune ve Cizelge 4.4 incelendiginde en diisiik kalinliga sahip PLGA3.3 kodlu numune
oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple doku catisinda destek gorevini gorecek ara katman olan

“dermis tabakas1” yerine “PLGAS3.3. kodlu numune” segilmistir.

Cizelge 4.3 Farkli parametrelerle liretim denemesi gerceklestirilen PLGA nanoliflerin
caplart

Numune Min. Cap Maks. Cap Ort. Cap %CV

Kodu (pm) (pm) (pm)

PLGA1 0,21 0,43 0,31 21,84
PLGA2 0,17 0,45 0,30 29,17
PLGA3.1 0,28 0,92 0,57 45,33
PLGA3.2 041 0,84 0,63 22,51
PLGA3.3 0,37 1,04 0,67 33,33
PLGA3.4 0,44 1,15 0,77 32,79
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Cizelge 4.4 Farkli parametrelerle iiretim denemesi gerceklestirilen PLGA nanoliflerin
kalinliklar

Numune Kodu Kalinhik (mm)
PLGA1 0,138
PLGA2 0,016
PLGA3.1 0,021
PLGA3.2 0,022
PLGA3.3 0,017
PLGA34 0,022

PCL nanolifli doku ¢atilarinin SEM goriintiileri Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da
verilmistir. Burada polimer konsantrasyon orani ve mesafe sabit tutulup besleme orani,
voltaj ve sarim hizlarinda degisiklik yapilmigtir. Taylor konisi olusumunun ilk olarak
gozlendigi 20 kV’lik gerilim ile baglanmistir. Diize ucu ile toplayici arasindaki mesafe 14
cm olarak ayarlanmis ve 20 kV’dan baslamak iizere DCM/DMF karisimi ¢oziiclide
hazirlanan PCL polimerik ¢ozeltisine sirasiyla 18 kV ve 15 kV degerlerinde gerilim
uygulanmistir. Sarim hizlar ise sirastyla 100-500-1000 rpm olarak denenmis ve bu
asamada yiiksek hizda ¢ekim saglamanin zorlugu ile karsilagiimistir. igne ucundan PCL
¢ozeltisi damlaciginin Taylor konisi olusturabilmesi i¢in besleme hizinin artirilmast ve

doner plakanin da hareketli olmasi gerektigi gozlemlenmistir. Bu nedenle besleme hiz1 1

ml.sa?” den 5 ml.sa®’e ¢ikarilmustir.

S e WS . ¥ ! . \ T ’ z p A
AR WIS o7 A Ve AT waen : v . Y < A 1
Mag= 100KX i =SE Mag= 500KX Signal A = SE1 Date :12 May 2017
WD = 13.0 mm EHT =20.00 kV WD =13.0mm EHT =20.00 kv

Sekil 4.7 PCL1 kodlu ylizeyin SEM goriintiileri
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Mag= 1.00KX i =SE1 Date :12 May 2017 Mag= 500KX Signal A = SE1 Date :12 May 2017
WD = 13.0 mm EHT =20.00 kV WD =13.0mm EHT =20.00 kv

4 1 a7 1) 4 ' ¢ S A
20 ym Mag= 100KX Signal A = SE1 Date :12 May 2017 V. i 2pm Mag= 5.00KX Signal A = SE1 Date :12 May 2017
WD =13.0 mm EHT =20.00 kV ooy H WD = 13.0 mm EHT = 20.00 kv

Sekil 4.9 PCL3 kodlu ylizeyin SEM goriintiileri

Cizelge 4.5’de PCL nanolifli doku ¢atis1 i¢in ortalama lif ¢aplar1 ve ylizey kalinliklart

verilmigtir.

Cizelge 4.5 Farkli parametrelerle iiretim denemesi gerceklestirilen PCL ¢aplari ve
yiizey kalinliklar

Numune Kodu Ort. Lif cap1 (um) Yiizey Kalinhigi (um)
PCL1 1,036 44,33
PCL2 0,738 37,47
PCL3 0,774 38,29
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4.3. Nanolifli Doku Catilariin Yiizey Gozenekliligi Ol¢iimii

