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DOGAL PROTEIN KATKILI BilYOBOZUNUR POLIMER DOKU
MATRIKSLERININ GELISTIRILMESI VE ADIPOZ KOK HUCRELER iLE
ETKILESIMININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu tez calismasi, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak iizere, mevcut
sentetik ve dogal kompozit polimerik doku iskelelerine alternatif olarak literatiirde
ilk kez yumurta beyazi proteininin (HEW) kullanimini ve bu proteinin yiizey kimyasi
ozelliklerine etkisini ve adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (ASCs) ile
etkilesimini incelemektedir. Bu amagla, HEW ve poli(e-kaprolakton) (PCL)
polimerinden elektroegirme ile nanofiber doku iskeleleri iretildikten sonra, bu
yapilarin c¢esitli yontemler ile karakterizayonu gergeklestirilmistir. Bir sonraki
asamada, doku iskelelerinin iizerine ASC’ler ekilerek hiicre canlilik analizleri
yapilmistir.

[k asamada elde edilen liyofilize HEW proteinine SDS-page analizi yapilmistir ve
HEW’in igerigindeki ana proteinlere ait bantlar gozlenmistir. Taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile yapilan morfolojik analizler sonucunda diizgiin yiizeylere
sahip fiberlerden olusan membranlarin basariyla elde edildigi goriilmiistiir. Ayrica,
HEW igeren fiberlerin (50-254nm) yalnizca PCL’den olusan fiberlere (0.90-1.60pm)
gore daha ince oldugu tespit edilmistir. Nanofiberler tizerindeki HEW dagilimi, anti-
ovalbumin antikoru kullanilarak immiinohistokimyasal olarak gdsterilmistir. Fourier
Dontisimlic  Kizilotesi  Spektroskopisi  (FTIR-ATR) analizi ile de membran
iizerindeki protein varligi dogrulanmistir. PCL/HEW membraninin termal
ozelliklerinin belirlenmesi ve ayrica membran igeriginde bulunan PCL ve HEW
miktarinin tayini amaciyla termogravimetrik diferansiyel termal analiz (TGA)
yapilmistir. TGA sonucuna gore her iki bilesenin dekomposizyonu goriilmiis ve
kompozit nanofiberlerdeki HEW protein oraninin %36 civarinda oldugu
saptanmigstir. Fiberlerin 1slanabilirligini analiz etmek amaciyla su ile yapmis oldugu
temas agilar1 Ol¢iilmiistiir. Hidrofobik 6zellikte oldugu bilinen PCL membranlarin
temas acisinin 90°°de sabit kaldigi gozlemlenirken, = PCL/HEW membran
yiizeylerinde baslangicta Olgiilen 70”lik temas ac¢isinin zamanla azaldigr ve
dolayistyla proteinin membranlara su absorplama o6zelligi katarak hidrofilik
karakterde bir matris olusumuna sebep oldugu bulunmustur.

Hiicre kiiltiiri caligmalarinda, doku iskeleleri tizerine ekilen ASC’lere hiicre
canliliginin belirlenmesi amaciyla 2, 7 ve 14. giinlerde canli/6lii boyamas1 ve alamar
blue ¢alismas1 yapilmistir. Ayrica, hiicresel iskeletteki aktin filamentleri ile ¢ekirdek
goriintiilemesi i¢in sirasiyla phalloidin ve draq5 boyamasi yapilmistir. Yapilan analiz
ve goriintiilemeler sonucunda HEW igeren ornekler iizerinde ekili hiicrelerin 14 giin
boyunca canliliklarin1 koruyarak c¢ogaldiklari; kontrol grubu olan sadece PCL’den
olusan Ornekler {izerinde ekili hiicre sayisinda ise 7. glinden sonra azalma oldugu
gozlenmistir.
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Hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in dogru biyofiziksel 6zelliklere sahip doku iskelesi
iretilmesi amaciyla sentetik polimerlerin dogal bilesenlerle karistirilmasi, doku
iskelelerinde istenen Ozelliklere ulagsmak i¢in basit ve etkili bir yoldur. Bu amag
dogrultusunda yapilan bu tez calismasinda sonu¢ olarak basit, hizli ve diisiik
maliyetli bir imalat yontemi ile PCL/HEW doku iskeleleri olusturulmus;
biyobozunurlugu, yiizey yapist ve mekanik 6zellikleri agisindan yeterli oldugu, hiicre
tutunmasini ve ¢ogalmasini biiyiik olgiide destekledigi anlasilmistir ve bdoylelikle
cesitli doku miihendisligi uygulamalari i¢in uygulanabilirligi gosterilmistir.
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EVALUATION OF BIODEGREDABLE POLYMERIC SCAFFOLDS WITH
NATURAL PROTEIN AND INTERACTION WITH ADIPOSE DERIVED
STEM CELLS

SUMMARY

This thesis examines the use of hen egg white protein (HEW) and its effect on
surface chemistry and its interaction with adipose-derived mesenchymal stem cells
(ASCs) for the first time in the literature as an alternative to existing synthetic and
natural composite polymeric scaffolds for use in tissue engineering applications.

For effective applications in tissue engineering requires a scaffold with superior
properties in terms of biological and physical performances. For this reason, various
manufacturing technologies and engineering methods are used together to obtain the
desired properties in tissue scaffolds. Tissue scaffolds formed from synthetic
polymers may exhibit good structural and mechanical properties, but may not be
suitable for cell adhesion and tissue formation. In contrast, natural polymers can
provide very good biological properties. However, natural polymers also do not
exhibit good mechanical strength and stability in physiological environments. For
this reason, the use of composite scaffolds made up of synthetic and natural
components is becoming increasingly common.

In this thesis, composite nanofiber scaffold was formed by electrospinning from
lyophilized HEW protein and synthetic and biodegradable polymer poly (e-
caprolactone) (PCL). The effect of bioactive natural component HEW protein on the
surface properties of the nanofiber membrane was investigated and its cellular
response to the ASCs was tested. These nanofiber tissue scaffolds were formed by
electrospinning method because of the properties of electrospinning being one of the
production methods of polymeric tissue scaffolds and the ability to form micro and
nanoscale fibers that can mimic extracellular matrix fibers. Furthermore, the
nanofiber membranes obtained have a high surface area and porosity and thus have
great potential for use in tissue engineering.

PCL is a biodegradable and biocompatible synthetic polymer that is widely used in
tissue engineering. However, its hydrophobicity presents a disadvantage in terms of
cell attachment to the surface. In order to overcome these disadvantages, it has
advantages to use PCL tissue scaffold together with bioactive materials to promote
cell adhesion and proliferation. As for HEW is an inexpensive protein source,
containing more than 100 types of soluble proteins with different molecular weights,
isoelectric points, and concentrations, including ovalbumin, ovotransferrin,
ovomuciod, ovamucin and lysosome at high concentrations. HEW proteins provide
further benefits for human health, with their antihypertensive, antioxidant,
antidiabetic and anticancer features. Therefore, HEW protein was added to the
nanofiber PCL membrane structure. It was thought that the hydrophobicity of PCL,
which has a disadvantage in terms of cell adhesion, could be reduced by changing the
surface chemistry by adding protein. ASCs were seeded on the characterized
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scaffolds and cell viability analyzes were performed. The cells were isolated from
fresh human subcutaneous adipose lipoaspirates.

The SDS-page analysis was performed on the lyophilized HEW protein obtained in
the first step and bands of the main proteins in HEW (ovalbumin, ovotransferrin,
ovomucoid, avidin, and lysozyme) content were observed. The total protein
concentration was calculated to be about 5 mg/ml. Fiber morphology of the nanofiber
scaffold was examined by scanning electron microscopy (SEM) and it was observed
that smooth surfaces and without any bead formation were obtained. Also, HEW-
containing fibers were found to be thinner (50-254nm) than neat PCL fibers (0.90-
1.60um). The distribution of HEW on nanofibers was demonstrated with a confocal
laser scanning microscope after staining with antibody against ovalbumin. For this,
the scaffolds were incubated with the primary rabbit anti-ovalbumin antibody and
then incubated with secondary antibody, anti-mouse Alexa Fluor 488 so,
homogeneous distribution of HEW was achieved throughout the nanofibrous mats.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR-ATR) analysis of the nanofiber
membrane confirmed the presence of both components in the produced scaffolds
with bands associated with proteins as expected. Thermogravimetric differential
thermal analysis (TGA) was performed to determine the thermal properties of the
PCL/HEW membrane and also to determine the amount of PCL and HEW contained
in the membrane. According to TGA results, decomposition of both components was
observed and HEW protein content in composite nanofibers was found to be around
36%. To analyze the wettability of the fibers, their contact angles with water were
measured. While the contact angle of PCL membranes known to be hydrophobic was
observed to be constant at 90°, it was found that the contact angle of 70° initially
measured on PCL/HEW membrane surfaces decreases with time and thus the protein
causes water-absorbing matrix formation to membranes.

Human ASCs were used to determine the cell adhesion and proliferation behavior on
the nanofibrous mats. The cells were isolated from fresh human subcutaneous
adipose lipoaspirates. ASCs at passage 3 were suspended in culture medium and
seeded onto scaffolds using a density of 25x10° cells/sample and then allowed to
grow for 2 weeks at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2with
medium changes every 2-3 days. To determine the cell viability of ASCs that were
seeded on tissue scaffolds during the cell culture stage, live/dead staining and Alamar
blue staining were performed on days 2™, 7" and 14™. Live/dead staining were
observed with confocal laser scanning microscopy. The morphology and
cytoskeleton organization of the cells on the mats were analyzed under a confocal
microscope at day 14 after staining of F-actin and nuclei with phalloidin and draq5,
respectively. Neat PCL nanofiber mats were used as a control for all experiments.
Following the observations of live/dead staining, more uniform cell spreading and
distribution was observed on PCL/HEW mats throughout the culture. Cellular
morphology was further examined by SEM at each time point. As a result of the
analysis and imaging, it was observed that the cultivated cells proliferated for 14
days on HEW containing samples; the number of cultivated cells was decreased after
7% days on the control group PCL-only samples.

Mixing synthetic polymers with natural components to produce tissue scaffolds with
the correct biophysical properties for cell attachment and proliferation is a simple
and effective way to achieve the desired properties in tissue scaffolds. In this thesis,
PCL/HEW scaffolds were formed with a simple, fast and low-cost manufacturing
method. Moreover, having sufficient properties in terms of biodegradability, surface
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structure, mechanical properties and greatly supports cell adhesion and proliferation
thus has been shown to be applicable for various tissue engineering applications. The
addition of HEW to the structure has led to a decrease in fiber diameter, as well as
significant changes in surface chemistry and wettability, which are beneficial for
cells. Thus, the cell culture studies indicated that the PCL/HEW electrospun mats
could support robust ASC attachment and viability more than neat PCL counterparts.
Overall, results obtained from the present work indicate that PCL/HEW electrospun
mats possess favorable morphological and biochemical properties to serve as an
artificial matrix for stem cell growth and can be used as a scaffold for the
regeneration of different tissues.
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1 GIRIS

Doku miihendisligi, dogal dokunun mimari yapisini taklit ederek istenen hiicre
cevabi olusturmak ve ii¢ boyutlu dokuyu olusturmak iizerine ¢alisan disiplinler arast
bir alanidir. Trafik kazalari, atesli silah yaralanmalari, kanser, cerrahi miidahaleler
gibi cesitli sebeplerle ortaya ¢ikan yumusak (deri, kan damar1 vb.) veya sert (kemik,
dis) doku kayiplar1 sonucunda yapilan organ nakillerinde donor azligi veya immun
reaksiyon olusmast gibi olumsuzluklara ¢o6ziim sunmak amaciyla olusmus
multidisipliner bir alandir. Doku miihendisligi uygulamalar ile cilt, kemik, tendon,
kalp, kan damar1 ve sinir gibi ¢esitli dokularin yenilenmesi i¢in tedaviler
gelistirilerek milyonlarca hastanin yasam kalitesini onemli oOlgiide arttirmak

amaclanmaktadir [1].

