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OZET

Tez calismasinin amaci, kemik doku miihendisligine yonelik, (-OH) veya (-COOH) ile
fonksiyonellestirilmis ¢ok katmanli karbon nanotiip (CKNT) iceren poli(laktik asit)
(PLA)/polivinilpirolidon (PVP) kompozit fibroz iskelelerin elektro-egirme teknigiyle
gelistirilmesi, karakterizasyonu Ve in vitro etkinliginin degerlendirilmesidir. Oncelikle poli
(laktik asit) (PLA)/Polivinilpirolidon (PVP) polimerlerinden kiitlece %10 (w/v) PLA ile %2
(W/v) PVP polimerlerini igeren ¢ozelti, hacimce 70:30 (v/v) oraninda tetrahidrofuran (THF):
dimetilformamid (DMF) ¢oziicii karisiminda hazirlanarak kontrol grubunu olusturan iskele
tiretilmistir. Daha sonra bu polimer karisimina CKNTcoon veya CKNTown %0,25, %0,5 ve
%1,0 (toplam polimer kiitlesince w/w) oranlarmda eklenerek kompozit fibroz iskelelerin
tretimi gergeklestirilmistir. Gelistirilen fibroz iskelelerin morfolojik, fizikokimyasal ve
mekanik o6zellikleri, taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu
(AFM), Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), X-1s1n1 kirinimi (XRD), yiizey
temas acisi, hidrolitik bozunma ve ¢ekme dayanimi analizleri ile belirlenmistir. Ayrica,
preosteoblastik MC3T3-E1 hiicreleriyle yapilan in vitro hiicre proliferasyonu ¢alismasiyla
doku iskelesi olarak kullanilabilirligi aragtirllmigtir. SEM ve AFM sonuglarina gore tiim
iskeleler boncuksuz ve diizgiin morfolojide iiretilmistir. FTIR spektrumlari tim iskele
bilesenlerinin karakteristik 6zelliklerini korudugunu; XRD kirnim desenleri ise PLA’nin
belirgin 6zellik gosterdigini ve tiim iskelelerin amorf yapida oldugunu gostermistir. Hem
CKNTcoon hem de CKNTon igeren iskelelerin hidrofilisiteleri ve ¢ekme dayanimlari
derisimleriyle dogru orantili olarak artmistir. Hidrolitik bozunma sonucu, 63 giiniin
sonunda %74,4 ile en yiiksek kiitle kayb1 %1,0 CKNTcooH igeren iskelede goriilmistiir. 1,
4 ve 7 giinlik MTT analizi sonucunda, tiim iskelelerin MC3T3-E1 hiicreleri tizerinde toksik
bir etki gostermedigi ve CKNTcooH igeren iskelelerin saf PLA/PVP ve CKNTon igeren
iskelelere gore daha yiiksek hiicre proliferasyonuna izin verdigi sonucuna ulasilmistir.
Sonug olarak, CKNTcoon’iin doku mithendisligi uygulamalari i¢in en ideal aday oldugu
bulunmustur.
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ABSTRACT

The aim of this thesis is to develop, characterize and evaluate the in vitro efficacy of
PLA/PVP composite fibrous scaffolds containing (-OH) or (-COOH) functionalized CNT
for bone tissue engineering. Firstly, the solution containing 10% (w/v) PLA and 2% (w/v)
PVP polymers was prepared in a solvent mixture of tetrahydrofuran (THF):
dimethylformamide (DMF) at a ratio of 70:30 (v/v) as a control group. Then, to this polymer
mixture, CNT-COOH or CNT-OH was added in the ratio of 0.25%, 0.5% and 1.0% (w/w of
the total polymer mass) to produce composite fibrous scaffolds. Morphological,
physicochemical and mechanical properties of fibrous scaffolds were determined by
scanning electron microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM), Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), surface contact angle, hydrolytic
degradation, and tensile strength analyses. According to SEM and AFM results, all scaffolds
were produced with bead-free and uniform morphology. FTIR spectra show that all scaffold
components retain their characteristics; XRD diffraction patterns showed that PLA showed
prominent features and all scaffolds were amorphous. The hydrophilicity and tensile
strengths of scaffolds containing both CNT-COOH and CNT-OH increased in direct
proportion to their concentration. As a result of hydrolytic degradation, the highest mass loss
was observed at 74.4% at the end of 63 days on the scaffold containing 1.0% CNT-COOH.
MTT analysis of 1, 4 and 7 days showed that all scaffolds had no toxic effect on MC3T3-E1
cells and scaffolds containing CNT-COOH allowed higher cell proliferation than scaffolds
containing pure PLA/PVP and CNT-OH. In conclusion, CNT-COOH is the most suitable
candidate for tissue engineering applications.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

ng Mikrogram

pm Mikrometre

dak Dakika

mg Miligram

mL Mililitre

nm Nanometre

sa Saat

°C Santigrat derece

atm Atmosfer

Kisaltmalar Aciklamalar

AFM Atomik kuvvet mikroskobu

CKNT Cok katmanli karbon nanotiip

CKNTcooH Karboksil fonksiyonelli ¢ok katmanli karbon nanotiip
CKNTon Hidroksil fonksiyonelli ¢cok katmanli karbon nanotiip
DMEM Dulbecco’s Modify Eagle Medium

DMF N,N-Dimetilformamid

FBS Fetal Bovine Serum

FDA Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu

FTIR Fourier dontistimlii kiziltesi spektroskopisi
GA Glikolit

KNT Karbon nanotiip

LA Laktit

MC3T3-E1 Fare Osteoblastik Hiicre Hatt1

MTT 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium

bromid



Kisaltmalar

MPa
PBS
PCL
PEO
PLA
PLGA
PGA
PVP
Ra
SEM
uv

Xiv

Aciklamalar

Megapaskal

Fosfat tampon ¢ozeltisi
Polikaprolakton

Polietilen oksit

Poli (laktik asit)
Poli-laktik-ko-glikolik asit
Poliglikolik asit
Polivinilpirolidon

Ortalama yiizey purtizliligi
Taramal1 elektron mikroskobu
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1. GIRIS

Doku miihendisligi, hasarli doku onarimi hedefiyle dokuya fonksiyonelligini yeniden
kazandirmak i¢in miihendislik, kimya ve biyoloji prensiplerini birlestiren disiplinler arasi bir
alandir. Doku miihendisliginin temel bilesenleri, onarimin gergeklesmesi beklenen dokuya
Ozgii hiicreler, hiicrelerin tizerinde biiyiiyecegi yapay bir hiicre dis1 matris olan doku iskelesi,
hiicrelerin dogal ortamlarindaki mekanik kuvveti taklit eden biyo-reaktorler ve biyo-sinyal
molekiilleridir. Bu bilesenlerin en Onemlisi doku iskelesidir. Doku iskelesinin doku
biitiinlesmesine izin verebilmesi i¢in birbiriyle baglantili gozenek yapisina, implantasyon
amaglanan bolgeye uygun mekanik ozelliklere, istenen hiicrelerin adezyonu, gogalmasi,
biliylimesi ve farklilasmasi i¢in uygun yiizey kimyasina, doku olusumu ile es zamanh
bozunabilme ve kolay iretilebilme gibi 6zelliklere sahip olmasi beklenmektedir. Bu
gereksinimler diistiniildiigiinde elektro-egirme yontemiyle elde edilen nano/mikro-fiberler
yiiksek yiizey alan/hacim oranina ve birbirleri ile baglantili, uygun bir gozenek yapisina
sahiptir. Ayrica bu o6zellikler kullanilan malzemenin ylizey kimyasini ve fonksiyonelligini
olumlu yonde degistirerek, hiicre adezyonu, canlihigi ve farklilasmasi agisindan fiberleri

doku miihendisligi uygulamalari i¢in ayricalikli hale getirmektedir.

Doku iskelesi materyali olarak dogal ve sentetik polimerler, seramikler, metaller ve bu
materyallerin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Bunlar arasinda poli (laktik asit) (PLA)
biyouyumlulugu ve biyobozunma ozellikleriyle doku iskelesi materyali olarak in- vitro ve
in- vivo calismalarda siklikla tercih edilmektedir. Fakat kemik doku miihendisligi
uygulamalar i¢in diger dogal ve sentetik polimerler gibi PLA nin da islem gordiikten sonra
(nihai iirline doniistim) mekanik o6zelligi yeterli olmamaktadir. Son zamanlarda kemik
gelisiminin ve biliylimesinin desteklenmesinde karbon nanotiiplerin (KNT) ©6nemini
vurgulayan yayinlar dikkat ¢ekmektedir. Nanoteknolojideki son gelismelerle birlikte
KNT'lerin, hiicre kiiltiirii, ilag salim sistemleri ve tibbi implant materyalleri i¢in substratlar
olarak kullanildig1 bilinmektedir. KNT lerin hiicre ¢cogalmasini destekleyen inert matris gibi
davrandigi, diger dogal ya da sentetik malzemelerle birlikte biyokompozit olarak etkilerinin
kemik doku miihendisligi uygulamalarinda daha da etkili oldugu gosterilmistir. Gegtigimiz
birka¢ yilda yapilan ¢alismalar ise polietilen oksit (PEO), polivivilpirolidon (PVP) gibi
hidrofilik, biyouyumlu ve/veya biyo-inert polimerlerle ve/veya fonksiyonellestirilmis KNT
kullanilarak elde edilen biyokompozit doku iskelelerinin kemigin ekstraseliilar matrisine gok

benzer yapida oldugunu ve hiicre adezyonunun daha fazla oldugunu gostermektedir.



Bununla birlikte, KNT'lerin sahip oldugu fonksiyonel gruplarin adezyon, canlilik ve
farklilagma gibi hiicresel stirecler iizerindeki etkisinin detayli olarak incelenmedigi

goriilmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda, tez c¢alismasi kapsaminda hidroksil (-OH) veya karboksil (-
COOH) ile fonksiyonellestirilmis ¢ok katmanli karbon nanotiip (CKNT) katkili
biyokompozit fiberlerin iiretilmesi ve kemik doku iskelesi olarak kullanilabilirliginin
arastirtlmasi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda biyobozunur ve biyouyumlu PLA/PVP
polimer karisimi1 matris malzemesi olarak secilmistir. Iskelenin yeterli doku olusumuna
olanak verecek kadar mekanik biitliinligiinii koruyabilmesi ve kemik hiicrelerinin
adezyonunun ve c¢ogalmasmin artist i¢in PLA/PVP matris igerisine farkli derisimlerde
(toplam polimer kiitlesince %0,25, %0,5 ve %1,0) CKNTon veya CKNTcoon eklenmistir.

Belirlenen bu amaca ulasmak i¢in yapilan ¢alismalarin basamaklar1 sdyledir;

e Elektro-egirme yontemi ile PLA/PVP-CKNT kompozit fibroz doku iskelelerinin
iretilmesi,

e Uretilen doku iskelelerinin morfolojik, fizikokimyasal ve mekanik &zelliklerinin
belirlenmesi,

e Kemik onciil hiicreleri olan preosteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri kullanilarak in vitro

sitotoksisite analiziyle hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesidir.

Elde edilen wveriler dahilinde doku iskelelerinin yapi-6zellik-hiicre agisindan
iliskilendirilerek, fonksiyonel gruplarin kompozit fibroz doku iskelesi ve MC3T3-E1

hiicreleri iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, Langer ve Vacanti tarafindan tanimlandig1 gibi, “doku islevini eski
haline getiren, koruyan veya gelistiren biyolojik olarak benzerlerinin gelistirilmesine
yonelik miithendislik ve yasam bilimleri ilkelerini uygulayan disiplinler aras1 bir alandir’’
(Langer ve Vacanti, 1993). Tamimlamadan da anlasilacag: iizere doku miihendisligi temel
olarak doku ve organlarin hasar gérmesinden ve/veya yetersizliginden kaynaklanan saglik
problemlerini ele almaktadir. Doku miihendisligi i¢in farkli disiplinlerin ortak stratejisi,
hiicre Omriinii destekleyen iskele yapilarinin iiretimi etrafinda toplanmistir. Biyolojik
dokularin karmasik fonksiyonlarim1 ve olaganiistii 6zelliklerini dogrudan degistirmeye
caligmanin aksine, bu iskeleler, doku fonksiyonunu geri kazandiran hiicre popiilasyonlarinin
saglikli biiylimesini kolaylagtirmak i¢in tasarlanmaktadir. Doku miihendisligi, onarilan
dokudan saglikli hiicreler kullanarak dogal dokunun yenileyici yeteneklerini kullanir
(O’Brien, 2011). Bu hiicreler, yapay (Sakai, Yamada, Yamaguchi ve Kawakami, 2006; Teo,
He ve Ramakrishna, 2006; J. Zhang ve digerleri, 2006) veya dogal malzemelerden (Li,
Vepari, Jin, Kim ve Kaplan, 2006; Matthews, Wnek, Simpson ve Bowlin, 2002) veya her
ikisinden (Basu ve digerleri, 2017; Borjigin ve digerleri, 2013; Fadaie, Mirzaei,
Geramizadeh ve Asvar, 2018) olusan 6zel olarak tasarlanmis iskelelere ekilir. Doku daha
sonra in vitro olarak kiiltiirlenir ve yeterli doku gelisimi saglandiktan sonra hastaya implante

edilir. Sekil 2.1°de doku mithendisligi prensibi sematik olarak verilmistir.



Sekil 2. 1. Doku miihendisligi prensibinin sematik gosterimi (George, 2004)

Doku miihendisligi prensibinin islem basamaklar1 soyledir (Bkz. Sekil 2.1.):

e Hedef dokudan bir 6rnek hastadan ekstrakte edilir (1),

e Bir biyoreaktor icinde ¢ogaltilir ve fenotip igin taranir (2),

e Hiicreler daha sonra ¢ogalmayi arttirmak i¢in biiylime faktorleriyle birlikte gdzenekli
bir iskele tizerinde kiiltiirlenir (3).

e Hiicre kiiltiirii yapilan iskele hiicre sayisi1 arttirmak igin biyoreaktorlere yerlestirilir (4),

e Son adimda, yeniden biiyiiyen doku tibbi olarak hastaya geri yerlestirilir (5).

Bununla birlikte, doku iskelelerinin tasariminda dikkat edilmesi gereken ¢ok sayida faktor
bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi, iskelenin biyouyumlu olmasi gerekliligidir. Genel
olarak bu, iskelenin konakg1 tarafindan reddedilmemesini veya mevcut hiicrelerde ve ¢evre
dokularda toksisiteyi indiiklememesini gerektirir. Buna gore, iskele, hiicrelerin iskele yiizeyi
ile dogrudan etkilesime girmesine izin vermeli ve hem hiicre tutunmasini hem de hiicre

gociinii desteklemelidir (Ma ve Zhang, 1999; Polo-Corrales, Latorre-Esteves ve Ramirez-



Vick, 2014). Bazi doku iskeleleri, hiicre tutunmasinin ardindan hiicre olgunlagsmasini,
biyokimyasal salgilar1 ve ¢ogalan kok hiicrelerin birgok farkli doku tipinden birine
farklilasmasini indiikleyen biyolojik davranislari daha da ileriye yonlendiren 6zellikler ile
tasarlanmistir. Iskeleler ayrica, in vivo olarak mevcut dinamik, mekanik ve reolojik
kuvvetleri desteklerken, besinlerin, atiklarin ve diger gerekli proteinlerin hiicrelere
taginmasina izin vermelidir (X. Liu ve Ma, 2004). Son olarak, iskeleler hedeflenen dokuya
benzer bir mimariye sahip olmalidir. Bu zorlu dlgiitler, ilgilenilen dokunun hiicre disi
matrisinin 6zelliklerini yansitmasi i¢in doku iskeleleri iizerine yapilacak arastirmalarin

gerekliligini yansitmaktadir.

2.2. Kemik Doku Miihendisligi

Travma, enfeksiyon, timor rezeksiyonu ve iskelet anormalliklerinin yani sira avaskiiler
nekroz, atrofik birliktelik ve rejeneratif siirecin tehlikeye girdigi osteoporoz gibi durumlarin
neden oldugu kemik hasarlariyla ilgili birgok klinik durum vardir. Diinya ¢apinda, yilda
yaklasik 2,2 milyon kemik grefti islemi yapilmaktadir. Her ne kadar otogreftler histo-
uyumlu olmalari, immiinojenik olmamalari ve kemik biiylimesini indiikleyebilmeleri
nedeniyle “altin standart” olarak degerlendirilmis olsa da, donor bolgesi morbiditesi ve
sinirli tedarik gibi dnemli kisitlamalari vardir. Ote yandan, canli donédrlerden veya
kadavralardan elde edilebilecek allogreftler, otogreftler ile miktar probleminin iistesinden
gelinebilir, ancak bu pahali bir ¢6ziim olmakla birlikte donérden aliciya hastalik tasinma
ihtimaline ek olarak alic1 hastada immiin tepkiye neden olabilir. Kemik doku miihendisligi,
geleneksel kemik hastalii tedavilerine uygun bir alternatif saglamaya ve sinirlamalarini
elimine etmeye calisan yeni bir alandir (Akter ve Ibanez, 2016; Romagnoli, D’Asta ve
Brandi, 2013). Kemik doku miihendisligi, kemik yapisi, olusumu ve mekaniginin
anlasilmasma dayanir ve biyomalzemelerin (doku iskelelerinin), hiicrelerin ve biiylime
faktorlerinin sinerjistik birlesimini kullanarak doku fonksiyonunu geri kazandiran, koruyan
veya iyilestiren yapay olarak tasarlanmis biyolojik taklitler gelistirmeyi amaglar (Amini,
Laurencin ve Nukavarapu, 2012; Langer ve Vacanti, 1993).