Elektrocekim yOntemiyle gelistirilebilen nanolifli yiizeylerin doku ¢atisinda
kullanabilirliklerinin en onemli avantajlari; genis yiizey alani/hacim oranina sahip
olmalari, yiliksek gozeneklilik oOzelligi tasimalar1 ve uygulama alanina gore
fonksiyonlarmin arttirilabilir olmasidir. Bu ¢alismada, farkli proses parametreleriyle
tiretilen doku catilarinin ylizey gozenekliligi incelenmistir. Segilen yilizeylerden en {ist
katman i¢in belirlenen PCL1’ in %91 oraninda yiizey gdzenekliligi, ara katman olan
PLGA3.3’ iin %83 oraninda gozenekliligi ve en alt katman olan PCL3’{in %90 oraninda
yiizey gozenekliligi gostermesi ile tiim bu yiizeylerin gdzenek boyutlarinin sirastyla 9.42-
3.11-6.08 olmast, hiicreler i¢in tutunma yiizeyini arttirdigindan hiicre cogalmasini olumlu

yonde etkileyecektir.

Cizelge 4.6 PLGA ve PCL nanolifli ylizeylerin gozenekliligi ve gdzenek boyutlari

Numune kodu | SEM goriintiisii Porozite(%) | Gozenek
Boyutu
(1um)

PLGAL 87,41 1,94

PLGA2 ' 84,86 1,56

2 ym Mag= 10.00KX IProbe= 102 pA Date:7 Jun 2018 o
WD = 14.5 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1
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PLGA3.3

PCL1

PCL2

PCL3

83,19 3,11
91,37 9,42
90,72 6,24
90,01 6,08
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4.4. Temas Acis1 Olciimleri

Temas acis1 degeri; adhezyon, 1slanabilirlik ve absorpsiyon gibi lif yiizey 6zelliklerinin
nicel 6l¢iimiidiir (Duzyer ve ark. 2011). Temas agis1 6l¢iimlerinde degeri 90%nin altinda
olan yiizeyler hidrofil, 90°"nin iizerinde olan yiizeyler ise hidrofob olarak tanimlanirlar.
Doku catis1 uygulamalarinda, hiicrelerin doku iskelesine kolay tutunmasi adina
1slanabilirlik oldukc¢a 6nemli bir 6zelliktir. Cizelge 4.7 incelendiginde, iiretilen tiim
yiizeylerin hidrofob 6zellikte oldugu soylenebilmektedir. PLGAL numunesinin boncuklu
yapist sebebiyle (ylizey piirtizliiliigi etkisi) en yiiksek hidrofobluga sahip oldugu

distiniilmektedir.

Cizelge 4.7 PLGA ve PCL nanolifli yilizeylerin temas agis1 6l¢iimleri

Numune kodu Temas Acisi (0)
PLGA1 134,30
PLGA2 107,93
PLGA3.3 99,8
PCL1 110,43
PCL2 119,85
PCL3
126,36
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4.5. Nanoliflerin Mekanik Karakterizasyonu Sonuclari

Elastikiyet, belli dl¢lide sikistirma ve basinca dayaniklilik gibi biyomekanik 6zellikler
doku iskelesinin kolay implante edilebilmesi ve uzun dénem uygulamalarda basari
saglanabilmesi i¢in tasimasi gereken kritik Ozelliklerdir. Elektrogcekim ydntemi ile
tiretilen nanolifli matrisler, gézenekli yapilar1 ve nanolif mimarilerinden dolay1 ideal

doku iskeleleri olarak kabul edilmektedir.

Elektrogekim yontemiyle hazilanan PCL1-PLGAS3.3-PCL3 kodlu numunelerin agirlik
vasitasiyla 3-katmanli olarak Dbirlestirilmesi sonrasinda mekanik &zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla kopma uzama testleri yapilmistir. 3’er oOrnek alinarak
gergeklestirilen yiizeyin kopma uzamasi degeri %85 iken, elastise modiilii ortamala 41,9

MPa olarak sonu¢ vermistir.
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0 20 40 60 80 120 160 200 240 280 320
Yizde Uzama(%)

Sekil 4.10 3 katmanli nanolif doku iskelelerinin 3 tekrarli mekanik test analizi
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4.6. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar Sonuglari