Doku miihendisligi, temel olarak, hedef doku veya organa uygun bir doku iskelesi
yapilmasini saglayan faktorleri ve bu iskeleye ekilecek hiicreleri igermektedir. Son
zamanlarda, kok hiicre ve biyomalzeme alanlarindaki gelismelerle birlikte rejeneratif
tip alanindaki calismalar ile doku miihendisligi uygulamalar1 yasam bilimlerinin
onemli bir pargasi haline gelmistir [2]. Doku iskelesi olusturmak i¢in kullanilacak
sentetik veya dogal biyomalzemeler, hiicreler icin fiziksel destek saglamanin yani
sira doku olusumu i¢in de uygun kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahip olmasi
gerekliligi bakimindan 6nemlidir. Hedef dokunun o&zelliklerine gore dogal veya
sentetik biyomalzemelerden biri segilebilecegi gibi; dogal ve sentetik maddelerin bir
arada olmasi, daha 1iyi mekanik ve biyolojik 0&zellikler elde edilmesini
saglayabilmektedir [3]. Sentetik bir polimerik biyomalzeme olan PCL, doku
mithendisliginde genis bir kullanima sahip, biyobozunur ve biyouyumlu bir
poliesterdir. Ancak PCL’nin hidrofobikligi, yiizeyine hiicre tutunmasi agisindan
dezavantaj saglamaktadir. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirabilmek i¢in PCL doku
iskelesi iiretilirken hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasini destekleyecek baska bir biyoaktif

malzemeyle beraber kullanilmasi daha iyi sonuglar vermektedir.



Polimerik doku iskeleleri iiretim yontemlerinden biri olan elektroegirme, hiicre dist
matris (ECM)’i olusturan fiberleri en iyi sekilde taklit edebilecek mikro ve nano
Olcekte fiberler olusturabilmesi, ayrica elde edilen nanofiber membranlarin yiizey
alan1 ve gozenekliligi fazla oldugu i¢in doku miihendisliginde biiyiik kullanim
potansiyeline sahiptir [4, 5]. Bunun yaninda, biyoaktif bilesiklerin, sentetik polimerle
nanofiberlerle birlestirilmesi ve proses sirasinda yiiksek sicakligin kullanilmamasi,
proteinler gibi bazi hassas bilesiklerin aktivitesini koruyabilmesi acgisindan avantaj

saglamaktadir.

Bu bilgiler 1s1ginda bu c¢alismada PCL’nin hiicre tutunmasi agisindan dezavantaj
saglayan hidrofobikliginin protein katkisiyla yiizey kimyasinin degistirilerek
azaltilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle, HEW proteini ile PCL’nin optimum
oranda karigtirilip elektro egirme yontemiyle nanofiber doku iskelesi iiretilmesi ve bu
yaptya karst ASC’ler ile hiicresel tepkilerin degerlendirilip doku miihendisliginde

kullanim potansiyelinin incelenmesi amag¢lanmaistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Doku Miihendisligi

flk olarak 1988 yilinda Ulusal Bilim Vakfi ¢alistayinda (Kaliforniya, ABD) “Normal
ve hastalikli memeli dokularindaki yap1 ve islev iligkisinin anlagilmasi ile doku ve
organ islevinin yeniden kazandirilmasi, iyilestirilmesi veya arttirilmasi amaciyla
biyolojik ikame malzemelerin gelistirilmesine yonelik miihendislik ve yasam
bilimleri metotlarinin  uygulanmasi.” anlamima gelen “doku miihendisligi”
kavramindan s6z edilmistir. Doku miihendisligi genel anlamda; dogal dokunun
mimari yapisini taklit ederek istenen hiicre cevabi olusturmak ve {ic boyutlu (3B)
dokuyu olusturmak iizerine tip, makine miihendisligi, malzeme bilimi ve yasam

bilimleri ile iligkili multidisipliner bir ¢alisma alanidir [1, 6].

Doku
Iskelest
Biiyiime = e : =
Fakirii Doku Miihendisligi Biyoreaktor
Hiicre

Sekil 2.1: Doku miihendisliginin temel bilesenleri.

Glinlimiizde doku hasarlarinin tedavisi i¢in otogreft, allogreft ve zenogreft
uygulamalar gibi gesitli geleneksel yaklasimlar mevcuttur. Otogreftleme, hastanin

saglikli bolgesinden alman dokunun hasarli bolgeye yerlestirilmesi islemidir. immiin



reaksiyona sebep olmamasi avantaj saglasa da saglikli dokunun alindigi bolgede
hasar olusmasi, birka¢ defa cerrahi miidahale gerektirmesi ve yiiksek maliyet gibi
sinirlamalar1 mevcuttur [7]. Allogreftleme ise bagka bireyden alinan saglikli
dokunun, hasarli bolgeye yerlestirilmesidir. Fakat bu islemde viral hastaliklarin
taginmasi, enfeksiyon olusmast ve doku reddi gibi riskler mevcuttur [8].
Zenogreftler, farkli tiirden alinan saglikli dokulardir. Zenogreftleme isleminde de
patojenlerin aktarimi ve bagisiklik reddi gibi dezavantajlar mevcuttur [9]. Doku
kayiplarinda uygulanan bu tarz geleneksel yaklagimlarda ortaya ¢ikan olumsuzluklar
doku miihendisligi alaninin gelismesinde etkili olmustur [10]. Doku miihendisligi,
temelde dokunun fonksiyonunu veya yapisini biyomalzemeler, hiicreler ve bazi
uyaricilar kullanarak yeniden olusturma tiizerine caligmalar yiritir (Sekil 2.1).
Ozellikle, hiicrelerin ¢esitli doku iskeleleri iizerine ekilerek, viicuda implante
edilebilir bir iirlin olusturulmasi stratejisi lizerine yogunlasir (Sekil 2.2). Doku
kayiplar1 veya hasarlarina yonelik onarim ve yenileme teknikleri, in vivo olarak doku
iskelesi implantasyonu ile veya biyoreaktdrler igerisinde in vivo ortam kosullar taklit

edilerek saglanir [11, 12].
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Sekil 2.2: Doku miihendisligi stratejisi.



2.2 Doku iskeleleri

Doku iskeleleri, hiicrelerin iizerine tutunmasi, biiyiimesi ve istenen dokuyu
olusturmak tizere farklilasmasi i¢in yapisal destek gorevi goren, ii¢ boyutlu,
gozenekli ve biyobozunur biyomalzemelerdir [13]. Doku iskeleleri, kullanilan
malzemenin kimyasina (sentetik veya dogal polimerden olusturulmug olmasi vb.),
geometrisine (gozenekli, jel veya agsi1), yapisina (gozeneklerin dagilimi ve
aralarindaki baglanti durumu vb.), mekanik 6zelliklerine (elastiklik, basma dayanimi1
vb.) ve bozunurluk durumlarina gore cesitli sekillerde {retilirler [11, 14]. Doku
iskelelerinin in vivo ortamda kalisg siiresi, uygulanacagi bolgeye ve fonksiyonuna

gore belirlenir [15].

Insan dokularinda, kan hiicreleri haricindeki hemen hemen biitiin hiicreler ECM
icerisinde bir destege bagimli olarak biiyiirler. ideal bir doku iskelesinden, hedef
dokunun ECM’sini fiziksel ve biyolojik anlamda tamamen veya biiyiik dlciide taklit
etmesi beklenir. Ancak ECM, dokuya 6zgili farkli bilesim ve bigime sahip olan bir
yapidadir ve dinamik dogasindan dolay1 tam olarak taklit edilmesi zordur [16]. Hedef
dokunun ECM’sine en yakin 6zellikteki doku iskelesi iiretilmesi icin ¢esitli tasarim
parametreleri iizerinde diisiiniilmesi gerekmektedir (Cizelge 2.1). Tasarlanan doku
iskelelerinin, hiicrelerin malzemeye tutunup ¢ogalabilmesi i¢in, ayrica besinlerin ve
atiklarin doku iskelesi iginde transferi ve ECM olusturulmasi i¢in uygun goézeneklilik
ve dolayisiyla yiiksek yiizey alani/hacim oranina sahip olmasi énemlidir [17]. Bunun
yanisira gdzenek boyutlar1 da ¢ok iyi ayarlanmis olmalidir. Kiiglik gozenek boyutu,
hiicreler tarafindan tikanmaya yol acacak dolayisiyla penetrasyonu ve damarlagmay1
olumsuz etkileyecektir. /n vivo kosullarda hiicre ile kapiler damarlar aras1 mesafe 20
ile 200 um arasindadir. Boylelikle difiizyon ile besin ve oksijen iletimi yeterli
miktarlarda gerceklesebilmektedir [18]. Ayrica, kararli sicaklik ve pH kosullari, sabit

oksijen ve besin kaynagi, hiicre ekilmis yapilar i¢in dnemli faktorlerdir [19].



Cizelge 2.1: Istenen doku iskelesi fonksiyonu i¢in tasarim parametreleri [17].

Doku Iskelesi Fonksiyonu

Tasarim Parametreleri

In vivo ortamda enflamasyona veya

toksik etkiye sebep olmamahdir.

Malzeme biyouyumlu olmali,

toksik ve kanserojen olmamalidir.

Yeni dokularin olusmasmma yardimci

olmahdir.

Dokuya uygun 3B  sekilde

tasarlanmali ve uUretilmelidir.

Tek tip hiicresel yogunluga sahip

olmahdir.

Uygun gozeneklilik ve gozeneler

arasinda baglanti icermelidir.

Hiicre tutunmasi, c¢ogalmasi veya Polimer yilizeyinin fiziksel ve
farkhlasmasi i¢cin uygun yiizeye sahip kimyasal ozellikleri  optimize
olmahdir. edilmelidir.

Doku olusumunu saglayacak olan Uygun go6zeneklilik, optimum

hiicre cogalmas1 ve gociine olanak

vermelidir.

gbzenek boyutu ve gozenekler

aras1 baglantilara sahip olmalidir

Hiicreler icin ECM veya yeni dokuya

doniismesini saglamahdir.

Doku iskelesinde dogru yonlenmis

fiberlere sahip olmalidir.

Besinlerin ve atiklarin iskeleye giris-

cikisimi saglamahdir.

Uygun gozeneklilik ve gozenekler

arasi baglantilara sahip olmalidir.

Iskelenin bozunmasi ve yerine yeni

dokunun gecmesine olanak

vermelidir.

Bozunma drilinleri  toksik ve
kanserojen olmamalidir. Bozunma
hiz1 ve doku olusma hizi uyumlu

olmalidir.

In vivo ortamda yapisal biitiinliigiin

devamlihg: ve yeni dokuyu

desteklemek icin yeterli mekanik giice
vivo etKkilere

sahip, in dayamikh

olmahdir.

Doku iskelesi, hedef doku ile ayn1

ozelliklere sahip olmalidir.




Doku iskeleleri olusturulurken genellikle Amerika Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
onayli, biyouyumlu ve biyobozunur malzemeler kullanilmaktadir [14]. Hiicreler
kendi ECM’sini olusturmaya basladiklarinda es zamanli olarak doku iskelesinin
bozunmasi gerekmektedir. Bu sebeple doku iskelesinin biyobozunur bir malzemeden
iretilmesi, yani viicut ortaminda parcalanabilir 6zellikte olmasi1 ve pargalanirken
toksik yan iirlinler olusturmamasi gerekmektedir [20].Biyouyumlu olma 6zelligine
sahip malzemeler arasinda metal, seramik ve polimer (dogal veya sentetik)
malzemeler veya bunlarin birlesimleri gosterilebilir. Ancak metallerin ve bir¢ok
seramik malzemenin biyobozunur olmamasi ve isleyis zorlugu acisindan doku
iskelesi yapiminda kullannminda kisitlamalar s6zkonusudur. Kimyasal baglariin
viicut sivist ortaminda hidrolize ugramasi veya hiicresel ve enzimatik yollarla
bozunabilme o&zelliklerine sahip olmalarindan dolayr doku iskelesi yapilirken
malzeme olarak genelde biyopolimerler kullanilir [21, 22]. Burada 6nemli nokta,
uygulanacak dokuya gore istenen doku iskelesi tasariminin yapilabilecegi uygun
biyopolimerin secilmesidir.