Iskeletin bir parcas1 olarak, kemik viicutta bircok kritik islevi yerine getirir: yapisal destege
katilir, hareket i¢in temeldir, i¢ organlarin korunmasini saglar (gégiis, kranyum, omurga),

kan hiicrelerinin tiretimi i¢in doku tabani saglar (hematopoez), immiin hiicrelerdir ve viicutta



elektrolit homeostazini korumak i¢in bir mineral rezervuari olustururlar (Harada ve Rodan,

2003; Stevens, 2008).

Yetiskin insan iskelet sistemi, ¢cok ¢esitli geometrik ve yapisal mimarilere sahip iki yliziin
tizerinde kemik i¢ermektedir (Sekil 2.2). Bunlar; iskelet bolgesine, fizyolojik fonksiyona,

deneklerin yas1 ve cinsiyeti gibi birgok faktore baglidir (Bonucci, 2010).

A =

Sekil 2.2. Insan iskeleti i¢in farkli kemik tipi 6rnekleri (Mansfield ve Neumann, 2018)

Insan iskeleti icin farkli kemik tipleri sunlardir (Bkz. Sekil 2.2.): (A) kisa kemik (carpals),
(B) uzun kemik (humerus), (C) yassi kemik (sternum), (D) diizensiz kemik (omur) ve (E)

sesamoid kemik (patella).

Kemikler iki farkli yoldan olusur: endokondral kemiklesme, aplike iskelet, yiiz kemikleri,
omurga ve lateral klavikiilleri igeren uzun kemikleri olusturur; intramembran6z ossifikasyon

kranyum ve medial klavikiilleri igeren diiz kemikleri olusturur (Meyer ve Wiesmann, 2006).



Her iki ossifikasyon tiirii, hiicrelerin birbirine bitisik konumlandirildigi bir mezenkim ilk
yogunlagmasii ve art arda kalsifiye kemik olusumunu igerir (Miclau, Schneider, Frank
Eames ve Helms, 2005). Bununla birlikte intramembran6z ossifikasyon bunu dogrudan
gerceklestirir, endokondral ossifikasyon, mineralize edilmeden ve kemik dokusuna
dontistiiriilmeden once bir avaskiiler dokunun (kikirdak) olustugu bir ara asamaya sahiptir

(Mistry ve Mikos, 2005; Uebersax ve digerleri, 2006).

Kemik dokusu, viicudun destek ve hareketindeki mekanik roliine katkida bulunan hiyerarsik
bir sekilde diizenlenir (Burr ve Akkus, 2013). Dokunun malzeme 6zellikleri farkli hiyerarsi
seviyelerine gore degisir. Bu nedenle, kemik doku materyali, kompozit malzeme degisimleri
icin uygun tasarim parametrelerinin belirlenmesi igin gesitli olgeklerde ¢alisilmalidir
(Purbrick, Ambrosio, Ventre ve Netti, 2009). Olgege bagl olarak, kemigin hiyerarsik yapisi
asagidaki gibi bes seviyeye ayrilabilir (Sekil 2.3):

1. Makroskopik: stingerimsi ve kortikal kemik (> 0.5 mm).

2. Mikroskobik: osteonlar veya Havers sistemleri ve trabekiiller (10-500 um).
3. Submikroskopik: lameller ve mineralize kollajen lifleri (1-10 um).

4. Nanoyap1: mineralize kollajen fibrilleri (yaklasik 100 nm — 1 um).

5. Altyapr: ana bilesenlerin molekiiler ve atomik yapisi (<100 nm) (Mellon ve Tanner, 2012).

Osteonlar ve Mineralize

i Fiber g Kollajen ve
Kemik Doku i kollajen . e
Havers kanah kaliplan Elisrice ﬁbrijl]er hidroksiapatit

— o 50 Hm ~5um ~500 nm Atomik boyut ‘
Flbor kaliplan Fiber ¢api Fibril capi

Sekil 2.3. Kemigin makro-yapi ve alt nano-yapi arasi hiyerarsik organizasyonu (Vieira, Vial,
Reis ve Oliveira, 2017)

2.2.1. Kemik doku hasarlari

Diger bag dokularindan farkli olarak kemik matrisi mineralize bir matristir ve dmiir boyu
dinamik olarak yeniden diizenlenir (Bilezikian ve digerleri, 2018). Bu islem kemige 6zgiidiir
ve antagonistik olarak isleyen iki tip kemik hiicresinin, kemik dokusunu tahrip eden

osteoklastlarin ve onu olusturan osteoblastlarin igbirligi ile gergeklesir (Sekil 2.4.) (Coxon,



Oades, Colston ve Kirby, 2004). Kemik olusumu sirasinda, bazi osteoblastlar mineralize

edilmis bir matrise gomiiliir ve osteositlere doniisiir (Kerschnitzki ve digerleri, 2011).

Sekil 2.4. Dogal kemik dokusunun yenilenmesi (Coxon ve digerleri, 2004)

Giiniimiizde bir¢ok insan travmadan, tiimorden veya bagka bir kemige bagl hastaliklardan
kaynaklanan kemik defektleri nedeniyle bir sekilde kemik rejenerasyonuna ihtiyag
duymakta ve bazilar yetersiz tedavi nedeniyle 6lmektedir (Lin, Sohn, Shen, Langhans ve
Tuan, 2018; Swetha ve digerleri, 2010). Travmatik kemik defektleri, farkli hiicre tipleri
tarafindan tiretilen karmasik ve koordine edilmis sinyallerle dogal bir sekilde tamir edilir.
Kemigin kendi kendine iyilesmesi yas, yetersiz beslenme, iltihaplanma, 6nceden var olan
hastaliklar, ila¢ kullanimi, anemi, sigara, vb. gibi durumlarda saglanamayabilir (Horner ve
digerleri, 2009). Ayrica, kusur bolgesinin yeri, kirigin sekli, kemik ylizeyleri arasindaki asir
bosluk ve giinliik biyomekanik kuvvetlere yetersiz maruz kalma gibi faktorler, ¢evre doku
hasarini, tercih edilen tedavinin tiiriinii ve kalicihigin etkiler (Horner ve digerleri, 2009;
Polo-Corrales ve digerleri, 2014). Kemik kusurlarini tedavi etmek igin farkli secenekler

vardir (Swetha ve digerleri, 2010). Otograflar ve allogreftler baz1 durumlarda tedavilerde



kullanilmasina ragmen, siirli sayida dondr, bulasict hastalik riski ve immiin reaksiyonlar
baslica dezavantajlar arasindadir (Swetha ve digerleri, 2010; Wei ve Ma, 2004). Bu nedenle

arastirmacilar tarafindan alternatif yaklagimlar aranmaktadir.

2.3. Doku Miihendisliginde Kullanilan Polimerler

Doku miihendisligi, polimerlerin hidrolitik ve enzimatik olarak in vitro/in vivo ortamda
pargalanmasini ve ayrica hedef kusur bolgelerdeki dokularla temas halinde biyolojik olarak
uyumlu olmalarimi gerektirir. Biyopolimerler dogal kaynakli olabilecekleri gibi
laboratuvarda sentezlenebilir. Buna gore dogal biyopolimerler veya sentetik biyopolimerler

olarak adlandirilir.

2.3.1. Dogal kaynakh polimerler

Dogal polimerler proteinler (ipek, kollajen, jelatin, fibrinojen, elastin, keratin, aktin ve
miyosin), polisakkaritler (seliiloz, amiloz, dekstran, kitin ve glikozaminoglikanlar) veya
poliniikleotitler (DNA, RNA) olarak siniflandirilabilir (Yannas, 2004). Dogal polimerlerin
canli dokularla makro molekiiler benzerlikleri genellikle biyouyumlulugu arttirir ve
immiinolojik tepkileri azaltir. Dogal biyopolimerler, bitkilerden veya canlilardan elde edilir
ve bu nedenle in vivo ortamda enzimatik bir bozunmaya ugrar. Dogal polimerlerin,
enzimatik bozunma hizini kimyasal ¢apraz baglama veya diger kimyasal modifikasyonlarla
kontrol etmek miimkiindiir. Sentetik polimerlere kiyasla, bu sinifin genellikle yiik tasima
uygulamalari i¢in yetersiz mekanik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Gautam, Dinda
ve Mishra, 2013). Ayrica karmasik yapilart nedeniyle uygun iiretim ve isleme tekniklerinin

tanimlanmas1 zordur (Nair ve Laurencin, 2007).

Kitosan (poli[B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glukoz]); biyouyumlu, biyobozunur ve toksik
olmayan 6zelliklere ve biyomedikal alanda kimyasal ve mekaniksel modifikasyonlar igin
cok genis yapisal uygunluga sahip dogal polimerler arasindadir. Kitinin kismi
deasetilasyonu sonucu elde edilen lineer bir polisakkarit olan kitosan, iki monomer birimden
olusur. Kitosan, kitinden hidrasyonla asetatin ayrilmasiyla veya kitin deasetilaz enziminin

varliginda enzimatik hidroliz ile tiretilmektedir (Vroman ve Tighzert, 2009).
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Kollajen; biyouyumlu, biyobozunur ve kemik iletken yapida bir dogal kaynakli polimerdir.
Deri ve kemiklerde en ¢ok bulunan protein ve dokudaki hiicre-dis1 matrisin temel bilesenidir.
Kollajenin dogal yapisinin lif seklinde olmasi sayesinde elektro-egirme yontemi kullanilarak
iretilen membranlar, viicuttaki hiicre-dis1 matrisi taklit edebilir (Matthews ve digerleri,
2002). Kollajenin enzimatik bozunmasi, fiziko-kimyasal, mekaniksel ve biyolojik 6zellikleri
bakimindan biyomedikal uygulamalarda ¢ok 6dnemli bir yere sahiptir. Asidik ortamlarda ¢ok
iyl ¢oziinebilir ve ayrica tlip, siinger, koplik, tabaka, nanolifli matris, toz gibi cesitli
formlarda elde edilebilir. Kollajenin bozunma hizi, enzimatik 6n islemlerle veya capraz
baglanmayla belirgin 6l¢lide degismektedir (Jacob, Ozef, Haponiuk, Thomas ve Gopi,
2018).

Jelatin, kollajenden hidroliz ile elde edilir. Kollajenin bir tiirevi olmasinin yani sira, suda ve
birgok polar ¢oziicide ¢oziniir, bu nedenle biyolojik uygulama igin ¢ekici bir
biyopolimerdir. Jelatin ayrica hemostatik 6zellik gosterir; kanla temas ettiginde pihtilasma
kademesini aktive eder ve yara iyilesmesini kolaylastirir (Vroman ve Tighzert, 2009).
Kolajen tiirevli jelatin nano lifleri genellikle kemik dokusu yenilenmesi icin iskeleler
hazirlamakta kullanilir. Sinirlamalarindan bazilar1 oda sicakliginda jellesme 6zelligi ve ¢ok
hizli bozunma oranlaridir. Bu nedenle jelatin, yapisal stabilitesini ve pargalanabilirligini
arttirmak ic¢in ¢apraz baglanir. Capraz baglama sirasinda, minimum sitotoksisiteye sahip

kimyasal bir ¢apraz baglayici segmek ¢ok dnemlidir.

2.3.2. Sentetik kaynakh polimerler

Sentetik kaynakli polimerler, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri kolaylikla kontrol edilebilen ve
laboratuvar ortaminda iretildikleri i¢in disaridan gelebilecek Kirliliklere kapali
malzemelerdir. Farkli yontemlerle kontrollii bir sekilde iiretilebilir ve islenebilirler. Ayrica

istenilen miktarlarda tedarik edilebilirler (Vroman ve Tighzert, 2009).

Diger yandan sentetik biyopolimeler, biyolojik olarak inert yapidadir. Boylece dogal
polimerlerin sahip oldugu ¢ogu dezavantaji bertaraf etmis olurlar. Enzimatik bozunabilen
polimerlere kiyasla hastadan hastaya veya bodlgeden bolgeye daha az gesitlilik
gosterdiklerinden implant olarak hidrolitik bozunmaya ugrayan polimerler tercih

edilmektedir (Sheikh ve digerleri, 2015)
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Biyobozunur sentetik polimerlerden ilag tasiyici sistemler ve doku iskeleleri igin tercih
edilen polimerler, biyobozunur alifatik poliesterlerdir. Bu bozunabilir poliesterler; laktid,
glikolid ve kaprolakton monomerlerinden tiiretilir (Nair ve Laurencin, 2007). Bunlara,
poliglikolit (PGA), polilaktik asit (PLA) ve kopolimeri polilaktik-ko-glikolit (PLGA),
polifosfazen, polianhidrit, poli(propilen fumarat), polisiyanoakrilat, polikaprolakton (PCL)
ve biyobozunur poliiiretanlar 6rnek olarak verilebilir. Polimer bozunmasi, igindeki ester

baginin hidrolitik olarak par¢alanmasi ile gergeklesmektedir.

2.4. Biyomedikal Uygulamalarda Poli (laktik asit) ve Polivinilpirolidon

Bu boliimde tez ¢alismasinda kullanilan polimerlerin (PLA ve PVP) ayrintili 6zellikleri ve

biyomedikal uygulamalardaki kullanimlar1 detaylandirilmistir.

2.3.1. Poli (laktik asit) (PLA)

PLA ilk olarak 1700'lerde isvegli bir kimyager tarafindan kesfedilmistir. PLA hidrofobik bir
alifatik poliesterdir ve misir, seker kamisi ve bugday gibi yenilenebilir ve bitkisel bir
kaynaga sahiptir. Bu 6zelliginden &tiirii biyomedikal uygulamalar ig¢in uygun ve ekonomik
bir secenektir. 1ki optik PLA formu mevcuttur: D-laktit ve L-laktit (Sekil 2.6.). Poli-L-
laktitin (PLLA) yar1 kristalin polimeri, L-laktitten elde edilir ve 45-70 MPa'lik bir gerilme
mukavemetine sahip sert ve seffaf bir polimerdir (Sheikh ve digerleri, 2015). Poli (DL-
laktid) (PDLLA) ise erime noktasi olmayan ve ¢ok diisiik gerilme mukavemeti olan amorf

bir polimerdir (Vroman ve Tighzert, 2009).

Sekil 2.5. PLA’nin kimyasal yapis1

PLA'nin bozunma hizi, kristallik derecesine baghdir. Bununla birlikte hidroliz yoluyla
bozunur. Bozunma iki asamada gergeklesir. Ilk olarak, ester gruplarinin rastgele enzimatik

olmayan zincir kesimleri molekiiler agirlikta bir azalmaya neden olur. Ikinci asamada, laktik
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asit ve diigiik molekiil agirlikli oligomerler dogal olarak karbondioksit ve su elde etmek i¢in
mikroorganizmalar tarafindan metabolize olana kadar molekiil agirligini azaltir (Oyama,
Tanaka ve Kadosaka, 2009). Laktik asidin polimerlesmesiyle olusan PLA, ¢ogunlukla uzun
siire mukavemet gerektiren uygulamalar olan bag dokusu, tendon yapilari, vaskiiler ve
tirolojik cerrahi igin kullanilan stentlerde siklikla yer almaktadir (Auras, Lim, Selke ve Tsuji,
2010).

7 7
/ /
HO HO
\* C \* C
C/ \ C/ LY

= H-C
H  CHy 3 H
L - lactic acid D - lactic acid

Sekil 2.6. L ve D-laktik asitlerin {i¢ boyutlu yapilar: (Pretula, Slomkowski ve Penczek, 2016)

2.3.2. Polivinilpirolidon (PVP)

Genellikle polividon veya povidon olarak bilinen polivinilpirolidon (PVP), monomer N
vinilpirolidondan yapilan suda ¢6ziiniir bir polimerdir. PVP suda ¢6ziiniir, toksik olmayan,
biyouyumlu polimerdir (Raimi-Abraham, Mahalingam, Edirisinghe ve Craig, 2014),
kimyasal olarak inert, sicakliga dayanikli, pH stabil, noniyonik ve renksizdir (Folttmann ve
Quadir, 1939; Halake ve digerleri, 2014). Semi-kristalin yapida olup diisiik toksiklige sahip,
hidrofilik, yiiksek viskositeli hidrojen baglar1 olusturabilen ve diger biyoaktif maddelerle
biyouyumluluga sahiptir. PVP'nin ¢6ziiniirliigii, genis uygulama alanini belirleyen en 6nemli
ozelliklerinden biridir. PVP'nin hidrofilik ve hidrofobik fonksiyonel gruplara sahip olmas1
nedeniyle, cesitli ¢oziiciilerle etkilesime girer. Suda kolayca ¢oziiniir, ayrica alkoller,
kloroform, metilen kloriir ve etilen dikloriir, nitroparafinler ve aminler gibi bazi klorlanmis
bilesikler dahil olmak tizere bir¢ok organik ¢6ziicii i¢inde ¢Oziiniir (Teodorescu ve Bercea,
2015).
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HO CH2—CH2—0 H

Sekil 2.7. PVP’ nin kimyasal yapisi

Risbud ve digerleri (Risbud-Makarand, Hardikar-Anandwardhan ve a, 2000), PVP-ko-
kitosan hidrojelleri {izerinde hiicre ¢cogalmasini tesvik eden bir etki oldugunu ve kitosan
hidrojellerine gére daha iyi hiicre canliligi oldugunu bildirmislerdir. Jansen ve digerleri ise
gozenekli PVP kopolimerlerini kemik doku miihendisligi ig¢in yap1 iskeleleri olarak
incelemistir ve kopolimer yapisi tarafindan indiiklenen hidrofilik-hidrofobik dengeye bagli
olarak farkli monomer bilesimlerinin yap1 iskelelerinde kemik rejenerasyonunu
destekledigini raporlamislardir (Jansen ve digerleri, 2005). Bir baska caligmada ise PVP
hidrojellerinin cilt hiicreleri ile biyouyumlulugu arastirilmis ve hiicrelere dogrudan ve
dolayli temas halinde hiicre ¢ogalmasina etkileri arastirilmistir. Sonug olarak hiicreler ile
PVP hidrojellerin makromolekiiler ag1 arasinda dinamik bir etkilesim gozlemlenmistir
(Smith, Rimmer ve MacNeil, 2006).