4.6.1. Hiicre Hattinin Karakterizasyon Calismalari ve MTS Analizi

Yiiriitiilen tez kapsaminda gergeklestirilen hiicre kiiltiirii ¢alismalari, Uludag Universitesi,
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Boliimii Laboratuvari’nda Normal Yetiskin Insan Primer
Dermal Fibroblast (PCS-201-012™) hiicre hatti1 (ATCC, Rockville, MD, USA) ile
yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucu PLGA ve PCL doku iskeleleri tizerine ekilen insan
dermal fibroblast hiicrelerine ait iireme grafigi ve 3., 7., ve 14. giinlerde yapilmis MTS
testi sonuglar1 Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir. MTS analizi ile hiicrelerin tiremesi,
canliligi, ¢ok ¢esitli malzemelerin hiicreler {lizerindeki sitotoksisite vs. gibi etkisi ve

malzemenin biyouyumlulugunun incelenmesine yonelik bilgi edinilmesi miimkiindiir.
120
115
110
105

100

#

3. Gin 7. gln 14 glin
HKontrol BPCL1 mPOL3

Sekil 4.11 PCL1 ve PCL3 nanolif doku iskelelerinin hiicre ¢gogalma goriiniimii

MTS proliferasyon assay sonuglarina gore, PCL ylizeylerin fibroblast hiicrelerinde
degisen oranlarda ¢ogalma etkisine yol agtig1 saptanmustir. 3. giin sonunda hiicre ¢ogalma
oran1 PCL1 ve PCL3 igin sirastyla %109 ve %109 olarak; 7. giiniin sonunda %103 ve
%112 olarak; 14. giiniin sonunda %108 ve %113 olarak belirlenmistir. Elde edilen
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bulgular dogrultusunda fibroblast hiicrelerinde g¢ogalma etkisine gbre membranlar

PCL3>PCL1 olarak siralanmugtur.

200
120

160

140
120
100
20
60
40
20
a

3. Gin 7. gln 14 gin
B Kontrol B PLGA33

Sekil 4.12 PLGA3.3 nanolif doku iskelelerinin hiicre ¢ogalma goériiniimii

PLGA3.3. yiizeyinin ise; 3. Giin %96 olan hiicre ¢ogalma orani, 7. Giin %154 oraninda,
14. Giin ise %180 oraninda goriilmiistiir. Bu da dermis tabakasi olarak kullanilmasi
hedeflenen yiizeyin hiicre aktivitesini arttirdigr gorilmektedir. Sentetik ECM gorevi
gorecek sekilde hiicre ideal bir ortam olusturdugu, hiicre tutunmasini ve ¢ogalmasini

destekledigi sonucuna varilmaktadir.
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4.6.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

PCL nanolifli doku ¢atilari lizerinde kiiltiirlemesi gergeklestirilen fibroblast hiicrelerinin
3., 7. ve 14. giinlerinde hiicre tutunma ve ¢ogalma davraniglart SEM ile analiz edilmistir.

Katman olarak se¢ilen PCL1 kodlu numune i¢in 3., 7. Ve 14. Giin SEM fotograflar1 Sekil

4.13’ de sunulmustur.

20 ym Mag = 500 X IProbe = 84 pA Date :1 Feb 2018 20 pm Mag= 1.00KX IProbe= 84pA Date:1 Feb 2018
WD =10.5mm  EHT = 20,00 kV Signal A = SE1 WD =10.0mm  EHT = 20.00 kV Signal A = SE1

N

20 pm Mag = 500X IProbe = 53pA Date :20 Feb 2018 ZE1SS 20 pm Mag= 1.00KX IProbe= 53pA Date :20 Feb 2018 ZE1SS
WD =13.0mm  EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 WD =13.0mm  EHT = 15.00 kv Signal A = SE1

2

20 pm Mag = 500 X IProbe = 87 pA Date :30 Mar 2018 ZEISS 20 pm Mag = 1.00KX IProbe= 87 pA Date :30 Mar 2018
WD = 11.5 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 WD = 10.5 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.13 PCL1 kodlu yiizeylere ekilen fibroblast hiicrelerinin 3. , 7. ve 14. giin SEM
goruntisu
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Katman olarak se¢ilen PCL3 kodlu numune i¢in 3., 7. ve 14. Giin SEM fotograflar1 Sekil

4.14° de sunulmustur.

o 3 i - b, S
20 pm Mag = 500 X 1Probe = 84 pA Date :1 Feb 2018 ZEISS| 20 pm Mag = 1.00KX IProbe= 84 pA Date:1 Feb 2018
WD = 10.0 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 WD = 10.0 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1

20 pm Mag = 500 X 1Probe = 53 pA  Date :20 Feb 2018 ZEISS| | 20 Bm Mag = 1.00KX IProbe = 53 pA  Date :20 Feb 2018
WD = 13.0 mm EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 ‘ WD = 12.5 mm EHT = 15.00 kv Signal A = SE1