Ideal polimerik doku iskelelerinin sahip olmasi gereken o6zellikler su sekilde

siralanabilir:

» Dokuya 0zgl istenen sekil ve mekanik ozelliklere sahip 3B yapiya sahip

olmali,

» Uygun gozeneklilik ve gozenekler arasinda hiicre ¢ogalmasina ve doku

olusumuna yardimeci olacak baglantilara sahip olmali,

» Malzemenin yiizeyi ve bozunma firlinleri inflamatuvar yanita sebep

olmayacak biyouyumlu kimyasal yapiya sahip olmali,
» Hiicre yapismasini ve islevini artirici yiizey kimyasina sahip olmali,

» Uygulandig1 bolgede yeni doku olusana kadar destek saglayacak sekilde

bozunma hizi ayarlanabilir olmalidir [23].

Doku iskelesi, hiicre tutunmasi i¢in destek saglamasinin yanisira ilag veya
biyomolekiil taginimi i¢in de kullanilan bir yapidir. Bu yap1 sayesinde ayni zamanda
uzun donemde siirekli bir ilag veya biyomolekiil salim1 gergeklestirerek iyilesmeyi

hizlandirmak da miimkiin olabilmektedir [24].



2.2.1 Doku iskelesi olusturma yontemleri

Doku iskelesi olusturmanin amaci; temel olarak {i¢ boyutlu ECM yapisini taklit
etmek ve hiicrelerin lic boyutlu ortamda g¢ogalip farklilasarak kendi ECM’lerini
olusturmalarin1 saglamaktir. Doku iskelesi iiretilirken, hedef dokunun yapisal
ozelliklerine ve fonksiyonuna gére malzeme ve liretim yontemi secilmelidir. Segilen
yontem ve malzeme; doku iskelesinin yilizey Ozelliklerini, mekanik 6zelliklerini, 3B
yapisini, gozeneklilik ve gozenek boyutu gibi 6zelliklerini belirler [17]. Uygun
gozeneklilik ve gozenekler arasi baglantilarin olmasi, hiicre tutunmasi ve doku
iskelesi icerisinde yayilmasi i¢in istenen bir Ozelliktir. Azami sayida hiicre

tutunabilmesi ve go¢ edebilmesi i¢in yiizey alaninin biiylik olmasi gerekmektedir.

Polimerik doku iskeleleri iiretilirken, polimerlerin cams1 gegis sicakliklar1 (Tg) veya
erime sicakliklar1 (Tm) sicakliklart iizerindeki viskoz davranislart ve ¢esitli organik
coziiclilerde c¢oziiniirlikkleri gibi 6zellikleri kullanilacak iiretim yontemini etkiler
[25]. Dogal ve sentetik polimerik malzemelerden doku iskelesi iiretmek icin gesitli
yontemler gelistirilmistir. Her yontemin avantaj ve dezavantajlart olmasina ragmen
hi¢bir yontem biitiin dokular i¢in en ideali degildir. En sik kullanilan yontemler
arasinda dondurarak kurutma, gaz kopiiklestirme, faz ayrimi, siiperkritik akiskan
teknolojisi, eriyik kaliplama teknigi, 3B yazici teknolojisi ve elektroegirme

sayilabilir [26].

2.2.1.1 Coziicii dokme/ Parcacik uzaklastirma

Bu yontemde; tuz, seker, parafin ve jelatin gibi ¢oziinebilen porojenler gézenek
olusturmak tizere kullanilir. Porojenler, istenen gozenek boyutuna gore segilir ve
istenen sekildeki bir kaliba konur. Ardindan polimer ¢ozeltisi kaliba dokiilerek
evaporasyonla ¢oziicli uzaklastirilir (Sekil 2.3.a). Bu islem, polimer regineleri
kullanilarak da yapilabilir (Sekil 2.3.b). Tuz, seker ve jelatin kalintilar1 su
kullanilarak, parafin ise hekzan kullanilarak ¢ozdiiriiliip uzaklastirildiktan sonra
gozenekli yapi elde edilir [10]. Uygulanmasi kolay bir yontem olmasina ragmen
gozenekler arasindaki baglantilarin tam olarak saglanamamasi ve toksik olabilen
coziiciilerin yapida artik olarak kalabilmesi dezavantaj olmaktadir. Siiperkritik
karbondioksit gibi yontemlerin birlikte kullanilmasi durumunda gézenekler arasi
baglantilarin arttirilmas1 miimkiin olabildigi literatiirde gosterilmistir [27]. Bunun

yani sira, bu yontemde kullanilan toksik c¢oziiciiler hiicre yapismasini ve canliligini



olumsuz etkilemektedir. Son ¢alismalar, bu teknikte diisiik toksisitede ¢oziiclilerin
kullanilabilecegini ve kalintilarin uygulamada kabul edilebilir bir seviyeye

azaltilabilecigini gostermistir [27].

a. polimer
yzeltisi rojen
- I e ¢ozlict buharlagtirma
su igerisinde
pargaciklarin
uzaklastinimasi
—> _
pollmer cozeltisi + kati polimer + gozenekli
porojen pargaciklari  porojen pargaciklari doku iskelesi
polimer

recineleri  porojen

polimer eriyigi +
porojen pargaciklar
polimerin oda su igerisinde

sicakliginda parcaciklarin
katilagtinimasi uzaklastinimasi

kati polimer + g6zenekli
11 porojen parcaciklan doku iskelesi
ISI

Sekil 2.3: Pargacik uzaklastirma yontemi ile doku iskelesi olusturulmasi a.polimer
¢ozeltilerinden, b.polimer reginelerinden [28].

2.2.1.2 Dondurarak kurutma/ Emiilsiyonlastirma

Dondurarak kurutma (liyofilizasyon) tekniginde polimerler uygun bir ¢oziiciide
(genellikle su) istenen konsantrasyonda ¢ozilindiikten sonra dondurulur ve yiiksek
vakum altinda diisiik sicakliklarda siiblimesen c¢oziiciiniin uzaklagsmasiyla mikro-
gozenekli slinger formunda bir iskele olusur [22]. Bu yontemle gdzenek boyutu
dondurma hiz1 ve pH ile kontrol edilebilmektedir. Hizl1 bir dondurma ile daha kiiglik
gbozenekler saglanabilmektedir [10]. Yiiksek sicaklik ve tanecik uzaklagtirma gibi
fazladan iglem gerektirmemesi gibi avantajlarimin yaninda, gozeneklerin kapali,
caplar kiiciik ve diizensiz olmas1 ve proses siiresinin fazlaligi gibi dezavantajlar1 da
mevcuttur [29]. Emiilsiyonlastirma yontemi ile de polimer ¢ozeltisine su eklenerek

emiilsiyon olusturulur ve benzer sekilde doku iskelesi tiretilir [30].

2.2.1.3 Gaz kopiiklestirme

Bu teknikte ¢oziinmiis polimer ile yiiksek basingta (800 psi) CO2 gazi kullanilarak,

gaz molekiillerinin koplirmesi sonucunda gozenekli yapida doku iskeleleri



olusturulur [10]. Bu gozenekler polimerin hacminde 6énemli miktarda genislemeye ve

yogunlugunda azalmaya sebep olur.

Doku iskelesi olusturma yontemlerinin pek ¢ogunda organik ¢oziicii ve yliksek
sicaklik kullanilmasi sonucunda ¢ikan kalintilar hiicrelerde hasara sebep olurken, bu
yontemle olusturulan doku iskelelerinde organik c¢oziici ve yiiksek sicaklik
kullanilmamas1 avantaj saglamaktadir [10]. Ayrica gozenekler arasinda igsel
baglantilar bulunmasi da bu ydntemin avantajlarindan bir digeridir. Doku
iskelelerinin gdzenekliligi, polimer i¢inde ¢oOziinmiis gaz miktar1 ile dogrudan

iliskilidir [23].

2.2.1.4 Faz ayrim

e L.
gdzinme \
. v

e—————

I polimer

Cozuch
uzaklagtirma

i, > A
%

Sekil 2.4: a.Faz ayrimi teknigi gosterimi. b.Faz ayrimi teknigi ile {iretilen
doku iskelesinin SEM goriintiisii [32].

Faz ayrimi; termal yolla faz ayrimi (TIPS) ve ¢oziicii ile faz ayrimi (SIPS) olmak
tizere iki sekilde gerceklestirilebilir. SIPS yonteminde, polimer ¢ozeltisi bir kaba
konulur ardindan polimerin ¢oziiciisiinii ¢6zebilen baska bir sivi daha kaba eklenir.
Bu iki sivinin temasiyla faz ayrimi gergeklesir (Sekil2.4). Boylece polimerce zengin
fazda gozenekli bir yapt olusmus olur. TIPS yonteminde ise ¢dzeltisine biyolojik
olarak aktif molekiiller eklenir. Bu ¢ozelti kontrollii olarak sogutularak likit-likit faz
ayrimi gergeklesir ve ardindan iki kati olusmasi i¢in su ile muamele edilir. Katilagan
¢oziicli siiblimasyonla uzaklastirildiktan sonra biyoaktif molekiiller igeren gozenekli

doku iskeleleri elde edilmis olur [10].
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Faz ayirma yontemi, basit bir yontem olmasina ragmen kullanilabilecek ¢oziicii
kombinasyonu azlig1, yikama i¢in fazladan adim gerektirmesi ve yapida ¢oziicii

artiklarinin kalmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir [30].

2.2.1.5 Eriyik kaliplama teknigi

Bu yontemde, teflon kaliba alinan polimer, T, izerindeki sicakliklara 1sitilir, igerisine
porojen gorevi yapacak partikiiller karistirilarak sabit basing altinda sikistirilir.
Kaliptan ¢ikarilan polimer, yapidaki partikiillerin = ¢ozlinmesi saglanarak
uzaklastirilmasi icin su ile yikanir. Boylece gozenekli yapida ve kalibin seklinde
doku iskelesi olusur. Bu yontemde organik ¢oziiciiler kullanilmamaktadir ve kalibin
degistirilmesiyle istenilen sekilde doku iskeleleri iiretilebilmektedir. Ayrica farkh
caplarda porojenler kullanilarak por boyutu degistirilebilmektedir. Ancak eriyik
kaliplama yontemi yalnizca termoplastik polimerlere uygulanabilmektedir [27, 31].
Bu yontemin diger bir dezavantaji ise 6zellikle doku iskelesinin en i¢ boliimlerinde

kalan partikiillerin uzaklastirilmasinin zor olmasi ve ¢cok uzun zaman alabilmesidir.

2.2.1.6 Kati serbest form fabrikasyonu

Kati serbest form fabrikasyonu yontemi klasik iiretim metotlar1 kullanilarak
iretilemeyen hassas geometrilerdeki doku iskelelerinin olusturulmasini saglar.
Bilgisayar destekli tasarim/iiretim (CAD/CAM), bilgisayarli tomografi (CT) ve
manyetik rezonans goriintiileme (MRI) verilerini kullanarak 3B yap1 olusturur. Bu
teknik direkt fabrikasyon ve indirekt fabrikasyon olmak tizere iki gesittir. Direkt
fabrikasyon tekniginde malzemeden direkt olarak yapi iskelesi insa edilirken;
indirekt fabrikasyon tekniginde biyomalzemenin dokiilecegi bir kalip insa edilir.
Olgiilebilirlik, yeniden iiretilebilirlik ve uygulanabilirlik agisindan direk fabrikasyon
teknigi tercih edilmektedir ve neredeyse tamamen otomatik bir islemdir. Indirekt
fabrikasyon tekniginde ise daha genis bir malzeme yelpazesi ile ¢alisabilmek
miimkiindiir ama c¢ogunlukla daha fazla islem gerektirir ve ticari olarak

diisiiniildigiinde talepleri karsilamada yetersiz kalabilir [27, 32].
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2.2.1.7 Elektroegirme

Nanofiber tliretim yontemi olarak elektrostatik kuvvetlerin kullanilmasi ilk kez 1934
yilinda patentlenmistir. Bu yontem, elektro egirme olarak bilinir ve besleme
iinitesindeki polimer ¢ozeltisi ile metal toplayicinin yiliksek voltaj uygulanarak zit
elektrik yiikii ile yiiklenmesine dayanir. Burada, polimer ¢ozeltisine yiiksek elektrik
akimi uygulanarak ¢ozeltinin yiizey oOzelliklerinin degistirilmesi ve bdylece nano
veya mikro boyutlarda fiberler elde edilerek zit yiikle yiiklenmis veya topraklanmis
bir yiizeyde toplanmas1 saglanir [33].