2.4. Karbon Nanotiipler

Bilimsel literatiirde KNT’lerin varligin1 agik¢a gosteren calismalar (Oberlin, Endo ve
Koyama, 1976; Radushkevich ve Lukyanovich, 1952) olmasina ragmen yapiyr dogru bir
sekilde tanimlayan ilk kisi Iijima olmustur (lijima, 1991). Bu nedenle KNT'ler 1991 yilindan
bu yana lijima’nin kesfi ile anilmaktadir. KNT'ler nanometre 6l¢eginde ¢aplari olan ve
mikrometre dlgeginde uzunluklar1 olan hizalanmis benzen halkalarinda diizenlenmis sp?
karbonundan olusan tiip benzeri yapilara sarilmis grafen levhalardir. Temel olarak iki tip
KNT vardir: tek katmanli (TKNT) ve ¢ok katmanli (CKNT). Tek katmanli ve ¢ok katmanli
karbon nanotiiplerin molekiiler yapisi, sekil 2.2'de gosterildigi gibi, toplanmis grafen

levhalar olarak gorsellestirilebilir.
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Sekil 2.8. KNT’lerin sematik gosterimi: (a) TKNT, (b) CKNT

2.4.1. Karbon naneotiiplerin 6zellikleri

Mekanik ozellikleri

Karbon nanotiiplerin iistiin mekanik 6zellikleri, karbon atomlar arasindaki ¢ baglarindan
kaynaklanmaktadir. Teorik hesaplamalar ile birlikte yapilan deneysel 6lgiimler nanotiiplerin
bilinen malzemeler arasinda en yiiksek elastik modiilii ve ¢ekme dayanimina sahip oldugunu
gostermektedir. Bu kapsamda, Krishnan ve dig. (Yao ve Lordi, 1998), deneysel calismalar
sonucunda TKNT lerin elastik modiiliiniin 2.4 TPa oldugunu bildirmislerdir. Yu ve dig. (Yu
ve digerleri, 2000) ise AFM ile CKNT’lerin maksimum mukavemetini belirlemek amaciyla
yaptiklari calismada CKNT mukavemetinin 20-63 GPa arasinda degistigini raporlamislardir.
Bu degerler, celik ve sentetik lifler gibi yiiksek ¢ekme mukavemetiyle bilinen diger
malzemelerden daha iyidir. KNT'lerin istiin mekanik 6zellikleri, doku miihendisligi gibi
yiiksek gerilme mukavemeti, esneklik ve hafif malzemelerin talep edildigi nanotiiplerin
uygulanmasina olan ilgiyi arttirmistir (Zomer Volpato, Fernandes Ramos, Motta ve
Migliaresi, 2011).

Elektriksel 6zellikleri

Karbon nanotiiplerin nanometre boyutlar1 ile birlikte bir grafen tabakasinin benzersiz
elektronik yapisi, bu yapilarin elektronik 6zelliklerini oldukga iistiin hale getirir. KNT’lerin
elektriksel ozellikleri, elektronik endiistrisi iizerindeki olas1 uygulamalar1 nedeniyle en ¢ok
incelenen oOzelliklerindendir. KNT'ler olaganiisti kuantum efektlerine ve elektronik,
manyetik ve kafes ozelliklerine izin veren yiiksek simetri ve son derece kiiciik boyutlar

sunmaktadir. Calismalar, nanotiiplerin metalik ve yar1 iletken 6zellikleri gibi birkag 6nemli
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elektronik 6zelligini dogrulamistir (Frank, Poncharal, Wang ve De Heer, 1998; Hamada,
Sawada ve Oshiyama, 1992; Mintmire, Dunlap ve White, 1992).

2.4.2. Doku miihendisliginde karbon nanotiip kullanimi

KNT’ler, doku miihendisliginde ¢ok amacli kullannm potansiyeli olan umut verici bir
nanomalzemedir. KNT'lere olan ilginin nedeni, dogal biyolojik yapilarin nano 6lgegini (yani
kolajen) taklit etmek i¢in uyarlanabilecek benzersiz yapilarindan kaynaklanmakla birlikte
ayni zamanda diisiik yogunluklu olmalari, gelismis elektriksel ve mekanik 6zelliklere sahip
olmalaridir. Son yirmi yi1lda, KNT'lerin biyomedikal alaninda uygulanmas: iizerine birgok
caligma yayimlanmis, bir¢ok arastirmact noronal rejenerasyonda (Cellot ve digerleri, 2009;
Galvan-Garcia ve digerleri, 2007; Pancrazio, 2008) ve kikirdak doku miihendisliginde
(Khang, Park ve Webster, 2008) KNT uygulamislardir. Bununla birlikte, kemik doku
rejenerasyonunun, KNT’lerin uygulanmasi igin en ilging alan oldugunu gostermistir

(Boccaccini ve digerleri, 2007; Saito ve digerleri, 2008; Webster ve Khang, 2010).

KNT'ler ve hiicreler arasindaki etkilesimi anlamak i¢in yapilan birgok calisma goriilmektedir
(Bhattacharya ve digerleri, 2011; Boccaccini ve digerleri, 2007; Galvan-Garcia ve digerleri,
2007; Lahiri ve digerleri, 2009; Mattioli-Belmonte ve digerleri, 2012). Bu ¢alismalar
arasinda en ¢ok dikkat ¢eken Zanello ve digerlerinin, bes farkli sekilde fonksiyonellestirilmis
KNT iizerine ekilen osteoblast hiicrelerinin ¢ogalmasini inceledikleri ¢alismadir. Bu
calisma, kemik hiicrelerinin osteoblast biiyiimesini ve kemik olusturma fonksiyonlarini
stirdiiren elektriksel olarak notr KNT'leri tercih ettigini gosterdi. Webster ve digerleri
osteoblastlarin, fibroblastlarin, ndronlarin ve astrositlerin polikarbonat iiretan/karbon
nanofiber/ nanotlip kompozitler iizerindeki hiicre yapisma O6zelliklerini arastirmustir.
Sonuglar, néral ve osteoblast hiicrelerinin hiicre fonksiyonlariin arttigini, glial skar dokusu
olusumunun (astrositler) ve fibroz doku kapsiillemelerinin (fibroblast) azaldigini ortaya

koymustur.

KNT’ler daha 6nce hiicrelere kontrollii elektrik uyarimi saglamak ve dokulara mekanik
destegi arttirmak icin polimerik matrislerin elektrik iletkenligini ve mekanik 6zelliklerini
arttirmak i¢in kullanilmistir. Supronowicz ve digerleri, osteoblastlarin KNT katkili bir
polilaktik asit iizerinde alternatif bir akim altinda kiiltiirlendigi zaman proliferasyonda %46,

kalsiyum birikiminde %307 artis oldugunu gostermistir. Schmidt ve digerleri, uyarilmayan
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substrat ile karsilastirildiginda elektriksel uyarim altinda oksitlenmis bir poliprol
substratinda kiiltlirlendiklerinde nérit bliylimesinde ve P12 hiicre hattinin yayilmasinda
onemli bir artis oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, Wang ve digerleri, kitosan matrisine
kiitlece %0,8 KNT ilave edilmesinin, elastik modiil ve gerilme mukavemeti igin
kompozitlerin mekanik davraniglarini sirastyla %93 ve %99 oraninda iyilestirdigini

bildirmistir.

2.5. Doku Miihendisligi I¢in Iskele Uretim Yontemleri

Insan viicudundaki hiicreler ve dokular ii¢c boyutlu bir mimaride diizenlenir. Bu nedenle, bu
fonksiyonel doku ve organlar1 yapilandirmak igin, iskelelerin hiicre dagilimini
kolaylastirmak ve dokularin yenilenmesi igin hiicrelerin biiyiimelerini yonlendirmek iizere
dogal hiicre dis1 matrisin mimarisini taklit eden ti¢ boyutlu bir sekilde iiretilmesi gerekir.
Yillar igerisinde, doku miihendisligi ve rejeneratif tip icin 3D biyomimetik iskeleleri
tasarlamak ve iiretmek i¢in cesitli yontemler gelistirilmistir ve uygun teknigin secilmesi

cesitli faktore baglidir. Bunlardan bazilari sunlardir:

o iskelenin gerekli morfoloji ve yiizey 6zelliklerine sahip olmasi,

e iskelede kullanilan malzeme tipleri,

e gozeneklerin sekli, biiyiikliikleri ve bunlarin birbirine baglanabilirligi ve

e iskelelerin igindeki malzemelerin dagilimi (Cardon, Ragaert ve Koster, 2009; Subia,
Kundu ve C., 2012).

Yaygin olarak tercih edilen doku iskelesi iiretim yontemlerinden bazilart sunlardir:

2.5.1. Coziicii dokiim-partikiil uzaklastirma yontemi

3D gozenekli polimerik iskeleler elde etmek i¢in kolay bir yontemdir, ¢linkii herhangi bir
0zel ekipman veya yliksek sicakliklar gerektirmez. Polimer ¢6ziicii iginde eritilir ve bir cam
veya Teflon kabin i¢ine dokiiliir, ardindan ¢6ziiciiniin buharlagmasina izin verilir. Polimer-
¢oziicli ¢ozeltisinin kullanilan derisimi, filmin istenen 6zelliklerine baghdir. Coziiciiniin
buharlagmas1 vakumlu kurutma kullanilarak arttirilabilir. Coziicii buharlastiktan sonra, film
kaptan ¢ikarilir ve kullanima hazirdir. Coziicii igerisinde ¢oziinmeyen partikiiller polimer-
¢oziicii karisimina eklenebilir. Genelde porojen olarak tuz veya seker eklenir ve daha sonra

¢ozlicii buharlastirildiktan sonra tuzu veya sekeri yapidan g¢ikarmak i¢in malzeme suya
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batirilir (tuz veya partikiil 6ziitleme). Gozenek cap1 kullanilan partikiillerin biiytikligi ve
sekli ile kontrol edilirken, iskelenin toplam gozenekliligi porojen/polimer kompozit orani ile
kontrol edilebilir (Loh ve Choong, 2013; Rezwan, Chen, Blaker ve Boccaccini, 2006;

Webster, Liu ve Webster, 2010). Sekil 2.9, ¢oziici dokme isleminin adimlarim

gostermektedir.
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Sekil 2.9. Coziicii dokiim-partikiil uzaklastirma tekniginin sematik diyagrami (Revati, Majid
ve Normabhira, 2016)

2.5.2. Gaz kopiiklestirme

Bu yontem sitotoksik organik ¢oziiciiler kullanmaktan kaginmak i¢in gelistirilmistir.
Organik ¢oziicii yerine, belirli bir siire boyunca izole bir haznedeki polimeri doyurmak igin
yiikksek basingli CO2 (genellikle 800 psi, 5.52 MPa) kullanilir. Polimer CO: ile
doyurulduktan sonra, COz ile polimer molekiilleri arasindaki molekiiller aras1 etkilesimler
yiikselir ve bu da polimerin camsi geg¢is sicakliginin diismesine yol agar. CO2 basincini tekrar
atmosferik seviyeye getirerek, gazin polimer igindeki ¢oziiniirligii hizla azalir ve CO2
polimerden kagmaya calisirken, kabarciklarin ¢ekirdeklenmesine ve biiylimesine neden
olarak gozenekli bir mikro yapiya neden olur. Karbon dioksit yerine azot gazi da
kullanilabilir. Gaz kopiiklestirme yontemi tipik olarak, ortalama 30-700 pum araliginda
gozenek biiyiikliigiine ve %85'e kadar gozeneklilige sahip siinger benzeri yapilar olusturur.
Bununla birlikte, bu teknigin temel dezavantaji, ¢ogunlukla gézeneksiz bir dis tabaka, yani

kapali bir tabaka olusturmasidir. Bu sorunun iistesinden gelmek igin, ¢6ziicii-dokiim
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yontemindeki gibi gaz kopiirtmeden dnce polimer ¢ozeltisine tuz partikiilleri gibi ilave bir
¢ozilebilir porojen eklenebilir, boylece bu partikiilleri uzaklastirarak polimer matrisi iginde
birbirine baglanan acik gozenek yapilar1 olusturulur (Sampath, Ching, Chuah, Sabariah ve
Lin, 2016; Subia ve digerleri, 2012).

2.5.3. Dondurarak kurutma (Liyofilizasyon)

Dondurularak kurutma teknigi, gozenekli doku iskelelerinin iiretiminde kullanilir ve
siiblimlesme prensibine dayanir. Uretim prosediirii sdyledir: ¢ozelti diisiik bir sicaklikta
dondurulur (-80°C ila -70°C) ve sonra ¢ok diisiik bir basingta (kismi vakumla
gerceklestirilir) bir hazneye yerlestirilir ve malzemedeki buz dogrudan siiblimlesme yoluyla
uzaklastirilir (birincil kurutma islemi) ve daha sonra malzemedeki donmus suyun gogunun
desorpsiyon yoluyla uzaklastirilmasini igeren ikincil kurutma islemi gergeklestirilir.
Gozenek biiyiikligii, donma hizi ve pH ile kontrol edilebilir; hizli donma hizi daha kiigiik
gozenekler olusturur. En 6nemli avantaji, ne yiiksek sicaklik ne de ayri bir uzaklastirma
(leaching) asamasi gerektirmesidir, ancak uzun islem siiresi gerektirmektedir (Brougham ve
digerleri, 2017; Gaidhani, Harwalkar, Bhambere ve Nirgude, 2015).

2.5.4. Hizh prototipleme

Kati serbest formlu iiretim olarak da bilinen bu yontem,% 100 birbirine bagl gézenekler ve
yiiksek gozenekli 3D iskeleler tasarlamak ve iiretmek i¢in daha gelismis bir tekniktir. Bu
teknikte, iskele modelinin tasarimi, bilgisayar destekli tasarim (CAD) yazilimu ile iiretilir ve
daha sonra bir dizi kesit olarak ifade edilir. Bu enine kesitlere dayanarak, hizli prototipleme
cihaz alttan baglayarak bir malzeme katman1 birakmaya baslar ve iskeleleri olusturmak igin
her bir seferde bir kat yukar1 dogru hareket eder. Bu yontemin temel avantaji, iskelenin
tasarimint ve malzeme kompozisyonunu degistirerek iskelenin yapisini boyut, sekil,
baglant;, dallanma, geometri ve oryantasyon agisindan kontrol etme yetenegidir. Ozel
uygulamalar veya bireysel hastalar icin Ozellestirilmis iskeleler iiretmek amaciyla
gortintiileme teknigi ile de entegre edilebilir. Bununla birlikte, bu yontem, yiiksek cihaz
maliyeti, sicakliga duyarli polimerlerin islenmesini sinirlayan yiiksek isleme sicakliklari ve
mevcut sistemler tarafindan elde edilen diisiik ¢oziiniirliikler gibi ¢esitli dezavantajlara
sahiptir. Son yillarda ¢esitli hizli prototipleme teknolojileri gelistirilmistir: Stereo litografi,

Birlestirmeli Yigma ile Modelleme (Fused Deposition Modeling), Segici Lazer Sinterleme
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(Selective Laser Sintering), 3D Baski ve Biyo-yazici (Bioprinting) (Loh ve Choong, 2013;
Roseti ve digerleri, 2017; Subia ve digerleri, 2012).

2.6. Elektro-egirme Teknigi

Tez ¢alismasinda doku iskelerinin tiretimi elektro-egirme teknigiyle gergeklestirilmistir. Bu

yiizden yontem ayrintilariyla verilmistir.