WD = 11.0 mm EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 WD = 10.5 mm EHT = 15.00 kv Signal A = SE1

20 pm Mag = 500 X 1Probe = 53pA Date :20 Feb 2018 20 pm Mag= 1.00KX IProbe= 53pA Date :20 Feb 2018 m

Sekil 4.14 PCLS3 kodlu yiizeylere ekilen fibroblast hiicrelerinin 3. , 7. ve 14. giin SEM
goruntisu

SEM analizleri sonucunda, PCL1 ve PCL3 ¢ozeltilerden iiretilen yiizeylerde hiicre
tutunmast ve c¢ogalmasinin oldugu goriilmiistiir. Bu durumun lif cap1 ve {iretilen

numunelerin yiizey kalinligi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
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20 ym Mag = 500 X IProbe = 92 pA Date :27 Sep 2019 20 ym Mag= 1.00KX IProbe= 92pA Date :27 Sep 2019
WD =13.5mm  EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 WD =13.5mm  EHT = 20.00 kV Signal A = SE1

20 ym Mag = 500 X IProbe= 92 pA Date :27 Sep 2019 20 ym Mag = 1.00KX IProbe= 92pA Date:27 Sep 2019
WD =13.5mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 WD = 13.5mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1

20 ym Mag = 500 X IProbe = 92 pA Date :27 Sep 2019 20 pm Mag= 1.00KX IProbe= 92pA Date :27 Sep 2019
WD =13.5mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 WD = 13.5mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.15 PLGAS.3 kodlu yiizeylere ekilen fibroblast hiicrelerinin 3. , 7. ve 14. giin
SEM gortintiisii

SEM analizleri sonucunda, PLGA ¢ozeltisinden iiretilen yilizeylerde hiicre tutunmasi ve

cogalmasinin oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUCLAR

Onerilen tez kapsaminda, biyouyumlu ve biyobozunur polimerler olarak doku
miithendisliginde en ¢ok c¢alisilan PCL ve PLGA polimerlerinden -elektrocekim
yontemiyle iretilen 3 boyutlu ¢ok katmanli doku-yapr iskelelerinin deri doku
miihendisliginde kullanilabilirlikleri incelenmistir. Oncelikle insan derisinin katmanli
yapist incelerek her bir katman i¢in farkli yapi olusturulmasi amaglanmistir. Her bir
katmanda ayr1 polimer kullanilarak iiretilen yiizeylerde oncelikle hiicre tutunmasini ve
cogalmasin1 saglayacak morfolojik yapiya uygun karakterizasyon calismalar
gerceklestirilmistir. Daha sonra ylizeyler lizerine normal insan fibroblast hiicreleri
ekilerek yilizeylerin ECM vazifesini gorecek bicimde hiicre ¢ogalmasina etkisi

incelenmistir.

PLGA ve PCL doku miihendisliginde en sik kullanilan lineer alifatik polyester ailesinin
tiyeleridir. Bu polimerlerle ilgili literatiirde pek ¢ok calisma yapilmistir. Elektrogekim
yontemi parametreleri belirlenirken literatiir bilgilerinden faydalanarak farkli
parametrelerle en uygun yiizeyin iiretilebilme ¢alismalar1 yapilmistir. Uretilen yiizeylerin
karakterizasyonu, taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri, gézenek boyutu ve
gozeneklilik ve temas agis1 Olgtimleri ile yapilmis, mekanik karakterizasyonu ise ¢ekme

testi ile gergeklestirilmistir.

PLGA polimeri i¢in %15 ve %20 konsantrasyonlari belirlenerek; elektrocekim isleminde
besleme orani, sarim hizi, mesafe ve voltaj degerleri lizerinde degisiklik yapilarak
sonuglar irdelenmistir. PLGA ylizeyinin ilk iiretim denemesinde boncuklu olustugu
goriilmistiir. Boncuklu yiizeylerin hiicreleri tutunmasi uygun ortam saglayabilir ancak
sadece 0 bolgelerde yogunlagsma goriileceginden, homojen bir hiicre dagilimi
olmayacaktir. Bu nedenle boncuk olusumunu minimize etmek i¢in toplamda 6 farkli
proses ile iiretim denemesi yapilmistir. Yapilan 6n arastirmalarda boncuksuz yapi eldesi
icin Oncelikle konsantrasyon degerinin artirilmas gerektigi gozlemlenmistir. Bu nedenle
PLGA3 i¢in konsantrasyon orani kiitlece %20 olarak belirlenmistir. Besleme oranlar1 0,3-
0,5 ml.sa-1 araliginda degismesi, uygulanan en etkin gerilimin ise 20-25 kV arasinda