Cesitli isleme teknikleri arasinda, elektroegirme, olusturulan nanofiberlerin dogal
ECM'nin fibriller bilesenine benzer yapisal 6zellikleri nedeniyle, doku miihendisligi
icin yapi iskelelerinin imalatinda biiylik ilgi gérmistiir. Elektroegirme yontemiyle
nanofiberler diisiik maliyetle ve basit bicimde iiretilebilmektedir. Ustelik biyoaktif
bilesiklerin nanofiberlerle birlestirilmesinin kolaylig: ile protein bazli materyallerin
iretilmesine olanak saglamaktadir. Buna ek olarak, proses sirasinda yiiksek
sicakligin  kullanilmamasi, proteinler gibi bazi hassas bilesiklerin aktivitesini
koruyabilmesi agisindan da avantaj saglamaktadir. Buna ragmen, dengeli olmayan jet
olusumu ve fiber olusumu ile yapisini 6nemli oranda etkileyen bir¢cok parametrenin

bulunmasi gibi dezavantajlar1 da mevcuttur [1, 34, 35].
Bir elektroegirme diizeneginde temel olarak 4 ana ekipman bulunur (Sekil 2.5).
Bu ekipmalar;

» Besleme iinitesi (siringa, igne vs.)

» Yiiksek voltaj gii¢ kaynagi

» Nanofiberlerin toplanmasi i¢in karsit yiikle yiiklenmis toplayici (plaka,

silindir vs.)

» Sivi formda viskoz polimer ¢ozelti
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Taylor konisi Metal toplayici
/

Polimer ¢ozeltisi
\

Faveral P

Sirmga pompast

Gii¢ kaynagi

Sekil 2.5: Elektroegirme teknigi gosterimi [29].

Elektroegirme sistemi su sekilde calismaktadir: Polimer ¢dzeltisi siringaya cekilir.
Pompa belirlenen hizda calistirilir ve polimer ¢ozeltisi igne ucundan damlamaya
baglar. Siringa pompasi, islem siiresince ¢ozeltinin sabit hizla akmasini saglar.
Ignenin ucundaki polimer ¢ozeltisinin jet olusturabilmesi icin yiiksek enerjiye
ihtiyac1 vardir. Bu sebeple igneye yiiksek voltaj giic kaynagi kullanilarak 1-30 kV
arasinda elektrik uygulanir ve igne ucundaki polimer damlaciklar1 elektrikle
yiiklenir. Polimer c¢ozeltisi ve topraklanmis toplayici arasinda olusan zit yiik
nedeniyle igne ucunda asili duran damlacigin yuvarlak ucu Taylor konisi ad1 verilen
bir koni seklini alir. Igne ucu ile toplayict arasinda olusan elektrik alan kuvveti,
¢ozeltinin yiizey gerilimini astifinda Taylor konisinden fiber olusmaya baslar. Fiber,
toplayiciya dogru once kararl, sonrasinda kararsiz (spiral) bir hareket olusturur. Bu
sirada polimer ¢ozeltisindeki ¢oziicli buharlasir ve kati haldeki fiberler toplayicida

birikerek nanofiber membran olusturur [36, 37].

Elektroegirme diizenegi pek cok parametre ile kontrol edilir ve her bir parametre
fiber ¢ap1 ve morfolojisini etkilemektedir. Elektro egirme yontemi ile olusturulacak
doku iskelelerinde fiber ¢apir Onemli bir faktordiir, c¢linkii substrat yiizeyi hiicre
seklini, biiylimesini ve fonksiyonunu etkiler [3, 38]. Yapilan her calisma i¢in proses
parametreleri optimize edilmelidir. istenen fiber yapisina ve uygulamaya bagl olarak

toplayici sekilleri (diiz plaka, doner silindir, paralel elektrot vb.) cesitlilik gdsterebilir
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(Sekil 2.6). Diiz plaka seklindeki toplayict kullanildiginda rastgele diizenlenmis
fiberler elde edilirken, doner silindir seklinde toplayici kullanilarak yonlenmis
fiberler elde edilir. Doner silindirin hizi, yonlenme derecesini belirlemek i¢in
optimize edilmesi gereken bir parametredir. Toplayic1 olarak iletken olmayan
malzemeler de kullanilabilir ve bu durumda c¢ozeltiyle gelen fazla yiikiin
uzaklagtirllamamas1 ve dolayisiyla fiberlerin birbirini itmesi sonucunda daha biiyiik

gozenek capi elde edilir [39].

Diiz levha —

| YR [
b
Halka ‘Daner silindir lizerine edirme ve sprevleme

Sekil 2.6: Elektro egirme isleminde kullanilan bazi toplayici gesitleri.
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Elektro egirme proses parametreleri,

» Uygulanan voltaj: Fiber olusumu, voltaj degeri belli bir esik degerin iizerine
ciktiginda gozlenir. Diisiik voltajlarda, igne ucunda bir ¢ozelti damlacigi ve
damlacigin ucunda Taylor konisi olusur. Voltaj arttikca damlacik kiigiilerek
Taylor konisi igne ucunda olusmaya baslar. Voltaj biraz daha arttirilirsa
Taylor konisi kaybolur ve igne ucundan fiber ¢iktig1r gozlenir (Sekil 2.7) [37].
Bu durumda toplayicidaki fiberlerde boncuk olusumu goézlenebilir. Fiberlerde
boncuk olugmamasi veya fiber ¢apinin azalmasi, uygulanan voltaj degerinin
kullanilan ¢ozeltiye ve ¢Ozelti konsantrasyonuna gore optimize edilmesini

gerektirmektedir [40].

Igne ucu

Olusan fiber

N
, /
Artan Voltaj

Sekil 2.7: Elektroegirme diizeneginde artan voltaj ile taylor konisi iligkisi [37].

» Akis hizi: Fiberlerin gapini, porozitesini ve seklini etkilemektedir. Akig
hizinin artmasi sonucunda gozenek caplarinin ve fiber caplarinin arttigi
gozlemlenmistir. Ayrica hiz arttirildiginda, olusan fiberlerin toplayiciya
ulasmadan 6nce kuruma zamaninin yeterli olmamasi sonucunda fiberler

iizerinde boncuk olustugu goriilmiistiir [41].

> lIgne wucu-toplayict mesafesi: Fiberlerin, toplayiciya ulasmadan once
kurumalari i¢in yeterli zamani saglayan minimum mesafe saglanmalidir aksi
taktirde boncuklu yapida fiberler olusur. Bunun disinda, mesafenin artmasiyla

fiber capinin azaldig1 gézlenmistir [41].
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» Cozelti konsantrasyonu: Cok seyreltik ¢ozeltilerde polimerik fiber toplayiciya
ulasamadan ylizey geriliminin etkisiyle kopar, ¢ok yogun ¢ozeltilerde yiiksek
viskoziteden ve polimer zincir dolasikliklarindan dolayr igne igerisindeki
¢ozeltinin akis hizinin kontrolii zorlasir ve fiber olusumu gézlenmez. Optimal

sartlarda konsantrasyon arttikca fiber ¢api artar [37].

» Polimerin molekiil agirligi: Molekiil agirligt polimerin viskozite, yiizey
gelirimi, iletkenlik ve dielektrik kuvveti gibi bircok reolojik ve elektiriksel
ozelligini etkiledigi icin molekiil agirligi, fiber morfolojisi lizerine etkili olan
onemli bir parametredir. Polimerin molekiil agirligi, c¢ozeltideki polimer
zincirlerin birbirine dolanmasi dolayisiyla ¢ozelti viskozitesini belirler.
Bunun i¢in diisik polimer konsantrasyonlarinda bile, Poly-L-laktik asit
(PLLA, ytiksek molekiil agirlikli) gibi polimerler yeterli zincir dolanmasin
saglayabilir ve uniform jet elde edebilmek i¢in yeterli olan viskozite seviyesi

saglanmis olur.

» Cozelti ylizey gerilimi: Yiiksek yiizey gerilimi, elektroegirme islemini stabil

olmayan jet olusumu ve damlaciklarin olusmasi nedeniyle zorlastirmaktadir.

» Cozici se¢imi: Kapiller ve kolektor arasinda yeterli ¢oziicii buharlagsmasinin
saglanabilmesi i¢in mutlaka etanol, metanol, kloroform, aseton, dimetil
formamit, dimetil siilfoksit, dimetil asetamit ve hekzafloro-2-propanol (HFIP)
gibi ugucu ¢oziiciiler, bu ¢oziiclilerin birbirleri ile karigimlart ya da bu

¢oziiciilerin sulu karisimlar1 kullanilmalidir.

» Cozeltinin iletkenligi: Cozeltinin  elektrik iletkenliginin  artis1 ile
elektroegrilmis nanofiber capinda &nemli bir diisiis gerceklesir. iletkenligi

diisiik cozeltilerde ise jetin yetersiz uzanimi sonucu boncuklar goriilebilir.

Elektro egirme yonteminde dogal ve sentetik polimerler veya polimer karigimlar
kullanilmaktadir. PCL, PLLA, polietilenglikol (PEG), poli (D,L-laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) en fazla kullanilan polimerlerdir [36, 37].

2.3 Doku Miihendisliginde Kullanilan Polimerler

Doku miihendisligi uygulamalarina yonelik {iretilen biyomalzemelerin amaci,
islevini yitirmis veya hastalikli dokular1 eski haline getirmek icin kullanilabilecek

yapay malzemeler gelistirmek ve bdylece yasam kalitesini iyilestirmektir. Doku
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iskeleleri olusturulurken mukavement, gozeneklilik, sekil gibi optimize edilmesi
gereken oOzellikler, polimerik malzemelerde daha iyi kontrol edilebilir [11]. Doku
iskelesi malzemesi olarak cesitli dogal ve sentetik polimerler kullanilmaktadir.
Kaynaklar1 ve elde edilis bicimleri birbirinden olduk¢a farkli olan bu iki malzeme
grubunu birbirinden ayiran en 6énemli 6zelliklerden biri biyobozunma davraniglaridir.
Dogal polimerler fizyolojik ortamda kolaylikla bozunurken, sentetik polimerlerin
bozunma siireleri dogal polimerlere gore ¢cok daha uzundur [20]. Bunun diginda
kullanilan malzemeler biyouyumlu ve hiicre tutunmasma olanak saglayabilecek

yapida olmalidir [23].

2.3.1 Dogal polimerler

Protein ve polisakkarit yapisindaki dogal polimerlerin biyouyumlu olmasi, kolay
islenebilir olmasi, ECM’yi daha iyi taklit edebilmesi ve hiicre reseptorleri ile
etkilesebilecek baglanma bdlgelerine sahip olmasi gibi o6zellikleri onlara avantaj
saglamaktadir [42]. Fakat kaynak sikintisi, pahali olmasi, ¢apraz kontaminasyona
elverisli olmas1 ve parti varyasyonu (batch to batch variation) gibi dezavantajlari
mevcuttur [24]. Aljinat, kolajen, jelatin, fibrinler, albumin, gluten, elastin, fibroin,
hyarulonik asit, seliiloz, nisasta, kitosan, pektin (pektinik asit), galaktan, kurdlan,
gellan, levan, emulsan, dekstran, pullulan, heparin, ipek, kondroitin 6-siilfat,

polihidroksialkonoatlar doku miihendisliginde kullanilan dogal polimerlerdir.