Elektro-egirme yOnteminin tarihcesi

Elektro-egirme, sivi bir polimer ¢6zeltisinin bir ignenin i¢inden elektro-hidrodinamik
atomizasyon (plskiirtme) ile ¢ekildigi ve nanometre ve/veya mikrometre boyutunda polimer
fiberlerin olugmasina olanak saglayan bir fiber olusturma teknigidir (Frenot and Chronakis,
2003). Bilim insanlar1 yiizyillardir sivilar1 deforme etmek icin elektrostatik kuvvetler
kullaniyor olsa da elektro-egirme isleminin ilk tanimlar1 patentler araciligiyla 1902 yilina
kadar uzanmaktadir (Cooley, 1902; Lukas ve digerleri, 2009) 1500'lerin sonunda William
Gilbert, manyetik ve elektrostatik olaylarin davranisini tanimlamak {izere yaptigi
caligsmalarda bir su damlasinin, bir amber pargasi1 yakinina konik bir sekilde cekildigini
kesfetmistir (Gilbert, 1660). Daha sonra, Jean-Antoine Nollet (1700 - 1770) ise bir su jetinin
elektriksel bir yiikk uygulandiginda pargalanacagini gostermistir (Nollet, 1747). Bu
caligmalar elektro-egirme ve elektro-spreylemeye dair literatiirdeki ilk gozlemler olarak
kabul edilmektedir. Ancak elektro-egirme i¢in gerekli olan yiiksek voltaji saglamak igin
uygun bir yol olmadigindan elektro-egirme isleminin bilimsel bir ydntem olarak
tanimlanmas1 yukarida belirtilen patente kadar bir 300 yil stirmiistiir. Bununla birlikte,
1990’lara kadar elektro-egirme yonteminin ticari olarak kullanimi sadece filtrasyon

uygulamalari sinirli kalmistir.

Ilerleyen yillarda yapilan galismalarla, elektrik yiiklenmis olan s1vi damlalarinin temel teorik
prensipleri iizerine c¢alisilmistir. Bunlardan en Onemlisi, Taylor (1964) tarafindan
gerceklestirilen calismadir. Bu calismada, elektriksel alan altindaki sivilar yiliklendikten
sonra yiiklerin birbirini itmesiyle bir kuvvet meydana gelmekte ve bu kuvvet esik degeri
gecerek sivi damlaciginin koni seklinde bir jete dontistiirmesini saglamaktadir (Bkz. Sekil

2.10). Bu koniye “Taylor konisi” ad1 verilmektedir .
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Sivl chamlas

Sekil 2.10. Taylor konisi

Elektro-egirme yOnteminin calisma prensibi

Elektro-egirme (Elektro lif ¢gekim) yontemi, multidisipliner bir yontem olup birgok disiplinin
bir arada barindirir. Bu yontemin tipik diizenegi, pozitif yiiklii polimer ¢ozeltisinin bir
elektrik alanmin etkisi ile yiiksek bir elektrik voltajina bagli toplayici plakaya dogru
cekildigi bir piiskiirtme bagligindan (ignesinden) olusur (Khalf ve Madihally, 2017). Bu

yontem i¢in gerekli deney sisteminin temel pargalari sunlardir (Bkz. Sekil 2.11):

(i) yiiksek gerilim kaynagi,
(i1) ¢Ozelti besleme tinitesi (siringa, metal igne vb.) ve

(iii) toplayici levha (iletken plaka, doner silindir, paralel iki plaka vb.) (Ramakrishna, 2005).
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Sekil 2.11. Elektro-egirme yonteminin sematik gosterimi

Bu yontemde, oncelikle polimer veya polimer karigimlari, uygun bir ¢oziiciide ¢oziilerek
veya 1s1 yardimiyla eritilerek besleme siringasina yerlestirilir. Ardindan besleme siringast,
u¢ kismina dogru polimer ¢6zeltisini itebilmesi i¢in siirekli basing uygulayacak bir pompaya
yerlestirilir. Daha sonra polimer ¢dzeltisinin bulundugu siringanin ignesi ile karsisindaki bir
toplayict levha arasina voltaj uygulanir. Pompaya bagli siringanin ucundan gelen polimer
cozeltisine uygulanan voltaj, kritik bir degere ulasana kadar, yiizey geriliminin uyguladigi
kuvvetlerden dolayi, kiiresel bir bicimde bulunur. Uygulanan voltaj bir esik degerine ulastigi
anda, elektrostatik kuvvetler yilizey gerilimi kuvvetlerine esitlenir. Polimer ¢ozeltisinin
bulundugu siringadaki yiik birikimi, ¢6zelti damlaciginin seklinin Taylor konisi olarak

adlandirilan konik bir yapiya doniismesini saglar (Bkz. Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Elektro-egirme yontemi sirasinda olusan Taylor konisi

Polimer ¢ozeltisinden olusan jet, toplayiciya dogru havada yol aldik¢a yapidaki ¢oziicli

uzaklasir ve fiber halini alir.

2.6.1. Elektro-egrilmis doku iskelelerinin avantajlar

Hiicre dis1 matris benzeri bir yap1 olusturmak i¢in segilen herhangi bir teknigin goézenekli,

ideal olarak ags1 bir yapi ile {iretilmesi gerektigi aciktir. Yaygin olarak kullanilan iskele

yapilarina genel bir bakis Sekil 2.13’te gosterilmektedir.
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Sekil 2.13. Rezervuar ve matris sistemlerinin sematik gosterimi (George, 2004)

Sekil 4'ten goriilebilecegi gibi, mikro gozenekli ve mikro-fiber iskeleler dogru yiizey
kimyas1 ve mekanik 6zelliklere sahip olsalar da 2 boyutlu alt-tabakaya benzer hiicre-matris
etkilesimleri i¢in sadece sinirli bir yiizey alani saglar. Hiicre dis1 matris, karmasik bir yiizey
yapisina sahip olan 10 nm ila 300 nm araliginda nano-fiberlerden olusur (Curtis ve
Wilkinson, 1999). Mikro-topolojik 6zelliklere hiicresel cevaplar tanimlanmis olsa da, iskele
yiizeyindeki basamaklar, oluklar, siitunlar ve ¢ukurlar gibi nano 6zelliklere iliskin sinirl bir
anlayis vardir (Webster, Schadler, Siegel ve Bizios, 2002; Yim, Darling, Kulangara, Guilak
ve Leong, 2010). Dolayisiyla daha karmasik bir doku olusturmak ig¢in, iskelelerin bu
olgeklerde manipiile edilebilmesi gerekmektedir. Bir nanofiber iskele hiicre dis1 matrise gok
daha yakin benzerlik gosterir ve hiicrelerin yapisabilecegi ¢ok daha biiyiik bir yiizey alani

sunar.
2.7. Kemik Doku Miihendisligiyle ilgili Literatiir Calismalari

Doku miihendisligi, giinliimiiziin iizerinde en ¢ok c¢aligilan biyomedikal alanlarindan birisini
olusturmaktadir. Kemik dokusu, viicudun en 6nemli yapisal ve destekleyici boliimiinii

olusturan, osteoblastlar tarafindan olusturulan mineralize bir bag dokusudur. Osteoblastlar,
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bir kolajen matrisini biriktirir ve kolajen matris i¢inde kimyasal olarak birleserek kalsiyum,
magnezyum ve fosfat iyonlarini agiga ¢ikarir. Bu nedenle, kemik dokusu, kollajendz bir
matris ve bir mineral fazdan olusan dogal bir kompozittir. Son yillarda, karbon nanotiiplerin
(KNT) biyomedikal alanda kullanimi yogun ilgi gérmekle birlikte doku miihendisligi
uygulamalarinda 6zellikle kemik doku miihendisligi ve yapay kas iiretimi konularinda
mekanik ozellikleri ve rejeneratif etkisi nedeniyle kullaniminin aragtirilmasi1 daha da
yogunlagsmistir. Kemiklerin yenilenmesi {izerine yogunlasan caligmalarin temel fikri,
kemiklerin inorganik kismini olusturan kalsiyum kristallerini saran organik yapidaki
kollojen proteinlerinin yerine karbon nanotiiplerin kullanilmasi ve kirilan ya da osteoporoz
(kemik erimesi) gibi hastaliklarla hasar goren kemiklerin yenilenmesini saglamaktir (Yoon
ve digerleri, 2014). Bu kapsamda, KNT’lerin hidroksiapatitin mukavemetini, sertligini
arttirmak ve sonug olarak kirillganligin1 azaltmak icin kullanildig1 bir arastirma sonucunda;
biyokompozit doku iskelesinin mekanik Ozelliklerinin belirgin bir sekilde iyilestigi
belirtilmistir (Li Chen, Hu, Shen ve Tong, 2013). Osteoblastlar, yani kemik olusturan
hiicreler, kemik yiizeyinde cogalir ve kemik matriks proteinlerini {iretir ve salgilarlar.
Osteoblastlar hormonal kontrol altindaki hiicrelerin farklilasma asamalarinda ilerledikce,
hidroksiapatit kristali iiretimi araciligiyla matriksi mineralize ederler (Warowicka,
Maciejewska ve Litowczenko, 2016). Farkli doku iskelesi malzemeleri, in vitro kemik
olusumunu saglamak ve osteoblast biiyiimesi i¢in substrat olusturmak iizere
kullanilmaktadirlar. Sentetik doku iskelesi ya da ekstraseliiler matriks i¢inde hiicreler
tarafindan gerceklestirilen kemik rejenerasyonu biyomiihendislikteki yeni bir yaklagimdir
ve kemik transplantasyonunda allograft ve otograftlarin kullaniminin yerini almasi
amaclanmaktadir (Gajendiran ve digerleri, 2017). Bu kapsamda, Zanello ve digerleri
(Zanello, Zhao, Hu ve Haddon, 2006) yaptiklar1 ¢alismada karbon nanotiiplerin
osteoblastlarin biiylimesi, ¢ogalmasi ve sonrasinda kemik olusumu i¢in doku iskelesi
malzemesi olarak kullanimimin yeterli oldugunu raporlamistir. KNT’ler kendine 6zgii
kimyasal, fiziksel ve mekanik o6zellikleri nedeniyle biyolojik uygulamalarda kullanimi
acisindan yiiksek potansiyele sahiptir. KNT lerin yogunlugu grafite benzerdir, titanyum ve
celigi de kapsayan kemik doku iskelesi malzemesi olarak kullanilan diger metallerden ¢ok
daha hafiftir (Sajid ve digerleri, 2016). Ayrica, karbon nanotiipler bilinen en dayanikli
malzemelerdir ve kemige implante edilmeleri hasar gormiis kemigin mekanik 6zelliklerini
iyilestirebilmektedir (Venkatesan, Ryu, Sudha ve Kim, 2012). Bu bakis agisindan yola
cikarak, KNT’ler sadece kemik rejenerasyonunu uyarmak i¢in degil ayn1 zamanda kalici bir

mekanik islev sergilemek icin de kullanilmaktadir.



25

Tiimdrlerin, travmanin ve normal olmayan kemik gelisiminin uzaklagtirilmas ile ilgili
olarak, insanlarda olusan kemik hasarlarin tedavisinde Onemli kisitlamalarla
karsilagilmaktadir. Otograft, allograft ve metal protezleri gibi son zamanlarda yaygin olarak
uygulanan tedaviler genelde dogal kemik rejenerasyonunu desteklemezler (Rodrigues ve
digerleri, 2016). Aksine, kayip kemik yerine sentetik bir malzeme yerlestirilerek tedavi
amaglanmaktadir. Literatiirdeki bilgiler, KNT ile osteoblast ¢ogalmasi ve kemik olusturma
islevlerinin siirdiiriilebildigini; hiicre seklinin ve hiicre farklilasmasinin ¢ok katmanli KNT
ya da tek katmanli KNT kullanimu ile kontrol edilebilecegini gostermektedir (Abarrategi ve
digerleri, 2008; Hirata ve digerleri, 2011). Ayrica, elektriksel olarak notr KNT {izerinde
osteoblastlar kiiltiirlendiginde mineralize kemigin olustugu ve osteoblastlarin biiyiidigi;
kemik malzemelerinin yeterli derecede salgilanmasi igin elektriksel 6zelliklerinin korunmasi
gerektigini de gosteren arastirmalar mecvuttur (Bhattacharya ve digerleri, 2011; Tonelli ve
digerleri, 2012). Bu aragtirmalar, elektriksel olarak notr KNT’lerin zarar gormiis kemiklerin
tedavisi/iyilestirilmesi i¢in potansiyel dolgu malzemesi olarak diisiiniilebilecegini One
stirmektedir. Dolayistyla KNT’lerin kemik kaybina neden olan kemik kusurlarinin tedavisi
ve normal kemigin yeniden biiyiitiilmesi ve gelistirilmesi icin alternatif malzeme olarak

kullanilabilecegini kanitlamaktadir.

Literatiirde farkli tiir ve fonksiyonel gruplu KNT’lerin kemik doku miihendisliginde

kullaniminin listesi Cizelge 2.1.’de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Farkli tiir ve fonksiyonel gruplu KNT’lerin kemik doku miihendisliginde

kullanimi
Caligma KNT Tiirii Test sistemi Referans
(in vitro / in vivo)
Biyouyumluluk Saf TKNT Tavsan kemik defekti modeli (Sitharaman
(in vivo) ve digerleri,
2008)
S_itot_oksisite TKNT ve 4-tert-butilfenilen Sigan fibroblast hi.'lf:re hatt (§hi ve
(in vitro) fonksiyonelli TKNT (3T3-benzeri) digerleri,
2008)
Osteoklast farklilasmasi (80n mcﬁgo nm) Fare primer osteoblast hiicre fi?g;tr(l)e\:i
. L hatt1
(in vitro ve in vivo) 2009)
Uyumluluk (in vivo) ve ektopik kemik
olusumu Yiiksek saflikta CKNT Fare (Usui ve
digerleri,

2008)
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Cizelge 2.1. (devam) Farkli tiir ve fonksiyonel gruplu KNT’lerin kemik doku
mithendisliginde kullanimi

CKNT
Doku iskelesi (in vitro) (-COOH fonksiyonelli) MC3T3-E1 hiicre hatti (I—!lfata ve
digerleri,
2010)
MSC'lerin inhibisyonu, proliferasyonu ve
farklilagmast (in vitro) TKNT ve CKNT . e
(-COOH fonksiyonelli) Mezenkimal kdk hiiereler (| v
(MSC'ler) Zhang,
Zhang ve
Yang,
2010)
In vitro, kemik rejenerasyon TKNT ve CKNT Sigan Osteosarkom hiicre hatti (ﬁ?g;lll;)ri\/e
biyomateryali 2006)
LGzl bt oo tine ) (7 ¥71070) Dikey olarak hizalanmig KNT Insan Osteosarkom hiicre hatt1 (S 1.vel
2007)

KNT’ler osteoblastlarin ¢ogalmasini, farklilasmasin1i  ve ylizeye tutunmalarini
arttirmaktadirlar (Swetha ve digerleri, 2010). Uygun matrislere KNT lerin eklenmesiyle,
sonucta olusacak kompozitlere giiclendirilmis oOzellikler kazandirilmaktadir (Cheng,
Rutledge ve Jabbarzadeh, 2013a; Saito ve digerleri, 2009). Kemik doku miihendisligi
uygulamalar i¢in birgok dogal ve sentetik polimerler kullanilabilmektedir fakat bunlar
mekanik olarak yetersiz kalmaktadir (Ikeda ve digerleri, 2009). KNT’ler, malzemelerin
ozelliklerini iyilestirebilmek i¢in ¢ok ¢esitli malzemelere gii¢lendirici ya da katilma iiriinii
olarak kullanimina olanak taniyan iistiin mekanik, termal ve elektriksel 6zelliklere sahiptir
(W. Wang, Ciselli, Kuznetsov, Peijs ve Barber, 2008; W. Wang, Meyer ve Wang, 2009).
Polimer iceren biyomalzemeler genellikle kemige bitisik yerlestirilirler. KNT’lerin
kullaniminin kemige uygulanan bu malzemelerde esas olarak mekanik 6zellikleri biitiiniiyle
tyilestirecegi ongoriilmekte ve yonlendirilmis kemik doku rejenerasyonunu arttiran doku
iskelesi gibi davranmasi beklenmektedir (Dalton ve Woodfi, 2008; Rezwan ve digerleri,
2006). KNT’lerin hiicre ¢ogalmasini destekleyen inert matriks gibi davrandigi bilinmesine
ragmen, diger dogal ya da sentetik malzemelerle birlikte biyokompozit olarak etkilerinin
kemik doku miihendisligi uygulamalarinda daha etkili olacagi diisiiniilmektedir (Jiang ve
digerleri, 2010; Liao ve digerleri, 2012; Wong ve digerleri, 2013). Bu kapsamda Sitharaman
ve arkadaglar1 (Shi ve digerleri, 2008) CKNT’lerin in vivo osteoklastik kemik
resorpsiyonunu inhibe ettigini ve biyomalzeme olarak kullanildiginda kemik iizerinde
yararli etkileri olacagini dnermislerdir. Kitin, kitosan ve jelatin gibi dogal polimerler kemik
hiicrelerinin  artisin1 = benzer  sekilde  desteklemektedir;  kemik  hiicrelerinin

biiyiimesi/¢cogalmasi i¢in dogal ve sentetik polimerler ve KNT igeren biyokompozit iizerine
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yapilan ¢aligmalar kemik doku miihendisligi alanindaki bilgilerimizi daha ileri seviyeye
tasiyacaktir (Sahithi, Swetha, Ramasamy, Srinivasan ve Selvamurugan, 2010; Swetha ve
digerleri, 2010).