degismesi gerektigi belirlenmistir. Yine literatiirde igne ucu-toplayict arasindaki
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mesafenin yakin ya da uzak olmasi boncuklu yapiya neden oldugu vurgulanmistir. Bu
dogrultuda denemeler i¢in 15-20 cm araligi belirlenmistir. Dort farkli parametre
kompozisyonu denemeleri gerceklestirildikten sonra ligiincli deneme parametrelerinin
(PLGA3.3) en uygun yiizey eldesini sagladigi goriilmiis, liretim parametreleri bu yonde

optimize edilmistir.

PCL nanolifli yiizeylerde konsantrasyon %10 olarak belirlenmistir. 3 farkli parametre
kompozisyonu ile iiretim denemelerine tabi tutulmustur. Yapilan 6n arastirmalar ve
onceki denemeler igne ucu-toplayici arasindaki mesafe ayarinda, ideal ¢ekim alaninin 14
cm olarak gostermistir. Silindir hizlar1 100-500-1000 rpm olarak denenmistir. Cekim
asamasinda donma ve diize ucu tikanmasi sebebiyle besleme hizinin arttirilmasi gerektigi
ongoriilmiistiir. Bu nedenle besleme hizi1 1 ml.sal’ den 5 ml.sa®’e ¢ikarilmistir. PCL

cozeltisi icin kritik voltaj degeri 18-20 kV aralig1 olarak belirlenmistir.

Gozeneklilik ve gozenek boyutu analizi sonuglarindan PCL1’ in %91 oraninda yiizey
gozenekliligi, PLGA3.3’ iin %83 oraninda gbzenekliligi ve PCL3’{in %90 oraninda yiizey
gbzenekliligi gdstermesi ile tiim bu yiizeylerin gozenek boyutlariin sirasiyla 9.42-3.11-
6.08 olmasi, hiicreler i¢in tutunma ylizeyini arttirdigindan hiicre ¢ogalmasini olumlu

yonde etkileyecegi kanisina varilmistir.

Temas agis1 Ol¢lim sonuglart incelendiginde, PLGA1 numunesinin boncuklu yapisi
nedeniyle siiperhidrofobik 6zellik gostermistir. Temas agisinin lif inceliginden etkilendigi
bilinmektedir. Katman yiizeyleri olarak kullanilan PCL1-PLGA3.3. ve PCL3’ iin
kalinliklart sirasiyla 0.044-0.017- 0.038 mm seklindedir. Temas agisina bakildiginda
strastyla 110,4-99,8-126,9 olarak ol¢iilmiistiir.

Doku iskelesinin kolay implante edilebilmesi ve uzun donem uygulamalarda basari
saglanabilmesi icin belirli bir mekaniksel dayanima sahip olmas1 gerekmektedir. Uretilen
nanolifli doku iskelelerine toplamda 3 kg agirlik uygulanarak birlestirilmesinden sonra
katmanli yiizeye uygulanan ¢ekme testinde, ortalama kopma uzamasi degerinin %85

oldugu, elastise modiiliiniin ise 41,9 MPa oldugu sonucuna varilmistir.
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Daha sonra dretilen yiizeyler {iizerinde fibroblast hiicrelerinin  ekimleri
gerceklestirilmistir. Yiizeylerin hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi MTS analizi ve SEM
gorlntiileri tizerinden degerlendirilmistir. 3 katmanli yapinin birlestirilmis halini
yansittigl goriisiine varilarak her bir katman igin ayrica MTS analizi ve SEM analizi
yapilmistir. 3. Giin, 7. Giin ve 14. Giin analizler gergeklestirilerek elde edilen sonuglara
gore ¢ogalmanin tiim yiizeylerde oldugu sdylenebilmektedir. Bu ¢alismada yer alan
sonuglar gelistirilen deri iskeleti {izerine ekilen fibroblast hiicrelerini yansitmaktadir.
Keratinosit, melanosit, Langerhans veya Merkel hiicrelerinden yoksun olmasina ragmen
gelistirilen tiim yiizeylerin in vivo ortamda bir insan derisi modelinin basaril bir sekilde

gelistigini gostermektedir.
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