2.3.2 Sentetik polimerler

Sentetik polimerlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ve kalitesi daha iyi kontrol
edilebilir ayrica immiinojeniteye sebep olmazlar. Cesitli tekniklerle islenebilirler ve
kaynak sikintis1 yoktur siirekli olarak fazla miktarlarda tedarik edilebilirler [24].
Fakat sagladigi pek ¢ok avantaja ragmen, hiicrelerin biyolojik islevlerini uyaracak
ozellikte degildir. Bu nedenle sentetik doku iskeleleri, ¢esitli katkilar kullanilarak ve
modifikasyonlar yapilarak biyoaktif hale getirilebilmektedir veya iki veya daha fazla
farkli biyomalzemenin birlestirilmesi ile olusturulan kompozit doku iskeleleri de

tercih edilmektedir [43].

Sentetik polimerler genel olarak biyobozunur sentetik polimerler ve biyobozunur
olmayan sentetik polimerler olarak ikiye ayrilirlar. Sentetik biyobozunur polimerler,
immunojenik cevabi en aza indirmesi ve dogal dokunun tamamen olugmasini

saglayabilmeleri acisindan doku iskelesi {iretiminde tercih edilirler. Sentetik
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biyobozunur polimerlere 6rnek olarak polilaktik astit (PLA), polilaktat-ko-glikolat,
PCL, poliglikolat, polipropilen fumarat, polisiyano akrilat ve biyobozunur poliiiretan
gibi polimerler gosterilebilir. Polihidroksi metakrilat, polivinil alkol, poli-N-izopropil
akrilamit gibi polimerler biyobozunur olmayan sentetik polimerlere 6rnek olarak

gosterilebilir [44].

2.3.2.1 Poli(e-kaprolakton)

PCL, sentetik ve biyobozunur olmasinin yaninda diisiik maliyetli, toksik ozellik
gostermeyen, iyi mekanik Ozelliklere sahip alifatik, FDA onayli bir poliesterdir.
Yari- kristalin yapisi ve diisiik erime noktasi, ¢esitli sekil ve formlarda doku iskelesi
tiretimine olanak saglamaktadir (Sekil 2.8). Ancak hidrofobik olmasi yiiziinden hiicre

tutunmasinin ve yayilmasinin zorlagsmasi gibi bir dezavantaji mevcuttur [45, 46].

Poli(e-kaprolakton)

Farkl1 tipte PCL bazli doku iskelelert

Kikirdak Deri Damar

PCL'nin doku mithendisligi uygulamalari

Sekil 2.8: PCL’nin doku miihendisligi uygulamalari.

Yapisi ve kullanim alanlan

PCL, heksanoat tekrar birimlerinden olusan, alifatik poliesterler siifina dahil bir
polimerdir. PCL, e-kaprolakton siklik monomerinin iyonik ve metal katalizorlii halka
acilma polimerizasyonu ile sentezlenir ancak bircok c¢alismada 2-metilen-1,3-
dioksepan’in radikal halka agma polimerizasyonu ve 6-hidroksi kaproik asidin

kondenzasyonu ile sentezlenmektedir (Sekil 2.9) [48].
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Sekil 2.9:PCL sentez mekanizmalari.
Biyobozunurlugu

PCL, dogal hiicre dis1 matris iiretmek {izere hazirlanan doku iskelelerinde 3B hiicre
kiiltiirtinii  desteklemek amaciyla doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla
kullanilmaktadir  [49]. Doku mihendisligi  uygulamalari i¢cin  PCL’nin

biyobozunurlugu énemli bir olgudur.

PCL, polimer ana zinciri hidrolize olabilen ester baglantilarina sahip oldugundan
esteraz ve bazi lipaz tiirii enzimler ile mikroorganizmalar (bakteri ve mantarlar)
tarafindan parcalanabilir [50]. PCL’ nin morfolojisine, molekiil agirligina ve kristallik
derecesine gore bozunma siiresi degiskenlik gosterebilir [S1]. PCL, ester baglarinin
hidrolitik yikimiyla 6nce amorf fazlarda sonra kristalin fazlarda bozunmaya ugrar.
Bu bozunma islemi, hidroliz sonucu olusan karboksilik asit ile veya enzimler
tarafindan katalizlenir [52]. PCL’nin ana zincirinin, diger monomerlerle
kopolimerizasyonu ile modifikasyonu sonucunda bozunma mekanizmasinin ve
kinetiginin degisebildigi bilinmektedir. Hidrofilik monomerlerin eklenmesi, PCL
bloklarmin kristal yapisini bozar bdylece daha hizli su difiizyonu olur ve yiiksek
bozunma oranlar1 elde edilir [53]. Ornegin; PCL nin polietilen oksit (PEO) ile
kopolimerinin biyobozunma hizi, homopolimer blogunun uzunluguna ve polimerin
tiimiine gore oranina baghdir. PCL igerigi arttikca bozunma hiz1 diiserken; uzun PEO
segmentleri bozunma hizint arttirir  [54]. Bunun disinda PLA/PCL/PLA
kopolimerinin, PLA ve PCL'den daha hizli bozundugu gosterilmistir [55]. PCL igin
bu tip karisim veya kompozit teknolojileri, biyomedikal uygulamalar veya ambalaj

sanayinde siklikla kullanilmaktadir [56].
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Fiziksel ozellikleri
PCL, hidrofobik ve yar1 kristalin bir polimerdir. Diigiik Tm degerine sahip olmas1 ve

karisim yapilabilirligi agisindan biyomedikal alanda fazlaca kullanim1 mevcuttur.

Cizelge 2.2: PCL nin fizikokimyasal 6zellikleri [47].

Yogunluk (p/g.cm™) 1.11

Ortalama Molekiil Agirlig

(My/g.mol) 530-630000

Erime noktasi(Tm) ve Tm=65°C

Cams1 Gegis Sicakligi (Tg) Te=-65°C’den -61°C’ye kadar
Kristalinite (%) 67

Modulus (MPa) 190

Kopma Uzamasi (%) >500

Maksimum ¢ekme gerilimi (MPa) 14

Su gegirgenligi (g/m2.giin) (25°C’de) 177

Yiizey gerilimi (g) 51

-Benzen, kloroform, diklorometan
(DCM) ve toluende oda sicakliginda
cok 1yi ¢oziindir.

Coziinirlik -Aseton, 2-biitanon, dimetilformamid

(DMF) ve asetonitrilde az ¢oziiniir.

- Su, alkol ve dietil eterde ¢oziinmez.

PCL, kemik ve kardiyovaskiiler doku miihendisligi c¢alismalarinda, sinir
rejenerasyonu ¢alismalarinda ve medikal uygulamalar i¢in yara ortii malzemeleri ve
cerrahi dikiglerde basariyla kullanilmistir. Terapotik molekiillerin (6rnegin, ilag,

protein, gen) kontrollii salinimi i¢in kullanimi da arastirilmistir [49].

Dogal protein ve polimer iceren hibrit doku iskelelerinin iiretimi biyolojik ve
mekanik 6zelliklerin beraber iyilestirilmesine olanak tanir. Cesitli ¢alismalar farklh
sentetik ve dogal polimerik karisimlarin nanofiber olusturma potansiyellerini
arastirmaktadir. Protein bazli biyomalzemeler doku miihendisliginde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle kolajen, elastin, jelatin ve ipek fibroini farkli biyomedikal

uygulamalar i¢in PCL ile birlikte kompozit matrisler olusturmak i¢in kullanildigr pek
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¢ok uygulama literatiirde mevcuttur. Ornegin, elektroegirme ydntemiyle iiretilmis
PCL/jelatin doku iskeleleri vaskiiler doku uygulamalar1 ve kemik rejenerasyonu
uygulamalar1 i¢in Onerilmektedir. Kollajen ve elastin kullanilarak olusturulan

PCL/protein nanofiberlerin de hiicresel yanit1 arttirdigi bilinmektedir [57-59].

2.4 Yumurta Beyaz1 Proteinleri

Genel olarak, bir yumurtanin % 9-11°1 yumurta kabugu, %60-63’ii yumurta beyazi,
%28-29’u yumurta sarisidir. Yumurta beyazi, farkli molekiil agirliklarina, izoelektrik
noktaya ve konsantrasyonlara sahip 100’den fazla ¢éziinmiis proteine sahiptir ve bu
proteinler yumurtadaki toplam proteinin %50’sini olusturur [60]. Yumurta beyazinda
temel olarak ovalbumin (%54), ovotransferrin (%13), lizozim (%3.5) ve ovomusin
(%3.5) proteinleri bulunmaktadir [61]. Proteinlerin haricinde tavuk yumurtasinda
lipitler, mineraller, karbonhidratlar, enzimler, biiylime faktorleri ve bakteri ve

viriislere kars1 biyolojik olarak aktif maddeler de bulunmaktadir.

Cizelge 2.3: Yumurta beyazinda bulunan proteinlerin 6zellikleri[62].

Miktar  Mol. Ag. Td*

Protein (%) (Da) ©C) Niteligi
Ovalbumin 54 45,000 84.0  Fosfoglikoprotein
Ovotransferrin 12 76,000 61.0  Metal iyonlar1 baglar
Ovomukoid 11 28,000 79.0  Tripsin inhibisyonu
Ovomusin 3.5 5.5-8.3x10° - Sialoprotein, viskozite
Lizozim 34 14,300 75.0  Bazi bakterileri yok eder
G2 globulin 4.0 3.0-4.5x10* 925 -

G3 globulin 4.0 - - -

Ovoinhibitor 1.5 49,000 - Serin proteaz inhibisyonu
Ovoglikoprotein 1.0 24,400 - Sialoprotein
Ovoflavoprotein 0.8 32,000 - Riboflavin baglayici
Ovomacroglobulin 0.5 7.7x10° - Giglii antijenik
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Sistatin 0.05 12,700

Thiol proteaz inhibisyonu

Avidin 0.05 68,300 85 Biotin baglama

*Td, su veya tampon ¢ozeltideki denatiirasyon sicaklig.

2.4.1 Ovalbumin

Ovalbumin, molekiil agirligi 45000 Da olan monomerik fosfoglikoproteindir.
Yumurta beyazinin kopiirme, jellesme ve emiilsifiye edici 6zellikleri i¢in onemlidir.
Dikarbonil metilglisoksal ile modifiye edildiginde in vitro tiimor nekroz faktorii alfa
salimin1 indiikledigi ve kanser immiinoterapisine immiin yanitlar1 arttirmak igin
kullanildigr bulunmustur. Ayrica linolenik asid ve dokosaheksaenoik asite karsi
antioksidan aktivitesi gostermektedir [63]. Ovalbuminin peptik sindiriminden,

antihipertansif 6zellik gésteren ovokinin peptidi ortaya ¢ikmaktadir [64].

2.4.2 Ovotransferrin

Ovotransferrin, 686 amino asitlik tek polipeptit zincirinden olusan monomerik bir
glikoproteindir. Molekiil basina iki demir baglama kapasitesine sahiptir ve Fe** AI*”,
Cu?’, Zn*" ile kompleks halde termal stabil formda bulunur [63, 65].
Ovotransferrinin, genis spektrumda antibakteriyel etki gosterdigi bilinmektedir.
Ovotransferrin antimikrobiyal peptit (OTAP-92) gram negatif bakterilerin dis zarim
parcalayarak dldirebilmektedir [66]. Ayrica tavuklardaki Marek hastaligi viriislerine
kars1 antiviral ve Candida tiirii funguslara kars1 antifungal 6zellik gostermektedir

[67, 68].

2.4.3 Lizozim

Bir diger onemli yumurta beyazi proteini olan lizozim, dogal bir gida koruyucusu
olarak yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica hemen hemen tiim insan
dokularinda ve salgilarinda bulunur ve bagisiklik sisteminin diizenlenme ve uyarilma
stireci lizerinde olumlu bir etkiye sahiptir [69]. Lizozim, bakterilerin hiicre duvarinda
bulunan yapisal bilesen olan peptidoglikan yapisini bozarak bakteriyolitik etkiye
sebep olur. Gram pozitif bakteriler hiicre duvarinda %90 civarinda peptidoglikana
sahip oldugundan, %5-10 civarinda peptidoglikan iceren gram negatif bakterilere
gore lizozime daha duyarlidir [63]. Ayrica, oral yoldan verilen lizozimin, hem in

vitro hem de in vivo olarak tiimdr hiicrelerinin biiylimesini inhibe edebilecegi rapor
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edilmistir [70, 71]. Oral veya topikal yolla alinan lizozimin ayrica uguk, sugigegi gibi
hastaliklara karsi antiviral etkisi oldugu bilinmektedir. Ayrica immunoterapi ile
beraber kullanildiginda kronik siniizit ve kronik bronsiti iyilestirici etkisi

bulunmaktadir [72].