Cheng ve digerlerinin (Cheng ve digerleri, 2013a) yaptiklar1 bir ¢alismada poli(lactide-co-
glycolide) (PLGA)/ KNT igeren bir doku iskelesi gelistirmistir. Bu ¢alisma sonucunda
PLGA/KNT doku iskelelerinin sadece PLGA iceren doku iskelelerinden mekanik olarak
daha gii¢lii bulundugu; KNTlin, PLGA yapis1 i¢ine katilmasiyla yilizey piriizliliigiiniin
arttig1 ve bu da MC3T3-E1 preosteoblastlarinin tutunmasini ve proliferasyonunu arttirdigi
goriilmiistiir. Venkatesan ve arkadaslarinin (Venkatesan ve digerleri, 2012) yaptiklar
calismada ise -COOH ile fonksiyonellestiriimis CKNT ve karbonatlagtirilmis dogal
hidroksiapatit ile kitosan matriksli kompozit doku iskelesi gelistirmislerdir. Bu arastirmanin
sonucunda dondurarak kurutma yontemi ile elde ettikleri —COOH fonksiyonelli KNT-
kitosan/HA kompoziti ile kemigin ekstraseliiler matriksinin istenilen 6zelliklerine benzer
Ozelliklere sahip kompozit malzeme elde etmeyi basarmislardir. Ayrica, bu kompozit
yapmin daha iyi termal kararlilik, gézenekler arasi baglanti, kontrol edilebilen in vitro
bozunma hizi ve hiicre artist gibi Ozellikleri sebebiyle kemik doku miihendisligi

uygulamalarinda potansiyel olarak kullanilabilecegini raporlamistir.

Elektro-egirme yontemi ile hazirlanan kompozit doku iskelelerin doku miihendisligi
uygulamalarinda 0Ozellikle de kemik doku rejenerasyonunda kullaniminin yararh
olabilecegini 6ne siiren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Bosworth ve Downes, 2011; Prabhakaran,
Venugopal ve Ramakrishna, 2009). Ornegin, Zhang (H. Zhang, 2011) PLGA/ ¢ok katmanli
KNT biyokompozit doku iskelelerini elektroegirme yontemi ile doku miihendisligi
uygulamalar1 i¢in hazirlamistir. Biyokompozitlerin fiziksel ve mekanik o6zelliklerinin
iyilesmesinin yani sira kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicreleri (BMSC) ile
yapilan hiicre ¢alismalar1 sonucunda; biyokompozit doku iskelesi {izerinde kullanilan kdk

hiicrelerin cogalma ve tutunma diizeylerinde belirgin bir artis saglandig1 gortilmiistiir.

Glinlimiize kadar, metaller listiin mekanik 6zelliklerine bagl olarak kemigi degistirmek veya
giiclendirmek i¢in tercihen yapisal implantlar olarak kullanilmistir. Bununla birlikte,
malzemelerin ¢cogu, implante edilen bolgenin ¢dziinme iiriinlerinin zayif toleranst nedeniyle
implantasyon i¢in uygun degildir. Su anda kabul edilebilir malzemeler titanyum, kobalt,

demir, nikel, zirkonyum, tantal, altin ve giimiis esasli alasimlardir. Alasimlar, nihai
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mukavemet, elastik modiil, kolay tiretilebilirlik, stinek davranis ve korozyon direnci gibi
ozelliklerini gelistirmeyi amaglayan bu metallerden yapilmistir. Yine de, bu metalik
implantlarin, kemikte atrofi ve osteoporoz, agiklik (palpability), enfeksiyon, ekstriizyon riski
ve pargacik siizme (particulate leaching) ile sonuglanabilen bir¢ok dezavantaji vardir (Q.
Chen ve Thouas, 2015; Malladi, Mahapatro ve Gomes, 2018; Nogués, Blanquer, Barrios ve
Ibafiez, 2017). Bu nedenle son zamanlarda, polimerik malzemelerin gelistirilmesine
yogunlasilarak hem sentetik hem de dogal polimerler kapsamli bir sekilde arastirilmistir.
Doku iskelesi uygulamalarinda aljinat, jelatin, nisasta, kollajen ve kitosan gibi biyobozunur
dogal polimerler ve polikaprolakton, polilaktik-ko-glikolik asit, polietilenglikol,
polivinilalkol ve poliiiretan gibi biyobozunur sentetik polimerler kullanilmaktadir. Dogal
polimerler biyoaktif/biyofonksiyonel olmalari, biyolojik ve kimyasal olarak dogal dokulara
benzerlikleri nedeniyle tercih edilirler. Fakat, kollajen ve kitosan gibi dogal polimerlerden
yapilan biyomalzemelerin mekanik dayanimi zayiftir ve genellikle 1siyla eritilemezler ve
ozel bir ¢dziiciiye ihtiya¢ duyarlar (Sabir, Xu ve Li, 2009). Ote yandan doku miihendisligi
alaninda kullanilan sentetik polimerler dogal kaynaklardan elde edilememe dezavantajlarina
karsilik, kolay proses edilebilmeleri ve dogal polimerlerden farkli olarak kimyasal hidroliz
yoluyla bozunabildikleri ve enzimatik proseslerden etkilenmedikleri i¢in bozunma hizlarinin
hastadan hastaya degismemesi gibi avantajlara sahiptirler (Bose, Roy ve Bandyopadhyay,
2012). Dogal polimerlerden doku iskelesi tiretimi igin sinirli sayida tretim teknigi
kullanilirken sentetik polimerlerden doku iskelesi fiiretimi i¢in pek ¢ok metot
kullanilmaktadir (O’Brien, 2011; Shin, Jo ve Mikos, 2003). Kemik rejenerasyonu i¢in
kullanililanlar arasinda Polikaprolakton (PCL), polivinil alkol (PVA) ve polilaktitler (PLA,
PLLA, PLDA), polyorthoester (POE), polianhidritler, poliglikolid (PGA) ve 6zellikle poli
(laktit-ko-glikolid) (PLGA) gibi sentetik bozunabilir polimerler bilinmektedir. Bu kapsamda
biyokompozit doku iskelesi uygulamalarinda kullanilan farkli nitelikteki KNT’lerin

polimerik malzeme 6zelliklerine katkis1 Cizelge 2.2.”de dzetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Kemik doku miihendisligi uygulamalari icin KNT Kkatkili polimerik
biyokompozit doku iskelelerinin 6zeti
Calismada Kullanilan hiicre Uretim yontemi Gelistirdigi ozellikler Referans
kullanilan polimer KNT o6zelligi kiiltiri
Mekanik 6zellik
Yiizey alani ve (Zhijiang,
PHB CKNT-COOH MG-63 Elektro-egirme gozeneklilik Cong, Jie,
Hiicre ¢ogalmasi Qing ve
Kongyin,
2018)
Sican kemik iligi
PLGA CKNT kaynakli Elektro-egirme Hiicre yapismast ve (H. Zhang,
mezenkimal kok ¢ogalma 2011)
hiicreler
Insan fetal Liyofilizasyon Hi Tulus (D. Zhang,
PLLA TKNT osteoblast hiicreleri tiere tywtriuiugt Kandadai,
Cech, Roth
Elastik modiil ve Curran,
2006)
Kemik iligi o . (Pan, Pei,
PCL CKNT kaynakli stroma Coziict Mel(amk bzellik, Hugre He, Wan ve
. . ¢ogalmasi, Osteojenik
hiicreleri buharlagtirma farklilasma Wang,
teknigi § 2012)
Mekanik ozellik (Cheng,
PLGA KNT MC3T3-E1 Cozelti dokme Hiicre ¢ogalmasi ve Rutledge ve
osteojenik farklilasma Jabbarzadeh,
2013b)
CKNT-COOH Mekanik 6zellik (Shrestha ve
PU MC3T3-E1 Elektro-egirme Hiicre farklilasmasi digerleri,
Hiicre adhezyonu 2017)
Mekanik ozellik,
PBAT MG-63 gl Mineralizasyon, Hilcre - o0 0
adezyonu, Osteojenik o .
CKNT farklilasma ve digerleri,
$ 2016)
PLA CKNT Osteablast Elektro-egirme Hiicre yapigmasi ve (Shao ve
¢ogalmasi digerleri,
2011)
Kitosan CKNT MG-63 Liyofilizasyon Mekanik zellik, hiicre (th[lzadeh
canlilik ve farklilasmasi VECTEER,
2017)
Kolajen CKNT MC3T3-E1 Liyofilizasyon Hiicre canlilig, (Valverde ve

mineralizasyon, osteojenik

farklilasma

digerleri,
2016)

Biyolojik olarak parcalanabilen polimer doku iskelesi sentezinde kullanilan cesitli

biyopolimerler arasinda, PLA biyouyumluluk ve biyobozunabilirlik, kontrol edilebilen

bozunma hiz1 gibi 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Bu nedenle PLA’nin klinik

kullanim1 yayginlagmakla birlikte son zamanlarda yumusak doku miihendisligi (Valverde ve

digerleri, 2016), kemik doku miihendisligi (Montjovent ve digerleri, 2008), sinir

rejenerasyonu (Goulart ve digerleri, 2016) ve ilag tasiyici sistem uygulamalar1 (Tyler,

Gullotti, Mangraviti, Utsuki ve Brem, 2016) i¢in olduk¢a dikkat ¢ekmekte oldugu

goriilmektedir. PLA'nin bozulmasi, polimer kompleksindeki ester baglarinin hidrolizi
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yoluyla olmaktadir. Bozunma iirlinii, normal olarak viicutta mevcut olan laktik asittir. Laktik
asit yigin polimerden salindiktan sonra, son olarak su ve karbondioksit olarak atilan
trikarboksilik asit dongiisiine girer (Serra, Mateos-Timoneda, Planell ve Navarro, 2013; Sin,
Rahmat ve Rahman, 2013). PLA’nin ila¢ salim sistemi olarak kullanildig1 bir ¢alismada,
bozunma siiresince mekanik 6zelliklerinin kademeli olarak azaltildigi gosterilmistir (Tyler
ve digerleri, 2016). Bu bozulma 6zelligi, doku miihendisligi i¢in faydalidir, ¢iinkii PLA,
yiiklerin, uzun bir siire boyunca yeni olusan kemige kaydirilmasina izin verir, bu nedenle,
stres korumasini azaltir (Dalton ve Woodfi, 2008; Uebersax ve digerleri, 2006). Ayrica diger
sentetik biyopolimerler gibi PLA'nin da, jelatin ve kollajen gibi dogal polimerler ile veya
grafen, KNT, halloysit gibi nanoparcaciklarla birlestirilmesi, kontrol edilebilir bozunma
stiresi ile mekanik 6zelliklerini iyilestirmektedir (Antoniac, 2016; Lam, Savalani, Teoh ve
Hutmacher, 2008).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boliimde tezin deneysel boliimii detayli olarak sunulmustur. ilk 6nce kullanilan
malzemeler ve cihazlar tanitilmistir. Tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalar iki alt
baslik altinda toplanmis olup, bunlardan birincisi, hidroksil (-OH) ve karboksil (-COOH)
olmak tizere iki farkli fonksiyonel gruba sahip CKNT katkili PLA/PVP biyokompozit doku
iskelelerinin hazirlanmasi ve morfolojik, fizikokimyasal ve mekanik karakterizasyonlarinin
yapilarak malzeme Ozelliklerinin belirlenmesidir. Ikinci asama ise hiicre kiiltiirii
caligmalarint kapsamaktadir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda doku iskelelerinin hiicre
proliferasyonuna etkisini degerlendirmek igin preosteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri

kullanilmustir.

3.1. Malzemeler ve Cihazlar

3.1.1. Malzemeler

Deneysel ¢aligsmalarda kullanilan malzemelerin igerigi ve tedarik edildigi firmalar Cizelge

3.1’ de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kullanilan malzemeler

Malzeme Icerik Tedarik Edilen Firma
Poli (laktik asit) (PLA) Mn~200,000 Nature Works LLC,
ABD
Polivinilpirolidon Mn~360,000 Sigma-Aldrich, ABD
N,N-Dimetilformamid (DMF) C3H/NO, = %99 Sigma-Aldrich, ABD

Tetrahidrofuran (THF) C4Hs0, > %99 Sigma-Aldrich, ABD
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Cizelge 3.1. (devam) Kullanilan malzemeler

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (CH3)2S0, > %99

Sigma-Aldrich,
ABD
Fosfat tampon ¢ozelti 0.0027 M potasyum kloriir Sigma-Aldrich,
. ABD
(PBS Tablet) 0.137 M sodyum kloriir,
pH 7.4
Fetal Bovine Serum (FBS) Biological
Industries, ABD
Minimum  Essential Medium Biological
Alpha Modification (a-MEM) Industries, ABD
Penisilin-streptomisin Invitrogen, ABD
Cap: 10-20 nm

Uzunluk: 30 pm

CKNT-OH ve CKNT-COOH Chengdu Organic,

Cin
Saflik: > %95

3.1.2. Cihazlar

Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlarin bilgi ve listesi asagida verilmistir.

Elektro-egirme cihazi (Teknotip, Tiirkiye)

Calkalayicili su banyosu (Niive, Tiirkiye)

Atomik kuvvet mikroskobu (XE-100E instrument, Park Systems, Giiney Kore)
Taramali elektron mikroskobu (JEOL JSM 6060 LV, Japonya)

Fourier transform infrared (kizilétesi) spektroskopisi (Thermo Nicolet Avatar 370,
ABD)

X-Isim difraktometresi (GNR, ABD)

Yiizey 1slanabilirlik analizi (Kriiss DSA 100, Almanya)

» Mikroskop (Meiji, Japonya)

YV V. V V V

YV VY
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» UV lambasi (253nm) (Euroflow, Hollanda)

3.2. Doku iskelesi Uretim Calismalari

Tez ¢alismasi kapsaminda (—OH) veya (-COOH) fonksiyonelli CKNT’ler sabit PLA/PVP

polimer matrisine ti¢ farkli derisimde ilave edilerek elektro-egrilmistir.

3.2.1. Elektro-egirme cozeltilerinin hazirlanmasi

Literatiir taramasina gore yapilan 6n ¢alismalar sonucunda PLA/PVP iskelelerin iiretimi
icin; kiitlece %10 (w/v) PLA ile kiitlece %2 (w/v) PVP polimerlerini igeren ¢6zelti, hacimce
70:30 (v/v) oraninda THF: DMF ¢oziicii karisiminda 24 saat manyetik olarak karistirilarak
hazirlanmistir. Kompozit doku iskeleleri i¢in ise PLA/PVP polimer ¢ozeltisine %0,25, %0,5
ve %1 (w/w, toplam polimer kiitlesince) oranlarinda CKNTon veya CKNTcoon eklenerek
hazirlanmistir. Kompozit ¢ozeltiler elektro-egirme isleminden once 2 saat ultrasonik
banyoda muamele edilmistir. Cozelti hazirlama islemlerinin sematik goriintiisii Sekil 3.1 de

verilmistir.
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Sekil 3.1. Elektro-egirme ¢ozeltilerinin hazirlanmasi; a) PLA/PVP polimer ¢ozeltisi, b)

PLA/PVP-CKNT kompozit ¢ozeltisi.

Hazirlanan ¢ozeltilerden olusturulan iskelelerin isimlendirilmeleri ve icerikleri Cizelge 3.2’

de verilmistir.

Cizelge 3.1. Gelistirilen doku iskele numunelerinin isimlendirilmesi ve igerikleri

Numune PLA (%, PVP (%, CKNTcoon (%, toplam  CKNTon (%, toplam
kiitlece) kiitlece) polimer kiitlesince) polimer kiitlesince)

PLA/PVP 10 2 - -
PLA/PVP-(0.25)CKNTcooH 10 2 0,25 -
PLA/PVP-(0.5)CKNTcooH 10 2 0,5 =
PLA/PVP-(1)CKNTcoon 10 2 1,0
PLA/PVP-(0.25)CKNToH 10 2 = 0,25
PLA/PVP-(0.5)CKNToH 10 2 - 0,5
PLA/PVP-(1)CKNToH 10 2 = 1,0
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Hazirlanan ¢ozeltiler 5 mL’lik enjektorlere alinarak, enjektor ucundaki iletken igneye 0-40
kV giiclindeki DC yiiksek voltaj doniistiiriicii elektrotu baglanmistir (Bkz. Sekil 3.2.).
Sisteme laboratuvar kosullarinda 10 kV ile 25 kV arasinda elektriksel potansiyel ve 0,1 ile
2,5 mL/sa arasinda akis hiz1 uygulanmistir. Topraklanmis karsit elektrottaki; siringa ucuna

10-30 cm arasindaki uzaklikta bulunan aliiminyum folyo ile kapli toplayicida biriktirilmistir.

— H
Elektro-egirme S
cozeltisi ™

Elektro-egirme
iglemi

Sekil 3.2. Elektro-egirme islemi.

Yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda hazirlanan ¢6zeltilerin en uygun elektro-egirme proses
parametreleri (¢cozelti akis hizi, uygulanan gerilim ve igne ucu ile toplayici plaka arasindaki

mesafe) Cizelge 3.3’ te verilmistir.

Cizelge 3.2. Doku iskelelerinin en uygun iiretim kosullari

Numune Cozelti akis hizi Gerilim Mesafe
(mL sa!) (kV) (cm)
PLA/PVP 100 12 10
PLA/PVP-(0.25)CKNTcoon 100 15 12,5
PLA/PVP-(0.5)CKNTcooH 100 15 12,5
PLA/PVP-(1)CKNTcoon 150 15 10
PLA/PVP-(0.25)CKNToH 100 15 15
PLA/PVP-(0.5)CKNToH 200 15 15
PLA/PVP-(1)CKNTon 100 15 10
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3.3. Karakterizasyon Cahsmalari

3.3.1. SEM analizi

Gelistirilen doku iskelelerinin yiizey morfolojileri taramali elektron mikroskobuyla 15 kV
’de ve 500 ve 5,000 biiyiitmede, yan kesitleri ise 500-1,500 biiyiime araliginda incelenmistir
Bkz. Resim 3.1). Numuneler inceleme 6ncesinde olasi parlamalar1 6nlemek igin 90 saniye
altinla kaplanmistir (Polaron SC 502).