2.4.4 Ovomusin

Yumurta beyazinin beyaz dogasindan ve viskoz yapisindan sorumlu olan ovomusin,
bakteri hareketini 6nleyen bir ag yapisindadir ve insan grip (influenza) viriisiine kars1
antiviral Ozellik gosterdigi de bildirilmistir [63, 73]. Ayni1 zamanda sarkoma
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi hatta hiicreleri hasara ugrattig1 bildirilmistir
[74]. Ayrica ovomusinin kandaki kolesterol konsantrasyonunu azaltici etkisi oldugu

sicanlarda ve Coco-2 hiicreleri iizerinde yapilan deneyler sonucunda ortaya ¢ikmistir
[75].
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Cizelge 2.4: Yumurta beyazindaki temel proteinler ve 6zellikleri [63].
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3 MATERYAL ve METOD

3.1 Kullanilan Malzemeler

Tavuk yumurtalar1 yerel marketten satin alma yoluyla elde edilmistir. Nanofiber
doku iskelesi tretiminde kullanilan Poly(e-caprolactone) (ortalama M;=80,000)
Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan ve c¢oziicii olarak kullanilan 1,1,1,3,3,3-
Hexafluoro-2-propanol (HFIP) Merck Millipore (Almanya) firmasindan satin
almmistir.  Nanofiberler iizerindeki protein dagilimimi gézlemleyebilmek igin
kullanilan Rabbit Anti-Ovalbumin Antibody ve Anti-mouse Alexa Fluor 488

malzemeleri de yine Merck Millipore (Almanya)’dan temin edilmistir.

Hiicre kiiltiir c¢alismalarinda kullanilan Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, yiiksek glukoz) besi ortami, besi ortamina eklenen Fetal Bovine Serum
(FBS) ve Penicillin-Streptomycin antibiyotigi Biological Industries (Israel)
firmasindan satin alinmistir. Hiicre canliligi analizi i¢in kullanilan Alamar Blue
proliferasyon kiti ve Live/Dead kiti ThermoFischer (USA)’den temin edilmistir.
Hiicre morfolojisini gozlemleyebilmek icin kullanilan Phalloidin ve Draq5
SigmaAldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Diger tiim kimyasal maddeler
Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir ve aksi belirtilmedik¢e alindig1 gibi

kullanilmustir.

3.2  Yumurta Beyazindan Protein Ekstraksiyonu

Tavuk yumurtasi beyazi proteini, literatiirde tarif edilen yonteme gore tavuk
yumurtasindan saflagtirilmistir [76]. Yumurtalar el ile kirilmis ve beyazi manuel
olarak ayrilmistir. Yumurta beyazi, viskozitesini azaltmak amaciyla ayni hacimde
distile su ile seyreltilip (Sekil 3.1.a) buz banyosu igerisinde bir saat boyunca
manyetik karistiricida karigtirllmistir. Ardindan birkag¢ kat gazli bez kullanilarak
stiziilmiistiir. Elde edilen karigim, 10000xg ve 4°C’de 20 dk. boyunca santrifiij
edilmigtir. Santriflij sonucunda elde edilen iist sivi, diyaliz tiiplerine (MCO=3500)
konulmus ve 4°C’de saf suya karsi diyaliz edilmistir. Diyaliz sonucu elde edilen

stviya tekrar santrifiij islemi uygulanmistir (15000xg, 40 dk, 4°C). Sonug protein
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cozeltisi -20°C’de bir gece bekletildikten sonra, 48 saat boyunca liyofilize edilmistir
(Sekil 3.1.b) ve kullanimina kadar 4°C’de saklanmustir.

Sekil 3.1: a. Yumurta beyazi, b. Liyofilize edilmis yumurta beyazi

3.3 PCL/HEW Nanofiber Membran Hazirlanmasi

Elektroegirmede kullanilacak olan ¢ozeltiyi hazirlama amaciyla, esit miktarlardaki
liyofilize HEW protein ve PCL, son konsantrasyon 0.1 g/ml olacak sekilde HFIP
¢oziiclisii i¢inde ¢oOziinmistiir. Bunun ig¢in, 0.3 g granil PCL’nin 2 ml HFIP
icerisinde ve 0.3 g liyofilize HEW’in 4 ml HFIP igerisinde manyetik karistirict
yardimi ile 4 saat boyunca karistirilarak ayr1 ayr1 ¢oziinmesi saglanmistir. Ardindan
HEW c¢ozeltisi, daha viskoz olan PCL ¢ozeltisi lizerine eklenmis ve homojen bir
cozelti elde etmek amaciyla bir gece boyunca oda sicakliginda manyetik olarak

karigtirilmastir.

Elektroegirme ¢alismalar1 i¢in OptoSense (Orlando, Florida) yiliksek voltaj kaynagi,
Syringe Pump (New Era Pump Systems, Inc, New York) mikro pompasi1 ve toplayici
levhadan olusan bir elektroegirme diizenegi kullanilmstir(Sekil 3.2) En iyi
morfolojiye sahip fiberlerin {iretilmesi i¢in ¢Ozelti konsantrasyonlari ve sistem
parametreleri degistirilerek bu degerlerden herhangi 3 tanesi sabit tutularak tek bir
degisken ile en uygun yonlenmenin bulunabilmesi i¢in bir¢ok deneme yapilmis ve
optimum kosullar belirlenmistir. Voltaj (kV), ¢ozelti akis hiz1 (ml/sa), enjektor ucu
ile toplayict levha arasindaki uzaklik ve doner silindir hizi parametreleri
degistirilerek gerceklestirilen tim elektroegirme ¢aligmalart oda sicakliginda
yiiriitiilmiistiir. Istenilen 6zelliklerdeki nanofiber membranlarin iiretimi igin 19 kV
voltaj, 1 ml/h akis hiz1 ve 20 cm’lik bir plaka toplayici- igne ucu arasi mesafenin

uygun oldugu tespit edilmistir
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Sekil 3.2: Deneyde kullanilan elektroegirme diizenegi.

3.4 Karakterizasyon

HEW protein karisimi i¢indeki yumurta proteinlerinin varligini dogrulamak amaciyla
Lamelli metodu kullanilarak SDS-Page (12%) analizi yapilmistir [77]. Hazirlanan
jelde ilerleyen proteinler Commassie mavisi (Coomassie Brilliant Blue R-250) ile
isaretlendikten sonra %50 etanol ve %5 asetik asit ile yikanmak sureti ile tutunmayan
boya giderilmistir. Katlanmamig proteinlerin biiyiikliigiinii tahmin etmek amaci ile
boyal1 bir isaretleyici kit (Prestained Molecular Weight Markers, Thermo Scientific,
USA, SDS-7B, Sigma) kulanilmistir. Standart protein olarak Sigir Serum Albumini
(Bovine serum albumin, 66 kDa) kullanilan analizde, toplam protein konsantrasyonu

Bradford analizi ile hesaplanmustir.

Olusturulan nanofiber membranlarin morfolojik 6zellikleri ve fiber caplar taramali
elektron mikroskobu (SEM, XL30 ESEM-FEG, FEI-Philips, Netherlands) ile
belirlenmistir. Bu amagla, 1xI cm boyutlarinda kesilen doku iskeleleri
gorlintiillenmeden Once ince platin tabakasi ile kaplanarak 10 kV ivmelendirilen

elektron demeti yardimi ile goriintiilenmistir.

HEW proteininin nanofiberler iizerindeki dagilimi, ovalbumin proteinine karsi
antikor boyamasi yapilarak konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM; Zeiss LSM
880) ile goriintiilenmistir. Bunun i¢in dncelikle nanofiber membranlar birincil antikor
olan “tavsan anti-ovalbumin antikoru” (“rabbit anti-ovalbumin antibody”, (1:500) ile
oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan 2 kez PBS ile yikanan

ornekler, ikincil antikor olan “anti-fare Alexa Fluor-488” (“anti-mouse Alexa Fluor-
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4887, 1:500) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Konfokal

mikroskop ile goriintiillemeden dnce 6rnekler bir kez daha PBS ile yikanmistir.

Doku iskelesinin kimyasal yapisin1 belirlemek ve HEW proteininin nanofiber
yiizeyinde de varligmi ispatlamak amaciyla 4000-650cm™ dalga boyu araliginda
FTIR-ATR (FTIR, Perkin Elmer, Spectrum 100, USA) analizi gerceklestirilmistir.

PCL/HEW membraninin termal oOzelliklerinin belirlenmesi ve ayrica membran
iceriginde bulunan PCL ve HEW miktarinin tayini amaciyla termogravimetrik
diferansiyel termal analiz (TA, Instruments, New Castle, DE, USA) yapilmstir.
Analizler, 30-500°C sicaklik araliginda ve 10°C/dk 1sitma hiz1 ile azot ortaminda

gergeklestirilmistir.

Nanofiber membranlarin 1slanabilirligini analiz etmek i¢in su temas agis1 6l¢iimleri
yapilmistir. Olgiimler, deiyonize su kullanilarak oda sicaklifinda gerceklestirilmistir.
Membranlar hareketli bir tabakaya yerlestirilmistir ve yatay diizlemde esit hizaya
getirildikten sonra Tlzerlerine mikro siringa ile yaklasitk 4ul deiyonize su
damlatilmistir. Su damlaciginin membran ylizeyi ile yaptig1 temas agis1 degerleri
mikro kamera (CAM 100, KSV) kullanilarak kaydedilmis ve her bir 6rnegin dort

farkli noktasindan 6l¢iim alinarak cihazdaki yerlesik yazilim ile hesaplanmustir.

3.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Hazirlanan PCL/HEW nanofiber membranlarin hiicre tutunma ve c¢ogalmasini
destekleme potansiyelleri hiicre kiiltiirii calismalar1 ile belirlenmistir. Bunun igin

kontrol grubu olarak yalnizca PCL’den olusan nanofiber membranlar kullanilmistir.

Insan adipoz doku kaynakli kék hiicreleri, nanofiber membranlar iizerindeki hiicre
tutunmasi1 ve yayillmast davranisini saptamak i¢in kullanilmistir. Hiicreler,
literatiirdeki protokole gore taze insan deri alti adipoz lipoaspiratlarindan izole

edilmistir [78].

Ornekler, hiicre ekiminden &nce %70 etanol ile 1 saat boyunca steril edilmis ve
ardindan laminer akis kabini icerisinde 30dk boyunca kurumaya birakilmistir.
Siispanse ASC (pasaj 3) kiiltiirii her bir 6rnegin iizerine 25x10° hiicre/cm? olacak
sekilde ekilmistir ve 37°C’de nemli atmosfer ve %5 CO; igeren ortamda 2 hafta
boyunca yiiksek glukozlu DMEM (10% FBS, 1% Penisilin/Streptomisin) igerisinde
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2-3 giinde bir ortam degistirilerek inkiibe edilmistir. Ornekler 2, 7 ve 14. giinlerde

hiicre tutunmasi ve canlilifinin analizi i¢in toplanmustir.

Hiicre canlliligt ve morfolojisi, “Live/Dead Kit” (Calcein-AM and Ethidium
Homodimer-1 staining) kullanilarak konfokal lazer taramali mikroskopta (Leica,
Germany) gozlemlenmistir. Bu kit, Calcein-AM ve Ethidium Homodimer-1 (EthD-1)
molekiiler problar1 ile hiicre i¢i esteraz aktivitesi ve plazma zar1 biitiinliigiinii baz
alarak iki renkli goriintii alinmasini1 saglamaktadir. Canli hiicreler, floresan olmayan
Calcein- AM’nin hiicre i¢inde esteraz aktivitesiyle ge¢irdigi enzimatik doniisiim
sonrasinda floresan iiretmesiyle belirlenmektedir. EthD-1, hiicre zar1 hasar gormiis
Olii hiicrelere girip niikleik asitlere baglanmakta ve boylece dlii hiicrelerde parlak bir
kirmizi fliloresans tiretilmektedir Genellikle alternatif yontemlerden daha hizli, daha

ucuz, daha giivenli ve daha duyarli bir testtir.