Resim 3.1. Taramali elektron mikroskobu

Ortalama fiber c¢aplari, Digimizer programiyla ((MedCalc Software; BVBA, Ostend,
Belgika) SEM goriintiileri tizerinde rastgele segilen 80 farkli fiber cap1 Olgiilerek
hesaplanmistir. Bu islemde oncelikle SEM goriintiisiiniin 6l¢egi programa girilmistir (Bkz.
Resim 3.2).
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Resim 3.2. Digimizer programu ile liflerin ortalama ¢aplarinin bulunmasi

Daha sonra her numune i¢in en az 80 farkli fiber 6lgiilerek ortalama fiber ¢ap degerleri
program ile hesaplanmistir (Bkz. Resim 3.3). Hesaplanan ortalama ¢ap degerleri Origin Pro

programi yardimiyla histograms olarak verilmistir.
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Resim 3.3. Digimizer programu ile lif ¢ap 6lgliimii

3.3.2. AFM analizi

Atomik kuvvet mikroskobu ¢alismalar1 XE-100 AFM model (Park Systems Corp., Suwon,
Kore) AFM cihazi ile SmartScan™ programi kullanilarak yapilmistir (Bkz. Resim 3.4).
AFM analizi i¢in fiberler elektro-egirme islemi sirasinda bir-iki dakika lamel yiizeyine
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toplanarak incelenmistir. Numunelerin yiizey topografya goriintiileri, oda kosullarinda, 0,5
Hz tarama hizinda ve tapping modda yapilmistir. Analizde NCM15 ‘non-contact ve tapping’
ozellikli ug (tip) ile calisilmistir. Orneklerin 2D, 3D topografya goriintiileri ve yiizey

piiriizliiliigii degerleri XEi-7 programu kullanilarak elde edilmistir.

Resim 3.4. Atomik kuvvet mikroskobu cihazi

3.3.3. FTIR analizi

Malzeme yapisinda bulunan fonksiyonel kimyasal baglar tespit etmek i¢in gelistirilen tim
iskelelerin ve ayr1 ayri her bilesenin FTIR spektrumlari, Nicolet FTIR Spektrometresi
kullanilarak incelenmistir. Cihazin inceleme ylizeyine numune yerlestirilmis ve spektrumlar,
16 taramada 4 cm™ coziiniirlikte 500-4000 cm™ arasinda degisen bir dalga boyunda
toplanmustir. Spektrumlar1 analiz etmek i¢in Thermo Fisher Scientific'in OMNIC

gorlintiileme yazilimi kullanilmistir.

3.3.4. XRD analizi

Yapisal 6zellik tayini i¢in yapilan XRD analizleri, APD 2000 Pro diffractometer (GNR,
USA) cihazi ile incelenmistir. Kirinim desenleri, saf CKNTon ve CKNTcoon tozlart da dahil
her numune igin 1° dak™ tarama hizinda, (20) = 5-80° tarama araliginda, 40 kV’de ve 30

mA’de kaydedilmistir.
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3.3.5. Yiizey temas a¢1 analizi

Malzemenin islanabilirlik 6zelligini (hidrofilisite veya hidrofobisite) belirlemek igin yiizey
temas ag1 analizleri yapilmistir. Analiz i¢in numuneler cihaz (Kriiss DSA 100, Almanya)
haznesine yerlestirilerek ‘sessile drop’ yontemiyle gerceklestirilmistir. Temas ag1 degerleri
mikro enjektor yardimiyla yiizeye yaklasik 3 ml saf su yerlestirilerek Olciilmiistir. Her
numunenin yiizeyinde farkli alanlardan en az ii¢ Ol¢iim yapilarak ortalama temas agi

degerleri hesaplanmistir (Bkz. Resim 3.5).

Resim 3.5. Temas agis1 6l¢iim cihazi

3.3.5. Hidrolitik bozunma davranisi ve pH degisimi

Gelistirilen doku iskelelerinin sisme kapasitesi ve hidrolitik bozunma davranisi, 37 °C
sicaklik ve 50 rpm ¢alkalama hizindaki su banyosunda fosfat tampon ¢o6zeltisine (pH 7.4)
daldirilarak belirlenmistir. Numuneler 1x1 cm? boyutlarinda kesildi ve ilk agirliklar: test
edilmeden 6nce kaydedildi. Daha sonra, eppendorf tiiplerinde PBS ¢6zeltisine daldirildilar.
Her bir bozunma siiresinden sonra (7, 14, 21 ve 63 giin), numuneler PBS ¢ozeltisinden
cikarildr ve yiizeydeki fazla suyu hemen almak i¢in bir filtre kagidi pargasi ile hafifce
kurutularak analitik teraziyle tartildi.
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Hidrolitik bozunma davraniginin belirlenmesi i¢in 1slak agirliklarin dlgiilmesinden sonra,
numuneler bir petri kutusunda 48 saat boyunca oda sicakliginda kurutuldu ve tekrar tartildi.
Kiitle kayb1 yiizdesi daha sonra Es 3.1 kullanilarak hesaplandi (Augustine, Thomas ve
Kalarikkal, 2014; Huang, Xiong, Liu, Zhu ve Wang, 2013):

y Wo =W,
Kiitle kaybt (%) = TxlOO 3.1
0

W, numunenin baslangig kiitlesi ve Wy ise, bozunmadan sonra numunenin kalan kiitlesidir.

Her bir bozunma siiresi sonunda, bozunma ortamindaki pH degisiminin takibi yapilmistir.
3.3.6. Mekanik analiz

Doku iskelelerinin mekanik mukavemeti, AGS-J model gerilme test cihazi (Shimadzu,
Japonya) ile ¢ekme testleri ile belirlenmistir (Bkz. Resim 3.6). Tiim numuneler 6x2 cm?
boyutlarinda dikdortgenler seklinde kesildi ve test cihazinin iki mekanik kavrama tinitesi
arasina dikey olarak yerlestirilmistir. Cekme testleri mekanik yiikleme i¢in kavrama iiniteleri
arasinda 2 cm'lik bir uzunluk birakilarak, 1 mm/dak capraz kafa hizinda ve 500 N yiik
hiicresi uygulanarak gerceklestirildi. Ornek kalinliklar1 = 0.1 pum hassasiyete sahip

elektronik bir mikrometre ile 6l¢iilmiistiir.

Resim 3.6. Mekanik 6l¢iim cihazi
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3.4. Hiicre Kiiltiirii calismasi

Hiicre kiiltlir ¢aligmalarinda, fibroblast benzeri, osteoblasta farklilasan MC3T3-E1 hiicre
hattt kullanilmistir. Embriyonik fare kalvaryumundan elde edilen bu hiicre hatti, yiizeye
bagimli olarak iiremektedir. Minimum Essential Medium Alpha Modification (a-MEM) ile
flasklarda kiiltiir edilmistir. Hiicreler, flasklarda konfliient tabaka olusturduklarinda,
tripsinizasyon ile yiizeyden koparilarak FBS iceren a-MEM eklenmesi ile tripsin inhibe
edilerek elde edilen hiicre siispansiyonu santrifiijlenmistir. Daha sonra taze besi ortami
kullanilarak tekrar siispanse edilen hiicreler, hiicre yogunlugu 5x10° hiicre/doku iskelesi
olacak sekilde doku iskelelerine ekilmistir. Hiicre yapismasinin gergeklesmesi icin yaklagik
3 saat bekledikten sonra her bir kiiltiir kab1 goziine farklilagma ortami olan 50 pg/ml askorbik
asit, SmM B-gliserofosfat igerecek sekilde besiyeri ortami (% 89 DMEM, %10 FBS ve % 1
penisilin-streptomisin) eklenmistir. Her 3 giinde bir besiyeri ortami degistirilmistir.
Inkiibasyon 37°C’de, %95-98 nem, %5 CO; ve %95 hava icerigine sahip CO; inkiibatdriinde
(Sanyo, MCO-19AIC) gergeklestirilmistir. Steril ortam gerektiren tiim islemler laminer akis
kabininde (Telstar, BIOII Advance) yiiriitiilmiistiir.

3.4.1. Sitotoksisite (MTT) analizi

Doku iskeleleri iizerinde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin mitokondriyal aktiviteleri, kiiltiir
siresince farkli zamanlarda (1, 4, ve 7. ginlerde), 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi ile kantitatif olarak tayin edilmistir. MTT analizi,
in vitro kosullarda, hiicrelerin canliligina dayanan ve sitotoksisiteyi Olgmeye yarayan
kantitatif ve kalorimetrik bir yontemdir. (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) canli hiicrelerin mitokondirilerindeki siiksinat dehidrojenaz enzimine baglanarak
tetrazolyum bilesinini indirger ve boylece koyu mavi renkli formazan kristalleri olusur. Bu
kristaller DMSO ile ¢oziilir ve ortaya ¢ikan mor renkli ¢ozeltinin absorbans degeri

belirlenir. Elde edilen bu absorbans degeri, canli hiicre miktari ile dogru orantilidir.

MTT analizi i¢in 6ncelikle doku iskeleleri iizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilacaktir.
Ardindan, her bir géze 500 pL serumsuz besi ortami1 ve 50 uL MTT ¢ozeltisi (2.5 mg.mL*t
PBS) eklenmistir. Hiicreler bu sekilde 37°C’deki etiivde 3 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siirecinden sonra, doku iskeleleri iizerindeki ortam uzaklastirilarak iskeleler

baska bir 24 gozlii kiiltiir kabina aktarilmistir. Her bir géze 300 ul. DMSO eklenerek olusan
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formazan kristalleri ¢oziinmiistiir. Optik yogunluk, elde edilen ¢ozeltiden 200 pL alinarak,
690 nm referans olmak iizere 570 nm’de mikroplaka (eliza) okuyucu (Robonik, Readwell
Touch) ile spektrofotometrik olarak Olgiilmiistiir. Her bir numune i¢in ii¢ tekrarl

calisilmustir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMALAR

4.1. Karakterizasyon Sonuglari

4.1.1. Yiizey morfolojisi

Elektro-egirme yontemiyle iretilen malzemelerin karakterize edilmesinde yiizey
morfolojilerinin incelenmesi en 6nemli analizlerden birisidir. Elektro-egirme isleminde en
stk goriilen sorun genellikle boncuk olusumudur. Boncuk olusumu esasen ¢oziiciiniin
buharlagmamas1 ve igne ile toplayici arasindaki kisa mesafe nedeniyle olmaktadir (Reda,
Wen ve El-Kamel, 2017). Bu nedenle, islem parametrelerini optimize ederek bu durumdan
kagmilmalidir. Bu ¢alismada, gelistirilen iskelelerin yiizey morfolojileri SEM analizi ile
mikro diizeyde incelenmesinin yaninda AFM analizi ile atomik olarak nano diizeyde de

incelenmistir.

Cizelge 3.2° de verilen parametreler ile tiretilen iskelelerin SEM goriintiileri Resim 4.1 ve
Resim 4.2’ de verilmistir. Saf PLA/PVP ve CKNTcoon igeren iskelelerin SEM goriintiileri,
Resim 4.1 (a-d)'de verilmistir. Resim 4.1 (a), saf PLA/PVP iskelesinin morfolojisini
gostermektedir. PLA/PVP polimer karisimi ile elde edilen iskeleler herhangi bir boncuk
kusuru olmadan diizgin morfolojide tretilmistir. Resim 4.1 (c-d), sirasiyla PLA/PVP-
(0.25)CKNTcoon, PLA/PVP-(0.5)CKNTcoon Ve PLA/PVP-(1)CKNTcoon kompozit
iskelelerin SEM goriintiileridir. Goriildigii gibi, PLA/PVP polimer matrisine CKNTcoon
eklenmesiyle boncuk kusurlarina neden olmadan diizgiin yapida fiberler iiretilmistir. Yan
kesit goriintiileri incelendiginde ise gelistirilen doku iskelelerinin hiicreler arasi iletisime ve

hiicre gog¢iine izin verebilecek ags1 yapida oldugu goriilmektedir.
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Resim 4.1. CKNTcoon igeren iskelelerin SEM goriintiileri (a) PLA/PVP, (b) PLA/PVP-
(0.25)CKNTcooH, (€) PLA/PVP-(0.5)CKNTcooH, (d) PLA/PVP-(1)CKNTcooH

CKNTon igeren iskelelerin SEM goriintiileri saf PLA/PVP iskelesinin goriintiisiiyle birlikte
Resim 4.2 (a-d)'de verilmistir. Resim 4.2 (a-d), sirasiyla saf PLA/PVP, PLA/PVP-
(0.25)CKNTon, PLA/PVP-(0.5)CKNTon Ve PLA/PVP-(1)CKNTon kompozit iskelelerin
SEM goriintiileridir. CKNTcoon eklenmesinde oldugu gibi CKNTon eklenmesiyle de

boncuk kusurlar1 olmadan diizgiin yapida fiberler iiretilmistir.
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Resim 4.2. CKNTon igeren iskelelerin SEM goriintiileri (a) PLA/PVP, (b) PLA/PVP-
(0.25)CKNTon, (c) PLA/PVP-(0.5)CKNTon, (d) PLA/PVP-(1)CKNToH

Sonuglar, fiber morfolojisinin, hem CKNTcoon hem de CKNTon dahil edilmesinden
etkilenmedigini gostermektedir. Bununla birlikte, gelistirilen tiim iskelelerin ortalama fiber
caplarindaki degisim, SEM goriintiileri iizerinde Digimizer yazilimi ile incelenmis ve
sonuglar Resim 4.3 (a-g) 'de histogram olarak verilmistir. Resim 4.3 (a) da goriildiigii gibi,
PLA/PVP iskelesinin ortalama fiber ¢ap1 847 + 219 nm’dir. CKNTcoon igeren iskeleler
incelendiginde (Bkz. Resim 4.3 (b-d)) kiitlece %0,25 CKNTcoon ilavesinden sonra 847 +
219 nm'den 583 + 104 nm'ye diiserken %0,5 CKNTcooH Ve %1 CKNTcoon ilavesi ile
sirastyla 1167 = 138 nm ve 1187 + 284 nm’ye artmistir. Diger taraftan, kiitlece %0,25, %0,5
ve % 1 CKNTon igeren kompozit fiberlerin ortalama ¢aplar1 881 + 54 nm, 983 + 184 nm ve



46

884 + 150 nm olarak hesaplanmigtir. Benzer sonuglar Meng ve digerleri (Meng, Zheng, Li
ve Zheng, 2010) tarafindan da raporlanmistir. PCL polimer matrisine kiitlece % 0,1-%5
arasinda CKNT eklenen ¢alismada, diisiik oranda CKNT eklenmesi (kiitlece %0,1) saf
PCL’den elde edilen fiberlere gore daha diisiik fiber ¢apina sebep olurken; CKNT
derisiminin artmasiyla birlikte fiber ¢apinin da arttigi gozlenmistir. Hem CKNTon hem de
CKNTcooH igeren iskeleler igin artan CKNT derisimiyle birlikte fiber ¢aplarinin da arttigi
goriilmektedir. Bunun nedeni artan CKNT derisiminin yiikli fiber jetlerinin daha biiyiik
gerilme kuvvetine dayanmasina izin vermesi olabilir (Meechaisue, Dubin, Supaphol, Hoven
ve Kohn, 2006). Ayrica, Ra ve digerlerinin de (Ra, An, Kim, Jeong ve Lee, 2005) bildirdigi
gibi CKNT derisiminin artmasiyla polimer matris yerine CKNT’ler iizerine elektrik
kuvvetleri uygulanmis ve bunun sonucunda daha biiyiik ¢capl fiberler elde edilmis olabilir.
Iki fonksiyonel grup karsilastirildiginda CKNTcoon tiiriiniin CKNTow’ye gére fiber capinda

daha fazla artmaya neden oldugu goriilmektedir.
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Resim 4.3. PLA/PVP ve CKNT iceren iskelelerin ortalama fiber ¢api histogramlari (a)
PLA/PVP, (b) PLA/PVP-(0.25)CKNTcooH, (€) PLA/PVP-(0.5)CKNTcoow, (d)

PLA/PVP-(1)CKNTcooH,

(0.5)CKNToH, (g) PLA/PVP-(1)CKNToH

(€) PLA/PVP-(0.25)CKNTon,

(f) PLA/PVP-

Gelistirilen doku iskelelerinin yilizey topografyalar1 elektro-egirme islemi sirasinda lamel

tizerinde toplanarak AFM ile incelenmistir ve fiberlerin 2D ve 3D topografya goriintiileri

yiizey piuriizlilik degerleriyle (Ra) birlikte Resim 4.4’te verilmistir. Resim 4.4 (a) saf
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PLA/PVP fiberlerinin; Resim 4.4 (b-d) CKNTcoon igeren kompozit fiberlerinin; Resim 4.4
(e-g) ise CKNToH igeren kompozit fiberlerin AFM goriintiileridir.
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Resim 4.4. PLA/PVP ve CKNT igeren iskelelerin yilizey topografyalari ve piirtizlilik
degerleri (a) PLA/PVP, (b) PLA/PVP-(0.25)CKNTcoon, (C) PLA/PVP-
(0.5)CKNTcoon, (d) PLA/PVP-(1)CKNTcoon, (€) PLA/PVP-(0.25)CKNToH,
(f) PLA/PVP-(0.5)CKNTon, (g) PLA/PVP-(1)CKNTon

PLA/PVP fiberleriyle birlikte CKNTcoon ve CKNTon igeren kompozit fiberlerin AFM
goriintiileri incelendiginde, boncuksuz ve diizgiin yapida olduklari goriilmektedir. Bu sonug,
SEM goriintiilerini desteklemektedir. PLA/PVP polimer matrisine CKNT eklenmesinin
ylizey piiriizliiliigiine etkisini degerlendirmek icin AFM goriintiileri {izerinde XEI yazilimi
ile her 6rnegin yirmi bes farkli noktasi ayri ayri incelenmis ve ortalama yiizey piirtizliilik
degerleri (Ra) hesaplanmistir. Resim 4.4'te gosterildigi gibi, saf PLA/PVP fiberlerin Ra
degeri 376 + 72 nm’dir. PLA/PVP polimer matrisinde CKNTcoon ve CKNTon miktari
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kiitlece %0°dan %1’e arttirildiginda Ra degeri 376+ 72 nm’den sirasiyla 827+ 42 ve 501+
13 nm'ye yiikselmistir. Ayrica, sonuglar Ra degerlerinin hem CKNTcoon hem de CKNTon

derisiminin artmasiyla lineer olarak arttigini géstermistir.

4.1.2. FTIR analizi

FTIR spektroskopisi, malzemelerdeki, ozellikle kompozitlerdeki kimyasal baglari ve
molekiiler etkilesimleri aragtirmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Polimer matrisi
ile katki malzemeleri arasinda hidrojen bagi veya dipolar etkilesimi gibi farkli bir kimyasal
etkilesim varsa, kompozitlerin FTIR spektrumlarinda bant kaymasi ve genislemesi
gozlemlenir (Cai ve digerleri, 2014). PLA/PVP matrisi ile CKNTcoon ve CKNTon
arasindaki molekiiler etkilesimleri incelemek igin Oncelikle her bir malzemenin (saf
CKNTcooHn, saf CKNTon, saf PLA, saf PVP ve PLA/PVP) FTIR spektrumlari ayri ayri
incelenmistir. Daha sonra PLA/PVP ve tiim kompozitlerin FTIR spektrumlar1 analiz
edilmigtir. CKNTcoon Ve CKNTon’e ait FTIR spektrumlari Sekil 4.5°te verilmistir.

CKNT-COOH

CKNT-OH

Gecirgenlik (%)

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Dalga sayisi (cm™)

Resim 4.5. FTIR spektrumlari: CKNTcoon ve CKNToH

Sekil 4.5’te gosterildigi gibi, saf CKNTcoon'nin FTIR spektrumu igin 2960 cm™'de asimetrik
metil gerilme band1 ve 2925 cm™ ve 2853 cm™'de asimetrik/simetrik metilen gerilme bantlar1
gozlenmistir. Genellikle bu gruplarin nanotiiplerin yan duvar vyiizeyindeki kusur

bolgelerinde yer aldigi varsayilmaktadir (Scheibe, Borowiak-Palen ve Kalenczuk, 2010).
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CKNTon icin, 2925 cm™ ve 2853 cm™'deki spektrum bantlar1 biiyiik 6lciide azalmistir, bu
da CKNTcoon yiizeyindeki alkil zincirlerinin CKNTon nanotiiplerin yiizeyinde olmadigini
gostermektedir (Montanheiro ve digerleri, 2014). CKNTcoon yiizeyindeki karboksil
fonksiyonel gruplarinin karakteristik bantlar1 1745 cm™, 1560 cm™ ve 1455 cm™'de
gdzlenmistir. 1560 cm™’deki pik, karboksilat anyon gerilmesi ile ilgilidir (Atieh ve digerleri,
2010). Bu bantlar CKNTon spektrumu iizerinde goriilmemistir.

Sekil 4.6 saf PLA, saf PVP ve PLA/PVP karisiminin FTIR spektrumlarim1 géstermektedir.
Saf PVP'nin FTIR spektrumunda, 3550-3200 cm™ arasindaki genis bant, hidroksil grubunun
O-H gerilmesini gostermektedir. PVP pirolidon halkasinda heteroatomik molekiillerin ve
karbonil gruplarinin varligi, C=0 gerilmesi olarak 1656 cm™’deki keskin pik ile
goriilmektedir ve 1291 cm™’deki pik, amid grubunun C-N gerilmesi ile ilgilidir
(Reksamunandar, Edikresnha, Munir, Damayanti ve Khairurrijal, 2017; Saroj, Singh ve
Chandra, 2013). 1440 cm™’deki pik ise CH2 grubunun C-H deformasyonunu gostermektedir
(Someswararao, Dubey, Subbarao ve Singh, 2018). 2800-3000 cm™ bolgesinde goriilen
pikler ise PVP’de bulunan metilen gruplarindaki asimetrik/simetrik C-H gerilme
titresimlerine aittir (Someswararao ve digerleri, 2018). Saf PLA’nin FTIR spektrumu
incelendiginde ise Karakteristik gerilme bantlar1 1753 cm™ (C=0), 2995 cm™? (—CHs
asimetrik), 2946 cm™ (~CHjs simetrik) ve 1083 cm™ (C-0)’de gériilmektedir (Y. Liu, Liang,
Wang, Qin ve Zhang, 2018; Ye, Zhang ve Yu, 2017). Bununla birlikte karakteristik egilme
bantlar1 ise 1452 cm™? (~CHs asimetrik) ve 1361 cm™’de (—CHj3 simetrik) gdzlenmistir
(Torres-Huerta, Palma-Ramirez, Dominguez-Crespo, Del Angel-Lopez ve De La Fuente,
2014). PLA/PVP karigiminin FTIR spektrumunda PLA ve PVP polimerlerinin karakteristik
pikleri agikga goriilmektedir. Benzer olarak Yongtang ve digerleri (Jia, Huang, Dong, Liu
ve Nie, 2016) PCL ve PVP ile hazirladiklar1 nanofiber kompozitlerde her bilesenin
karakteristik piklerini gosterdigini ve pik noktalarinin pozisyonlarinda hemen hemen hicbir

degisiklik olmadigini belirtmistir.
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Resim 4.6. FT-IR spektrumlari: PLA, PVP ve PLA/PVP

PLA/PVP fiberleri, PLA/PVP-CKNTcoon Ve PLA/PVP-CKNTon kompozit fiberlerinin
FTIR spektrumlari Sekil 4.7'de sunulmustur. Gorildiigi gibi, PLA/PVP ile ilgili bolgeler
tiim spektrumlarda net bir sekilde gdzlenmistir. Bagka bir deyisle, CKNTcoon veya CKNTon
eklenmesi ile CKNT’ler ile PLA/PVP arasinda kimyasal yapi bakimindan 6nemli bir fark
yoktur ve ¢ozelti hazirlama ve elektro-egirme islemleri sirasinda herhangi bir kimyasal
reaksiyon olusmadigimi gostermektedir. PLA/PVP fiberleri ile kompozit fiberler
karsilastirildiginda, hemen hemen tiim piklerin yogunluklarinda bir artis gosterdigi agikca
goriilmektedir. PLA/PVP-CKNT zirvelerinde gozlenen yogunluk ve genislemedeki artis
muhtemelen birbirine yakin piklerin st iiste gelmesi ile iliskilidir (Ligin Chen ve digerleri,
2009).



52

\t

{

|

Gegcirgenlik (%)

|

{

}..

{

A RS

 —
vV W,

L

»

—-—-—"—-—-— — o w ] ———

'

.
[
-
[
.
-
! ‘J
[
.

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Dalga sayisi (cm™1)

Resim 4.7. FT-IR spektrumlar:: (a) PLA/PVP, (b) PLA/PVP-(0.25)CKNTcooH, (C)
PLA/PVP-(0.5)CKNTcoon, (d) PLA/PVP-(1)CKNTcoor, (€) PLA/PVP- (0.25)

CKNTon, (f) PLA/PVP-(0.5)CKNTow, (g) PLA/PVP-(1)CKNTon

4.1.3. XRD analizi

Gelistirilen iskelelerin kristalin-amorf yapist ve CKNT ile polimer matrisin uyumlulugu,
XRD analizi ile arastirilmigtir. Saf CKNTon, saf CKNTcoon, PLA/PVP ve kompozit

iskelelerin XRD kirmim desenleri Sekil 4.8 de verilmistir.
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Resim 4.8. XRD kirinim desenleri: (a) Saf CKNTcoon, (b) Saf CKNTon, (¢) PLA/PVP, (d)
PLA/PVP-(0.25)CKNTcoon, (€) PLA/PVP-(0.5)CKNTcoon, (f) PLA/PVP-
(1)CKNTcooH, (g) PLA/PVP-(0.25)CKNToH, (h) PLA/PVP-(0.5)CKNTow, (i)
PLA/PVP-(1)CKNTox

Amorf bir yapist olan PLA polimerine ait karakteristik kirmim piki genis bir a¢1 araliginda
yaklagik 20 = 17 ©* de goriilmektedir (Haroosh, Chaudhary ve Dong, 2011). XRD
spektrumlari, 6nceki literatiire uygun olarak saf CKNTon ve saf CKNTcoon tozlari igin
25,60° ve 42,7°° de iki pik gostermistir (Vinod Gupta and Tawfik A. Saleh, 2011).
CKNT'lerin karakteristik pikleri, PLA/PVP matrisindeki diisiik derisimleri nedeniyle

baskilanmuistir.

Amorf ve kristalin iskeleler karsilastirildiginda, amorf yapi, hiicresel siire¢lerde daha ¢ok
hiicre yapismasi ve ¢ogalmasina izin vermektedir (Perumal ve digerleri, 2017). Bu nedenle,

amorf biyomalzemeler biyomedikal uygulamalar i¢in daha caziptir (Atala, Lanza, Thomson
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ve Nerem, 2008; Perumal ve digerleri, 2017). Sonug olarak, gelistirilen iskelelerin yapisal

ozellikleri uygundur.

4.1.4. Yiizey temas a¢1 analizi

Bir malzemenin hidrofilik/hidrofobik  6zelliklerinin ~ karakterizasyonu, potansiyel
uygulamalarinin belirlenmesi icin esastir. Biyomedikal uygulamalarda, 6rnegin doku
mithendisliginde ilk hiicre yapismasini etkileyebilecegi icin iyi 1slanabilirlik/hidrofiliklige
sahip bir malzemenin kullanimi beklenir (Rodrigues ve digerleri, 2016; J. Wang, Chen,
Ramakrishna, Tian ve Mo, 2017). Gelistirilen doku iskelelerinin islanabilirlik 6zelliklerini
(hidrofiliklik-hidrofobiklik) analiz etmeyi saglayan temas ag¢i degerleri Sekil 4.3° te
verilmistir. Temas a¢1 degeri 0”ye yaklastik¢a yiizeyin 1slanabilirligi, baska bir deyisle
hidrofilikligi artmaktadir (Oliveira, Mattoso, Orts ve Medeiros, 2013).

a 77,8°

b 7280 © 50,40 @ 48,7°
e 47,3° f 23° g 11,6°

e —

Resim 4.9. Doku iskelelerinin temas ag¢1 degerleri (a) PLA/PVP, (b) PLA/PVP-
(0.25)CKNToH, (c) PLA/PVP-(0.5) CKNToH, (d) PLA/PVP-(1)CKNToH, (e)
PLA/PVP-(0.25)CKNTcooH, (f) PLA/PVP-(0.5)CKNTcooH, (g) PLA/PVP-
(1)CKNTcooH
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PLA/PVP iskelesinin temas a¢1 degeri 77,8°’dir. CKNToH igeren kompozit iskelelerin temas
ag1 degerleri incelendiginde; PLA/PVP-(0,25)CKNTon 72,8°, PLA/PVP-(0,5)CKNToH
59,4°, PLA/PVP-(1)CKNTon 48,7°°dir. CKNTcoon iceren kompozit iskelelerininki ise;
PLA/PVP-(0,25)CKNTcoon  47,3°,  PLA/PVP-(0,5 CKNTcoon 23°, PLA/PVP-
(1)CKNTcoon iskelesininki ise 11,6° olarak bulunmustur.

Literatiirde de bildirildigi gibi poliesterler ve polieterler (PCL; 118°, PLA; 110° ve PLGA;
116°) diistik 1slanabilirlik 6zelligine sahiptir ve yiiksek temas a¢1 degerleri gosterir (Basu ve
digerleri, 2017). Bununla birlikte, PVP hidrofilik yapidadir ve 6zellikle biyomedikal
uygulamalarda malzemelerin yiizey islanabilirligini arttirmak igin hidrofobik yapili
polimerlerle birlikte kullanilmaktadir (Archana, Singh, Dutta ve Dutta, 2013; Teodorescu ve
Bercea, 2015; Tsekova, Spasova, Manolova, Markova ve Rashkov, 2017). Biyomedikal
malzemelerin 1slanabilirlik 6zellikleri hem su, kan gibi viicut sivilarinin malzemelerce
absorplanmasini arttirmak hem de hiicrelerin yiizeye tutunmasini ve yasamsal faaliyetlerini
siirdiirebilmeleri i¢in 6nemlidir. Dolayisiyla calismanin temel polimer matrisini
hidrofobik/hidrofilik polimer karisimi olan PLA/PVP olusturmaktadir. PLA/PVP’nin temas
agt degeri 77,8%dir ve ortalama diizeyde bir 1slanabilirlik 6zelligine sahiptir. FTIR analiziyle
de gosterildigi gibi PVP’nin varligi polar hidroksil gruplara ve dolayisiyla literatiirde
bildirilen saf PLA temas a¢1 degerlerine kiyasla daha hidrofilik 6zelliktedir.

PLA/PVP ile CKNTon igeren doku iskelelerinin temas ag1 degerleri karsilastirildiginda,
CKNTon varliginda iskelenin hidrofilisitesi CKNTon derisiminin artmasiyla paralel olarak
artmaktadir ve maksimum CKNTon (%1 w/w) ilavesinde 77,8°’den 48,7%ye diistiigi
goriilmektedir. Bununla birlikte, CKNTcoon eklenen iskelelerin de hidrofilisitesinin
CKNTcooH derisimiyle paralel arttigi ve %1 (w/w) oraninda eklendiginde 77,8°den 11,6%’ya
diiserek CKNTon’ye gore 1slanabilirlik 6zelliklerini daha fazla arttirdigi bulunmustur. Her
iki CKNT tiirli miktarmin artmasiyla birlikte hidrofilisite dogru orantili olarak artmustir.
Ayrica, CKNTcooHn igeren doku iskelelerinin ¢alisma kapsaminda iiretilen iskeleler arasinda
en hidrofilik 6zelliktekiler oldugu goriilmektedir. Bu durum Flores-Cedillo ve dig. (Flores-
Cedillo ve digerleri, 2016) tarafindan da aciklandig1 gibi kompozitten ¢ikint1 yapan CKNT
yiizeyinde hidroksil ve karboksilik gruplar1 gibi oksijen iceren tiirlerin varlifiyla veya yiizey

puriizliligiindeki degisikliklerle agiklanabilir.



56

4.1.5. Hidrolitik bozunma davranisi

Hidrolitik bozunma

Doku miihendisliginde, iskelelerin bozunma oraninin dokunun yenilenmesi ve onarimi
stirecinde kontrol edilebilir olmasi beklenir ve bozunma siireci polimer kompozitlerin
kompozisyonunun degistirilmesiyle kontrol edilebilmektedir (Revati ve digerleri, 2017).
Bozunma hizi, hasarli bélgenin geri kazanilmasini etkileyen kritik bir faktordiir (Augustine
ve digerleri, 2014; Lam ve digerleri, 2008). Bu nedenle, CKNT katkisinin doku iskelelerinin
in vitro bozunma davranisi tizerindeki etkisi pH 7,4’te, 37 °C’de, 50 rpm ¢alkalama hizindaki
PBS c¢ozeltisi igerisinde degerlendirilmistir. Resim 4.10 (A ve B)’de, PLA/PVP ve farkli
oranlarda CKNTcoon Veya CKNToH igeren kompozit doku iskelelerinin in vitro bozunma
stirecindeki kiitle kaybi verilmistir. Resim 4.10 (A) CKNTcoon igeren kompozitlerin
bozunmasini gostermektedir. 63 giin bozunma siiresinden sonra saf PLA/PVP, PLA/PVP-
(0.25)CKNTcoon, PLA/PVP-(0.5)CKNTcoon, PLA/PVP-(1)CKNTcoon kiitle kayiplari,
sirastyla %50,6, %52,2, %73,4 ve % 74,4 tiir. Bununla birlikte, Resim 4.10 (B)’de gosterilen
CKNTon katkili iskelelerin kiitle kayiplari ise PLA/PVP-(0.25)CKNTon, PLA/PVP-
(0.5)CKNToH, PLA/PVP-(1)CKNTon iskeleleri igin kiitle kaybi oranlari sirasiyla %64,8,
%38,2, %17,8’dir. CKNTcoon i¢eren iskelelerin kiitle kayb1 artan derisimle birlikte artarken
CKNTonigeren iskeleler zit zellik gostermektedir. Bu durum CKNTcoon igeren iskelelerin
yiiksek hidrofilisitesiyle a¢iklanabilir. Diger 6rneklere gore daha fazla suyun matrise girmesi
bozunma siirecini hizlandirmis olmalidir. Benzer olarak, Luo ve digerleri de hidrofilik
titanyum nanopargaciklari ekledikleri PLA filmlerin hidrolitik bozunmasinin hidrofilisitenin
artmastyla matrise absorplanan suyun polimer-pargacik arayiizeyinde bozunmayi

hizlandirdig1 ve derisim arttikca bozunmanin da arttigini belirtmislerdir.