Hiicre canliligi Alamar Blue® (Thermo Fisher Scientific, NY, USA) kiti kullanilarak
nicel olarak degerlendirilmistir. Alamar mavisi tahlili, canli hiicrelerin zarindan
gecerek mitokondriyal enzimleri tarafindan, floresan olmayan mavi resazurin
boyasinin kirmizi floresan resorufine indirgenmesine dayanir [79]. Alamar mavisi
testinin, MTT testine gore daha hassas ve yiiksek performansh oldugu onceki
caligmalarda gosterilmistir [80]. Alamar mavisi analizi i¢in 1 ml Alamar Blue®
boyast1 ¢ozeltisi (%10), 6rnek iceren kuyucuklara eklenmis ve 37°C, %5 CO2’li
ortamda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuktan 200 pL
alinip 96’lik kuyucuklu plakaya aktarilmistir. 570/590nm’de mikroplaka okuyucuda
(Biochrom EZ Read 400, UK) absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Kalibrasyon egrisine

gore yiizde degerler hesaplanarak canli hiicre sayis1 bulunmustur.

14.giinde phalloidin ve draq5 boyasi ile F-aktin ve c¢ekirdek boyamasi yapilarak
hiicrelerin membran iizerindeki morfoloji ve hiicre iskeleti organizasyonlar1 konfokal
mikroskop altinda analiz edilmistir. Phalloidin, aktin filamentlerinin (F-aktin olarak
da bilinir) boyanmasi i¢in kullanilan oldukga secici bir bisiklik peptittir [81]. Draq3,
canli veya fiksasyon islemi ile sabitlenmis hiicreler i¢in kirmizi renk veren DNA

boyasidir [82].

Membranlar iizerinde kiiltiir edilen hiicrelerin daha detaylt morfolojik analizleri i¢in
SEM kullanilmistir. Yukarida belirtilen zaman araliklarinda toplanan hiicre/membran

yapilart kakodilat tamponu ile yikanarak %3.7’lik formalaldehit ¢ozelti ile fikse

29



edilmistir. PBS ile defalarca yikanan Ornekler, artan konsantrasyonlardaki (%25,
%50 ve %75°1ik etanolde 20 dakika, %95 etanolde 30 dakika ve %100’lik etanolde
60 dakika) etanol ¢ozeltileri ile dehidrate edilerek oda sicakliginda kurutulmustur.
Platin ile kaplanan ornekler, yukarida belirtilen kosullarda taramali elektron

miksrokobu altinda incelenmistir.
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4 BULGULAR ve TARTISMA

4.1 SDS-Page Analizi

SDS-Page analizi proteinleri biiytlikliiklerine gore ayirarak, molekiil agirliklar1 ve
protein altbirimlerin bilesimi hakkinda bilgi veren bir yontemdir [83]. Liyofilize
edilmis HEW protein karisimima uygulanan SDS-Page analizine gore (Sekil 4.1),
literatiirdeki calismalarla tutarli olarak HEW igerisinde bulunan, ovalbiimin,
ovotransferrin, ovomukoid, avidin ve lizozim ana proteinlerine karsilik gelen 5 bant

gozlemlenmistir [76, 84].
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15|

» Lizozim

Sekil 4.1: SDS-Page analizinde goriinen 5 temel HEW proteini banda.
4.2 Morfolojik Analiz
Doku iskelesi tasariminda damarlagsmanin saglanmasi, hiicreler i¢in oksijen ve besin

taginmasi, atiklarin uzaklagtirilmasi acgisindan goézenek yapisi, gézenek boyutu ve
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gozeneklerin  baglantili olmasit gibi o6zelliklerin yaninda, hiicrelerin tutunup
yayilabilmesi acisindan fiber yapilari ve gaplart da 6nem tagimaktadir. PCL yapisina
HEW proteininin eklenmesinin, nanofiberlerin ve dolayisiyla tim membranin
morfolojisine olan etkisini belirlemek amaci1 ile Ornekler taramali elektron
mikroskobu ile incelenmistir. Optimize edilmis sartlarda yapilan elektro egirme
islemi sonucunda elde edilen fiberlerin SEM mikrografikleri Sekil 4.2°de verilmistir.
Elektroegirme prosesi sirasinda siklikla karsilagilan sorunlardan biri olan boncuk
olusumunun olmamasi ve fiber yiizeylerinin piiriizsiiz olmasi, segilen proses
kosullarinin uygunlugunu gostermistir. Elektro egirilmis PCL ve PCL/HEW fiber
capi araliklar1 her farkli 6rnek i¢in en az 10 fiber ¢ap1 6l¢iilerek belirlenmistir. Buna
gore, PCL ve PCL/HEW fiber c¢aplarmin sirasiyla 0.90-1.60 um ve 50-254 nm
araliginda oldugu belirlenmistir. Her ne kadar ¢ozelti konsantrasyonlar birbirine esit
tutulsa da, HEW’1n yapisinda en fazla bulunan ovalbumin basta olmak iizere diger
proteinlerin ¢ogunlugunun molekiil agirhginin PCL’ye gore diisiik olmasi ¢ozelti
viskozitesinin diismesine sebep olmustur. Cozelti vizkositesinin nanofiber capi ile

dogru orantili olarak azaldig1 gozoniine alindiginda bu beklenilen bir sonugtur[37].

HEW proteinlerinin, fiber ylizeyleri lizerindeki homojen dagilimini belirlemek i¢in
HEW ana proteini olan ovalbumin, kars1 antikor kullanilarak immiinohistokimyasal
olarak analiz edilmistir. Konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM) goriintiileri,
ovalbumin proteininin nanofiberler boyunca uzamsal dagilimmi gostermektedir
(Sekil 4.3). Elektroegrilmis doku iskelelerinin hiicre proliferasyonu i¢in énemli olan
nanofiber yiizeylerinin baslangictaki karakterisitik yapisinda fiziksel bir degisiklige
sebep olmadan, proteinin saglayacagi kimyasal destegin eklenmesi kullanilan
“polimer/protein karisimindan elektroegirme” stratejisinin dnemli bir sonucudur[29].
Bu bakimdan; malzemenin bir 6zelligini arttirirken baska o6zelliklerinde olumsuz
yonde degisiklik yapabilen yiizey modifikasyonu ya da kaplanmasi gibi tekniklere

gore iistiinliik gosterdigi sdylenebilir.

32



“410000x

Sekil 4.2: PCL/HEW ve PCL nanofiber membranlarin SEM gériintiileri (Olgek
¢izgisi: — 20pum, = 10um, = Sum).
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Sekil 4.3:a.PCL, b.PCL/HEW nanofiber membranin SEM goriintiisii, ¢c.PCL/HEW
nanofiber membranin immiinohistokimyasal boyamast CLSM gériintisii
(Olgek ¢izgisi: 20 um. I¢ mikrograflardaki 6lgek ¢izgisi: 5 um).

4.3 FTIR-ATR Analizi

Doku iskelesinin yiizeyi, hiicre tepkisi agisindan birincil éneme sahip oldugundan,
hiicre zar1 reseptorlerini baglamak i¢in uygun kimyasal ve topografik ozelliklere
sahip olmas1 Onemlidir. Nanofiber yiizeylerin kimyasal yapist hakkinda bilgi

edinmek amaciyla yapilan FTIR-ATR analizi sonucu Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4: PCL/HEW, PCL ve HEW proteininin FTIR spektrumu.

PCL nanofiber membranlarin FTIR spektrumunda PCL’ye ait karakteristik bantlar
olan karbonil gerilme (1729 cm™!), CH» gerilme (2867-2944 cm™ '), kristalin (1293
cm ) ve amorf (1168 cm™') fazlarm C-C ve C-O gerilmeleri  bantlar
gozlemlenmistir[85]. PCL/HEW orneklerinde ise karakteristik PCL bantlarinin yan

sira proteinlerle iliskili olarak 1648cm™ dalga sayisinda amid I, 1535cm™ dalga
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sayisinda amid II bantlar1 gorilmiistiir [86, 87]. -NH2 gruplari, biyomateryal
yiizeyine hiicre tutunmasinda 6nemli rol oynayan fibrinojeni baglamak icin c¢ok
onemlidir. Ayn1 zamanda biyomateryal yiizeyindeki amin gruplari, hiicre
tutunmasinda fokal adezyon fonksiyonuna ve sinyallesmeye yardimci olmaktadir

[88].

4.4 Termogravimetrik-Diferansiyel Termal Analiz

PCL/HEW doku iskelesinin, PCL doku iskelesinin ve yalnizca HEW proteininin
termal Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan TGA analizinden elde edilen

termogram Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.5: TGA analizi grafigi.

Sadece PCL’den {iretilen membranlarin TGA egrilerinde, 350-439°C sicaklik
aralifinda tek asamal1 bir termal dekompozisyon goriilmiistiir ve bu durum literatiir
ile uyusmaktadir [89, 90]. Baslangicta suyun buharlasmasindan kaynaklanan bir
agirlik kaybimin gozlenmemesi PCL’nin hidrofobik karakterinin gdstergesidir. Tek
bagina yumurta beyazinin TGA profili analiz edildiginde, dekompozisyonun 230-
328°C gibi ¢ok daha genis bir sicaklik araliginda gerceklestigi ve analiz sonunda
ornegin sadece %74.5’inin bozundugu goriilmiistiir. Ayrica, baslangicta suyun
buharlasmasindan kaynaklanan %9.6’lik bir agirik kaybi s6zkonusudur. PCL/HEW
nanofiber membranlarin  TGA  termogramlarinda ise her iki bilesenin
dekomposizyonu ayirt etmek miimkiindiir. Bilesenlerin birbiri ile etkilesiminden

dolay1 baglangigtaki su kaynakli kayip %5.3’e diigmiistiir. PCL’nin tek basina hemen
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hemen tamaminin (%97.6) dekompoze oldugu disiintldiigiinde, PCL/HEW
orneklerinde kalan atigin HEW oldugu sonucuna varilabilir. Buna goére yapilan
hesaplar sonucunda, kompozit nanofiberlerdeki HEW protein oraninin %36 civarinda

oldugu saptanmaistir.

4.5 Su Temas Acsi Ol¢iimii

Literatiirde yapilan c¢alismalar sonucu, insan adipoz kaynakli kok hiicrelerinin;
hidrofobik ve piiriizsiiz yiizeyler yerine hidrofilitesi yliksek ve piirtizlii yilizeyleri
tercih ettigi ve biiyiilk oranda gerilerek uzayan bir morfoloji sergiledikleri rapor
edilmistir [91]. Bunun sebebinin, hiicrelerin ylizeye baglanmasinda daha aktif 6zellik
gosteren fibronektinin ikincil diizenlenmesi oldugu diisliniilmektedir. Biitiin bu
bilgiler 15181nda, iiretilen nanofiber membranlarin hidrofilitesi yani 1slatilabilirligi su
temas acist Ol¢limii yontemi kullanilarak belirlenmistir. Sekil 4.6’da verildigi gibi
sadece PCL’den tretilen nanofiber membranlarin temas agis1 90° olarak 6l¢iilmiis ve
bu deger deney siiresince sabit kalmistir. Diger taraftan, PCL/HEW membranlar ¢ok
yiiksek hidrofilikte bir karakter sergileyerek baslangigta 70° olarak Olgiilen temas
acisinin deney siiresince hizla diiserek su damlaciginin membran tarafindan

absorblandigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.6: PCL ve PCL/HEW membranlarin test siiresince
su temas agis1 degisimlerinin gdsterimi.
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4.6 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

4.6.1 SEM analizi

Hiicre kiiltiiriintin 2., 7. ve 14. giinlerindeki PCL/HEW ve PCL o6rnekleri iizerine
tutunan adipoz kaynakli kok hiicrelerinin morfolojisi SEM ile gozlemlenerek
karsilastirilmistir. Sekil 4.7°de de verildigi iizere, PCL/HEW membranlar {izerine
ekilen hiicrelerin kiiltiir sliresi boyunca daha uniform bir yayilma ve dagilim
gosterdigi goriilmektedir. Kiiltlirtin 2. glinlinde, tutunan hiicrelerin kapladigi alan
bakimindan iki grupta da Onemli bir fark goriilmese de PCL membranlarin
iizerindeki hiicrelerin genis bir iskeletsel yayilim sergiledigi gézlemlenmistir. Buna
karsilik, kiiltiir zamamn ilerledikce hiicrelerin iki ylizey tizerindeki yayilimi arasinda
belirgin bir farklilik oldugu ve PCL/HEW yiizeyi {lizerinde yayilimin ¢ok daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle 14.giinde, PCL fiberler arasinda gerilerek yayilan

hiicre sayisinin ¢ok az oldugu géze ¢carpmaktadir.