Literatiirde tampon ¢ozeltilerinde polimer bozunmasi ile iligkili kiitle kaybinin ii¢ asamada
gerceklestigi bildirilmistir (Llop ve digerleri, 2015; Zhu ve digerleri, 2017). Ik asamada
molekiiler agirlikta izl bir diisiis ile diisiik kiitle kayb1 oldugu bildirilmektedir. Ikinci
asamada, yiiksek kiitle kaybi, molekiiler agirlik kaybinin yavaglamasi ve monomerlerin
olusumu ile birlikte baglar. Son asamada ise kiitle kayb1 tamamlanir. Alifatik poliesterlerin
bozunmasi, hidrolitik reaksiyona dayanir. Dolayisiyla bozunma siirecinin ilk adimi su alimi,
ardindan ana zincirdeki ester baglarinin kirtlmasina neden olan hidrolizdir (Choi, Choi, Han,

Park ve Ha, 2013). Su molekiilleri polimer zincirlerindeki ester baglarini kirdiginda, polimer
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zincirlerinin ortalama uzunlugu daha kiigiik hale gelir. PLA/PVP iskelelerinde goriilen kiitle
kaybinda ester baglarmin kirilmasinin yaninda PVP’nin su igerisinde ¢oziinmesi de etkili
olmustur (Peng ve digerleri, 2013). Ozetle, PLAPVP-CKNT kompozit iskelelerinin

hidrolitik bozunma hizi, CKNT nin yiizey 6zelliklerinden ve derisiminden etkilenmistir.
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Resim 4.10. Doku iskelelerinin hidrolitik bozunma siiresince kiitle kayb1 (A ve B) ve pH
degisimi (C ve D); (a) PLA/PVP, (b) PLA/PVP-(0.25)CKNTcooHn, (C)
PLA/PVP-(0.5)CKNTcooH, (d) PLA/PVP-(1)CKNTcoon, (e) PLA/PVP-
(0.25)CKNTon, (f) PLA/PVP-(0.5)CKNToH, (g) PLA/PVP-(1)CKNToH

pH degisimi

Bozunma ortamindaki pH degisimi, Sekil 4.10 (C ve D)'de gosterilmektedir. PLA/PVP

iskelesinin pH'1, ilk iki haftada azalmistir ve sonraki bozunma siirecinde tekrar yiikselme
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egilimi gostermistir. Kompozit iskelelerin pH'lar1 ilk haftada diismiistiir ve bozunma
ilerledikce dalgalanmistir. 63 giinliik bozunma siirecinin sonunda, kiitlece % 0, %0,25, %0,5
ve %1,0 CKNTcoon igeren iskelelerin bulundugu ortamin pH degerleri sirasiyla 6,8, 6,8, 6,9
ve 6,8 iken kiitlece %0,25, %0,5 ve %1,0 CKNTon igeren iskelelerin bulundugu ortamin pH
degerleri sirastyla 6,7, 6,8 ve 6,8’dir. Ancak ilk ii¢ hafta periyodunda CKNTcooH igeren
iskelelerin bulundugu ortamin pH degisimlerinin CKNTon igerenlere gore daha fazla oldugu
gorilmektedir. Ayrica, CKNTon iceren iskelelerin pH degisimlerinin nispeten daha
istikrarlidir. Bu sonug kiitle kayb1 sonuglar1 birbirini desteklemektedir. Ciinkii CKNTcoon
iceren Orneklerin daha fazla kiitle kaybina ugramasi ortamda daha fazla bozunma iiriinii
olmasina ve dolayisiyla pH degisimine neden olmustur. PLA’nin bozunmasindan
kaynaklanan asidik gruplarin, bozunma ortaminin pH degerini diisiirebilecegini belirten
caligmalar da bu c¢ikarimi desteklemektedir (Revati ve digerleri, 2017; Sin ve digerleri,

2013).

Literatiirle uyumlu olarak asagidaki iki gézlem, bozulma siireciyle birlikte kabul edilebilir.
Ik olarak, bozunma, ester hidrolizini oto-katalize ettigi bilinen karboksilik asit zinciri
uclarinin sayisin1 artirma egiliminde olmasidir (Vert, Mauduit ve Li, 1994). Ikincisi, iskeleyi
cevreleyen sulu ortamda ¢ozliniir oligomerlerin matristen ayrilmasidir (Elsawy, Kim, Park
ve Deep, 2017). Baska bir deyisle, bozunmanin tamamlanmasindan 6nce, yiizeye daha yakin
olan ¢oziiniir oligomerler ayrilabilir. ikinci durumun sonucunda bozunma yan iiriinii laktik
aside donlismeye baslayacaktir, dolayisiyla pH'in azalmasina neden olmus olabilir (H. Liu,
Slamovich ve Webster, 2006). Ilk iki haftalik inkiibasyondan sonra pH degerinin yeniden

artmasi, numune hacminin énemli 6lgiide azalmasindan olabilir (Vert ve digerleri, 1994).
4.1.6. Mekanik dayamim analizi

CKNT’nin gelistirilen iskelelerin mekanik 6zelliklerine olan etkisi gekme dayanimu testi ile
belirlenmistir ve sonuglar Resim 4.13.’de verilmistir. Saf PLA/PVP i¢in ¢ekme dayanimi 1,2
MPa’dir. Her iki CKNT tiirii i¢in (CKNTcoon ve CKNTon) derisimin artmasiyla birlikte,
kompozitlerin gerilme direnci kademeli olarak artmistir. %0,25, %0,5, %1,0 CKNTcooH
eklenmesi ile saf PLA/PVP i¢in 1,2 MPa olan ¢ekme dayanimi sirasiyla; 1,4 MPa, 1,5 MPa,
3,1 MPa olarak bulunmustur. Diger yandan, %0,25, %0,5, %1,0 CKNTon igeren kompozit
iskelelerin ¢ekme dayanimlari sirasiyla; 1,2 MPa, 1,5 MPa ve 2,2 MPa’dir. Elde edilen

veriler, CKNT'lerin artan derisimlerde (kiitlece %0,25-1,0) genellikle artan gerilme
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dayanimi sagladigini raporlayan benzer ¢alismalarla uyumludur (Flores-Cedillo ve digerleri,
2016; Lee, Shin, Jin ve Kim, 2011).

Literatiirdeki bilgiler KNT ile gelistirilen kompozitlerin gerilme kuvvetinin, inorganik fazin
matris reginesinde bir dereceye kadar diizgiin bir sekilde dagitilmasinin yani sira ara yiizey
morfolojisi ve baglanma durumuna da bagli oldugunu gostermektedir (Coleman, Khan, Blau
ve Gun’ko, 2006; Luo, Wang, Zuo, Ji ve Liu, 2018). Bu nedenle, kompozit iskelelerin
gerilme dayanimi, her iki tiir KNT i¢in de artmistir. Ancak, maksimum derisimde (%1,0)
CKNTcooH katkist ile %155 artan ¢ekme dayanimi ayn1 oranda CKNTow ilavesi ile %73,7
artmistir. Bu sonug, 6zellikle mekanik dayanimin 6nemli oldugu kemik doku miihendisligi
gibi uygulamalarda CKNTcoon’nin iskelelerin hiicresel siirecler sirasinda mekanik

biitiinliiglinii korumasi i¢in daha ideal oldugunu gostermektedir.

4.0 + -PLAIPVP
I 7L~/PvP-0.25 MWCNT-COOH
351 Il 7~/7vP-0.5 MweNT.cOOH
- I pLA/PVP-1 MWCNT-COOH
g I 7L~/PvP-0.25 MWCNT-OH
s 3.0+ I -.~vP-05 mwenT-OH
S B~ ~/Pvp-1 MwenT-OH
S 2.5
o
3
- —
=20
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= 1.5
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=
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Resim 4.11. Doku iskelelerinin ¢ekme dayanimlari; (a) PLA/PVP, (b) PLA/PVP
(0.25)CKNTcooH, (¢) PLA/PVP-(0.5)CKNTcooH, (d) PLA/PVP-
(1)CKNTcooH, (€) PLA/PVP-(0.25)CKNTon, (f) PLA/PVP-(0.5)CKNToH, (9)
PLA/PVP-(1)CKNTowH.
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4.2. In vitro hiicre Kkiiltiirii calismalar:

Literatiirde yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar, CKNT’lerin doku iskelelerinde hiicre
yapismasi, proliferasyonu gibi hiicresel siiregler iizerinde olumlu etkinliklerinin oldugunu
gostermektedir (Mikael ve digerleri, 2014; Rodrigues ve digerleri, 2016; Silva ve digerleri,
2017; Valverde ve digerleri, 2016). Kemik doku miihendisligindeki ¢alismalarin temel fikri,
kemiklerin inorganik kismini olusturan kalsiyum kristallerini saran organik yapidaki
kollojen proteinlerinin yerine KNT’lerin kullanilmasi ve kirilan ya da osteoporoz (kemik
erimesi) gibi hastaliklarla hasar goren kemiklerin yenilenmesini saglamaktir (Bhattacharya
ve digerleri, 2011; Yoon ve digerleri, 2014). Dolayisiyla hiicre kiiltiirli ¢alismalart MC3T3-

E1 6nciil kemik hiicreleriyle yapilmistir.

4.2.1. Hiicre proliferasyonu

MCS3T3-El hiicreleriyle yapilan MTT analizinin sonuglar1 Resim 4.12. (A ve B)’de
verilmistir. CKNTcoon igeren iskelelerin sonuglart incelendiginde (Bkz. Sekil 4.12. (A)),
tiim iskelelerin 1. ve 4. giinlerdeki optik yogunluk degeri saf PLA/PVP’yle kiyaslandiginda
yaklagik iki kat daha fazladir. 7. giinde aradaki fark azalmakla birlikte anlamli bir fark
yoktur. 1. ve 4. giinlerde %0,5 CKNTcoon iceren iskelenin en yiiksek optik yogunluk
gosterdigi goriilmektedir. Diger yandan CKNTon igeren iskelelerin PLA/PVP’ye gore
yiiksek optik yogunluk gostermesine ragmen CKNTcoon igeren iskelelerden daha diisiik
metabolik aktivite sagladigi goriilmektedir. Ek olarak, CKNTcoon’in aksine CKNTon
derisimi arttikca optik yogunluk degerleri de diismektedir. Tiim iskeleler birlikte

degerlendirildiginde CKNTcoon igeren iskelelerin ideal 6zellikler tagidig gortiilmektedir.

Mikael ve digerleri (2014) (Mikael ve digerleri, 2014), kemik doku mithendisligi icin PLGA-
CKNT mikro kiireler hazirlayarak saf ve farkli fonksiyonel gruplar igeren CKNT’lerin
etkinligini in vitro ve in vivo olarak degerlendirmistir ve bu ¢alisma kapsaminda elde edilen
verilerin aksine (—OH) fonksiyonellestirilmis KNT’lerin daha iyi 6zellik gosterdigini
raporlamiglardir. Bu farkliligin nedeni muhtemelen iskele 6zellikleri i¢cin ¢gok 6nemli olan
biyomalzemelerin yapisi ve tretim siirecidir. Cilinkii ayni bilesenlerden farkli tiretim
yontemleriyle elde edilen malzemeler bile ¢ogu zaman benzer sonuglar vermeyebilmektedir
(Karageorgiou ve Kaplan, 2005; Liang ve digerleri, 2018). Dahasi, ¢alisma kapsaminda

elektro-egirme teknigi ile gelistirilen fibroz iskelelerin avantajlarindan birisi nano boyutta
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fiberlerin elde edilmesi ve dolayisiyla daha yiiksek yiizey alani imkani sunmasidir (George,
2004). Mikro boyutta yapilan arastirmalarin daha kiigiik 6lgeklerde yapilmasi hiicresel
siirecleri daha detayl takip etmemizi saglamaktadir (Yim ve digerleri, 2010). Sonug olarak
Mikael ve digerlerinin yaptiklar1 ¢alismanin mikro boyutta olmasi da ¢ikan zit sonuglarin

sebebi olabilir (Bkz. Sekil. 2.17.).
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Resim 4.12. Preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin kiiltiiriin 1, 4 ve 7. giinlerindeki MTT
sonuglari. Veriler, her numune igin {i¢ farkli deneyin ortalamasi ve standart
sapma degerleriyle ifade edilmistir. (a) PLA/PVP, (b) PLA/PVP-
(0.25)CKNTcoor, ()  PLA/PVP-(0.5CKNTcoon, (d) PLA/PVP-
(1)CKNTcooH, (€) PLA/PVP-(0.25)CKNTon, (f) PLA/PVP-(0.5)CKNToH, (9)
PLA/PVP-(1)CKNToH, (K) Bos plaka.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda kemik doku miihendisligine yonelik, elektro-egirme yontemiyle hidroksil
veya karboksil ile fonksiyonellestirilmis ¢ok katmanli karbon nanotiip i¢eren fibroz
iskeleler gelistirilerek morfolojik, fizikokimyasal ve mekanik &zellikleri incelenmistir.
Bununla birlikte, preosteoblastik MC3T3-E1 hiicre hattiyla yapilan hiicre kiiltiirii

calismalar ile proliferasyon ve alkalin fosfataz aktiviteleri belirlenmistir.

(PLA/PVP-CKNTcooH) Ve (PLA/PVP-CKNToH) igeren kompozit doku iskelelerinin

ozellikleri agsagida siralanmistir:

e SEM ve AFM analizleri sonucunda, tiretilen %0,25, %0,5 ve %1,0 (w/w) derisimlerinde
hem CKNTcoon hem de CKNTon igeren doku iskeleleri diizgiin ve boncuksuz sekilde
iretilmistir.

e FTIR sonuglarinda, PLA/PVP polimer karisimi ve CKNT’ler arasindaki molekiiler
etkilesimin diizgiin oldugu, her bir bilesenin karakteristik 06zelliklerini korudugu
gorilmiistiir.

e XRD sonuglarinda, amorf yapidaki PLA polimerinin baskin 6zellik gostermistir ve
CKNT’lere ait karakteristik bir yap1 goriilmemistir.

e (CKNT eklenmesi ile saf PLA/PVP iskelesine gore daha hidrofilik 6zellikte iskeleler elde
edilmigtir. Hem CKNTcoon hem de CKNTon igeren iskelelerde artmasiyla
hidrofilisitenin de arttig1 gozlenmistir. Bununla birlikte, CKNTcoon iceren iskelelerin
hidrofilisitesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.

e Hidrolitik bozunma analizi sonucunda, CKNTcoon igeren iskelelerde yiiksek
hidrofilisite nedeniyle en yiiksek kiitle kayb1 goriilmiistiir. Bozunma siirecinde ortam
pH’s1t bozunma {iriinlerinin ortama salinmasi nedeniyle baslangicta diismiis ve daha
sonra tekrar ylikselmistir. CKNTon igeren iskelelerin bozunma ortaminda pH nispeten
daha az de8ismistir.

e Mekanik dayanim sonuglarinda, hem CKNTcoon hem de CKNTonH eklenmesi mekanik
ozellikleri iyilestirmistir ve derisimle birlikte lineer olarak artmistir. En yiiksek ¢ekme
dayanimi CKNTcoon igeren iskelelerde elde edilmistir.

e In vitro hiicre proliferasyonu calismalarinda, 1, 4 ve 7 giinliik MTT analizi sonucunda,
MC3T3-E1 hiicreleri iizerinde toksik bir etki gostermemekle birlikte saf PLA/PVP ve
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CKNTon igeren iskelelere gore daha yiiksek hiicre proliferasyonuna izin verdigi

sonucuna ulagilmistir.

Sonug olarak, CKNTcoon igeren iskelelerin kemik doku miihendisligi uygulamalari i¢in

daha ideal oldugu bulunmustur.

Gelecek ¢alismalar agagida belirtilmistir:

Gelistirilen doku iskelelerinin in vitro hiicre kiiltiir galismalariin gelistirilerek,

= hiicre farklilasmasinin belirlenmesi,

= Kkollajen ve kalsiyum miktarlarinin tayini

= Kkollajen tip I, osteokalsin ve osteopontin gibi gen ifadelerinin ger¢ek zamanl polimeraz

zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile incelenmesi onerilmektedir.

e Karbon nanotiiplerin elektriksel iletkenlik 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir. Bu

ozelligin hiicreler tizerinde indiikleyici etkinliginin degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

e KNT ile birlikte antioksidan ve/veya terapétik etkinligi olan ila¢ etken madde yiiklemesi

yapilarak sinerjistik 6zellikte bir iskele tiretimi nerilmektedir.
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