PCL PCL/HEW PCL PCL/HEW
. NG 22T o - oAD" K 2 P

2. Giin

7. Giin

14. Giin

Sekil 4.7: PCL ve PCL/HEW orneklerinde kiiltiire edilmis ASC’lerin SEM
mikrograflart (- 50 pm, = 20 pm).

4.6.2 Calcein-AM boyamasi

Calcein-AM boyamasi ile elde edilen sonucglar da SEM analizini destekler
niteliktedir (Sekil 4.8). Orneklere uygulanan canl/6lii boyamasindan elde edilen
goriintiilerde yesil renkte gorlinenler Calcein-AM’nin canli hiicre zarindan gegerek
gecirdigi enzimatik donilisiim sonucunda yesil floresan iiretmesi sonucu goriintiilenen

hiicrelerdir. Kirmiz1 renkte goriinenler ise canli hiicre zarindan gecemeyen ancak 6l
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hiicre zarindan hiicre i¢ine girip niikleik asit ile baglanmasi sonucu floresan 1s1ma
yapan EthD-1 ile boyanan 6lii hiicrelerdir. Hiicrelerin baslangigta PCL membranlar
tizerinde daha fazla yayildigi, ancak zamanla PCL/HEW iizerine ekilen hiicrelerin
yayllma hizi ve uzayarak biitiin yiizeyi kaplama bakimindan PCL {izerindeki
hiicrelerden ¢ok daha iistiin oldugu goriilmiistiir. Ozellikle kiiltiiriin 14. giiniinde PCL
tizerindeki hiicrelerin canliligmmi koruyamadigi bulunmustur. Bu durum, HEW
proteineri kullanarak fiber yiizeylerinde yapilan degisikliklerin hiicre canliligini ve

hiicresel davranislar1 olumlu etkiledigini gostermektedir.

2.Gitin T.Cilin [4.Giin

PCLHEW

PCl

Sekil 4.8:PCL ve PCL/HEW nanofibroz matrisler lizerine ekilen
ASC’lerin Calcein-AM ile canlilik ve morfoloji analizi.

4.6.3 Alamar Blue ile Hiicre Yasayabilirligi Analizi

Yukarida verilen sonuglar1 desteklemek amaci ile hiicrelerin yasayabilirligi Alamar
Blue® kiti kullanilarak kantitatif olarak analiz edimistir. Ilk 7 giiniinde PCL ve
PCL/HEW iizerinde kiiltiir edilen hiicre sayilarinda istatistiksel olarak bir farklilik
bulunmasa da kiiltiirtin 14. giinlinde PCL/HEW o6rnekleri lizerindeki yasayan hiicre
sayisinin istatistiksel olarak daha fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9).
Literatiirde PCL ile yapilan benzer calismalarda da ispatlandigi {izere, hiicrelerin
7.giinden sonra canliliklarimi yitirmesi PCL’nin yilizey o6zelliklerinin tek basina
hiicresel canliligi desteklemediginin bir gostergesidir [92-94]. Her ne kadar PCL

nanofiberlerin fiziksel ag¢idan dogal ECM’i taklit edebilmesi miimkiin olsa da
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yiizeylerinde amin, karboksil, hidroksil veya siilfat gibi fonksiyonel gruplarin
olmayis1 hiicrelerin yapismasi ve canliliklarini korumasi agisindan Onemi bir
eksikliktir. Bu bakimidan, ana malzemeye karistirma yolu ile eklenen HEW
proteinleri ile plazma proteinleri yoluylla integrinleri baglayabilen -NH: gibi
fonksiyonel gruplarin ve hiicre baglama 6zelligi gosteren aminoasit sekanslarinin
yaptya eklenmesi kolaylikla saglanabilmektedir [95, 96]. Ovalbumin ve
ovomukoidin farklilasmamis C2C12 miyoblastlarin proliferasyonu ve farklilagmig
C2C12 hiicrelerinin de biiyiimesi iizerinde olumlu etikleri oldugu literatiirde yer
almaktadir [97]. Bununla birlikte, sigir serum albumini ile ¢ok benzer amino asit
igcerigine sahip olan ovalbuminin adipojenesis ve anjiojenesisi destekledigine dair
caligmalar da mevcuttur [98]. Yine, ovalbumin preosteoblastarin proliferasyonunu ve
farklilagmasimi arttirdigindan dolayr kemik doku miihendisliginde doku iskelesi
malzemesi olarak Onerilmistir [99]. Bu tez kapsaminda sunulan ¢alismalar ile de
adipoz kaynakli kok hiicrelerin proliferasyonu ve biiylimesinin yumurta akinda
bulununan bu proteinlerin sinerjik bir kombinasyonu sonucu desteklendigi

gosterilmistir.

15000+

10000+ T
T
] :
0- : : :

1.glin 7.gln 14.giin

@8 PCL/HEW
PCL

Hiicre sayisi

(%]

o

o

o
1

Sekil 4.9: PCL ve PCL/HEW nanofiber membranlarina ekilen ASC'lerin
proliferasyonu.(** p <0.05).

4.6.4 Aktin filamentleri ve cekirdek boyamasi

Hiicrelere uygulanan phalloidin ve draq5 boyamasi ile hiicresel iskeletin morfolojisi

gorlntiilenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Phalloidin ve draq5 boyasi ile F-aktin(kirmizi) ve
cekirdek(mavi) boyamasi.

Canli/6lii boyama sonuglar1 ile benzer olarak PCL/HEW 0Grnekleri tlizerinde ekili
hiicrelerin phalloidin boyamasinda, aktin filamentlerinin yayilarak tipik eksenel
morfoloji sergiledikleri goriilmektedir. Yalnizca PCL igeren Ornek iizerinde ise
kiigtik bir grup hiicre hari¢ ekilen hiicrelerin saglikli bir bliylime gosteremedikleri
teyit edilmistir (Sekil 4.10). Bilindigi tlizere aktin filamentlerinin organizasyonu,
integrin reseptorleri ile matriks proteinleri arasindaki etkilesim tarafindan
belirlenmektedir [100]. Burada elde edilen sonuglar da PCL/HEW iizerindeki
fonksiyonel gruplarin bu proteinlerin adsorpsiyonunu destekleyerek hiicre iskeletinin

organizasyonunu etkiledigini gostermistir.
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5 SONUC ve ONERILER

Doku miihendisliginde verimlilik, biyolojik ve fiziksel performanslar agisindan iistiin
Ozelliklere sahip bir iskele gerektirir. Bu sebeple doku iskelelerinde istenen
ozellikleri elde etmek i¢in cesitli iiretim teknolojileri ve miihendislik yontemleri
beraber kullanilmaktadir. Sentetik polimerlerden olusturulan doku iskeleleri iyi
yapisal ve mekanik Ozellikleri gosterebilirler ancak hiicre tutunmasi ve doku
olusumu i¢in uygun olmayabilir. Bunun aksine dogal polimerler ¢ok iyi biyolojik
ozellikler saglayabilir. Ancak dogal polimerler de fizyolojik ortamlarda iyi mekanik
dayanim ve kararlhilik gosteremezler. Bu sebeple, sentetik ve dogal bilesenlerden

olusan kompozit doku iskelelerinin kullanimi1 giderek yayginlagsmaktadir.

Sunulan tez ¢aligmasinda da sentetik ve biyobozunur bir polimer olan PCL ile dogal
bilesen olarak liyofilize HEW proteininden elektroegirme ile kompozit nanofiber
doku iskelesi olusturulmustur. Biyoaktif dogal bilesen olan HEW proteininin
nanofiber yapinin yilizey 6zelliklerini ne sekilde degistirdgi incelenmis ve ASC’ler ile

hiicresel tepkisi test edilmistir.

» Elektro egirme yontemi ile elde edilen PCL/HEW nanofiber yapidaki doku
iskelelerinin ~ SEM  goriintiileri  degerlendirildiginde  istenilen  fiber
morfolojisine ulasildig1 sdylenebilmektedir. Yalnizca PCL’den olusturulmusg
membranlarin fiber ¢aplariyla karsilastirildiginda HEW iceren membranlarin

fiber ¢caplarinin daha kii¢iik oldugu goriilmiistiir bu da istenen bir 6zelliktir.

» HEW proteininin PCL nanofiber membran {izerinde dagilimmi gorebilmek
icin yapilan immunohistokimyasal boyama isleminin sonucunda HEW
proteininin nano fiberler iizerinde homojen bir sekilde dagildig1 yani doku

iskelesinin yiizeyinin her noktasinda protein varlig1 gosterilmistir.

» Uretilen PCL/HEW doku iskelelerinin kimyasal yapilarmmn analizi FTIR
spektroskopisi ile yapilmis, kompozit doku iskelelerinde protein varligim

gosteren —NH> piklerine rastlanmistir.
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» Doku iskelelerinin termal bozunma davranislarinin belirlenmesi igin yapilan
termogravimetrik analiz (TGA) sonucunda yalnizca PCL i¢eren membranin
hidrofobik 6zelliginden dolay1 goriilmeyen baslangic su kaybi, bilesenlerin
birbiri ile etkilesiminden dolayr PCL/HEW membranda %75.3 civarinda
goriilmiistiir. Kompozit nanofiberlerdeki HEW protein oraninin %36

civarinda oldugu saptanmaistir.

» PCL’nin hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasinda olumsuz etkiye neden olan diigiik
hidrofilisitesinin HEW proteini kullanilarak arttirildigi, su temas acist dl¢lim

islemi sonucunda kanitlanmustir.

» ASC’ler ile yapilan hiicre kiiltiir ¢alismalar1 sonucunda, PCL/HEW doku
iskelelerinin hiicre tutunmasini ve ¢ogalmasini destekledigi Alamar Blue®
kiti kullanilarak kantitatif olarak analiz edimistir. Bunun disinda yapilan SEM
analizi ve Calcein-AM boyamasi sonucunda PCL/HEW membranlarda 14
giin boyunca hiicre canliliginin arttig1r gériilmiis ve HEW proteinlerinin fiber
yiizeylerinde olusturdugu degisikliklerin hiicre canliligin1 ve hiicresel

davraniglari olumlu etkiledigi hipotezi desteklenmistir.

» Aktin filamentleri ve ¢ekirdek boyamasi sonuglarina bakildiginda PCL/HEW
ornekleri iizerinde ekili hiicrelerin, aktin filamentlerinin yayilarak tipik
eksenel morfoloji sergiledikleri goriilmektedir. Yalnizca PCL igeren 6rnek
iizerinde ise kii¢lik bir grup hiicre hari¢ ekilen hiicrelerin saglikli bir biliylime
gosteremedikleri teyit edilmistir. Bu da HEW proteinlerinin hiicre morfolojisi

tizerinde de olumlu etkisi oldugunu gostermektedir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gére PCL/HEW nanofiber doku iskelelerinin
yiizey Ozellikleri agisindan yeterli 6zelliklere sahip oldugu ve mevcut biyobozunur
sentetik polimerlere alternatif olarak doku miihendisliginde kullanilmak {izere iyi bir

potansiyel olusturdugu sonucuna varilmistir.
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