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Bu tez calismasinin amaci, Ozellikle kemik doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilmak iizere, jelatin ve jelatin/kitosan c¢ozeltilerinden elde edilen nanofibroz
doku iskelelerinin elektrospinning metodu ile iiretilmesi, biyomimetik hidroksiapatit
ile kaplanmasi ve karakterizasyonudur. Coziicii olarak asetik asit, formik asit ve
diklorometan (1/7/2, hacim orani) sisteminin kullanildigi, c¢ozeltiye uygulanan
voltajin 13 kV ve polimer ¢o6zeltisini iceren siringa ucu ile toplayict arasindaki
uzakligin 10 cm olarak sabit tutuldugu ve besleme hizinin 0,3 ml/h oldugu sistemde
jelatin polimerinin konsantrasyonu %15 - 30 araliginda degistirilerek (%15, %20,
%25, %30) elektrospinning yontemi ile nanofiberleri iceren doku iskeleleri
tiretilmistir. Ayrica toplam konsantrasyon icerisinde jelatin ve kitosan yiizdeleri 25
ve 5 olacak sekilde ayarlanarak elektrospinning yontemi ile nanofibréz doku
iskeleleri iiretilmistir. Doku iskeleleri 3 giin boyunca glutaraldehit buharinda capraz
baglanmis ve 3, 6, 18, 30 saat zaman araliklarinda sentetik viicut sivisi igerisinde
bekletilerek biyomimetik hidroksiapatit ile kaplanmislardir. 0,3 ml/h ve 0,5 ml/h
besleme hizi ile iiretilen jelatin nanofibroz doku iskelelerinin ortalama nanofiber
caplar1 158423 — 371426 ve 10714 — 395445 nm arasinda degiskenlik gostermistir.
Jelatin/kitosan komposizyonu ile elde edilen nanofibréz doku iskelelerinde ortalama
nanofiber ¢ap1 781£99 nm olarak Sl¢iilmiistiir. Sentetik viicut sivisi icerisinde 3, 6,
18 ve 30 saat siireler boyunca kaplanan nanofibroz doku iskeleleri incelendiginde,
kaplama siiresi arttikgca numunelerde agirlik artis1 oldugu ve kaplama siiresi arttikca
nanofibroz doku iskelesi ylizeyine tutunan iyonlarin konsantrasyonun arttig1 ortaya
koyulmustur. In vitro degredasyon caligsmalari, farkli jelatin konsantrasyonlarindaki
cozeltilerden iiretilen nanofibréz doku iskelelerinin 7 giin sonunda tamamiyla
degrede olmadigini ve formunu korudugunu ortaya koymustur. % 15 ve %30 jelatin
konsantrasyonundaki c¢ozeltilerden iiretilen nanofibréz doku iskelelerinin 7 giin
sonunda sirast ile %27’ si ve %7,4’1i degrede olmustur. Bu tez calismasinda, klinik
uygulamalarda kemik doku onariminda kullanilmak iizere, kimyasal, fiziksel ve in
vitro degredasyon profilleri karakterize edilmis jelatin ve jelatin/kitosan nanofibroz
doku iskeleleri elektrospinning yontemi ile iiretilmistir.

Anahtar Kelimeler: Doku Miihendisligi, Elektrospinnig, Kemik Doku Iskelesi,
Jelatin, Kitosan, Hidroksiapatit

Damsman: Yrd. Dog. Dr. Nimet KARAGULLE, Kimya Miihendisligi Béliimii,
Mersin Universitesi
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PRODUCTION OF GELATIN / CHITOSAN NANOFIBERS
WITH ELECTROSPINNING METHOD, COATING WITH BIOMIMETIC
HYDROXYAPATITE AND CHARACTERIZATION

Esra YIKAR

ABSTRACT

The aim of this thesis study is, the production of nanofibrous scaffolds obtained from
gelatin and gelatin/chitosan solutions, their coating with biomimetic hydroxyapatite
and characterization, espacially for use in bone tissue engineering applications. In the
system, the concentration of gelatin polymer was changed between %15-30
(%15,%20, %25, %30) scaffolds containing the nanofibers were produced, acetic
acid, formic acid and dichloromethane (1/7/2, volume ratio) was used as solvent,
applied voltage was 13kV, syringe tip to collector distance was 10 cm, feeding rate
was 0,3 ml/h. In addidion, nanofibrous scaffolds were prepared by changing the
geleatin/chitosan percentages in the solution as 25/5. Scaffolds were crosslinked in
the glutaradehyde vapour for 3 days and coated with biomimetic hydroxyapatite at 3,
6, 18, 30 hours, respectively, by incubating them in simulated body fluid. The
avarage nanofiber diameters of the nanofibrous scaffolds changed between 158+23 —
37126 and 107+14 — 395+45 nm, respectively, as the feding rates were 0,3 ml/h
and 0,5 ml/h. The avarage nanofiber dimater of the nanofibrous scaffolds prepared
from jelatin/chitosan composition was measured as 781+99 nm. As the scaffolds
coated in simulated body fluid for 3,6,18 and 30 hours were analysed, it was
demonstrated that the weight of the samples and the ion concentration on the samples
increased. In vitro degradation studies demonstrated that, at the end of 7 days,
nanofibrous scaffolds prepared from solutions containing different gelatin
concentrations did not degrade totaly and kept their rom. At the end of 7 days, the
nanofibrous scaffolds prepared from solutions containing %15 and %30 gelatin
concentrations, degraded %27 and %7,4, respectively. In this thesis study, the gelatin
and gelatin/chitosan nanofibrous scaffolds were produced by electrospinning and
their chemical, physical properties and in vitro degradation profiles were
characterized to be used in bone tissue regeneration in clinical applications.

Key Words: Tissue Engineering, Electrospinning, Bone Tissue Scaffold, Gelatine,
Chitosan, Hydroxyapatite,
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1. GIRIS

Doku miihendisligi, hasarli dokunun fonksiyonel olarak benzerinin
gelistirilmesi i¢in; biyoloji, tip ve miihendislik disiplinlerini kapsayan, gelismekte
olan bir alandir. Bu alan, saglhig: yeniden insa etmek ve hayat kalitesini yiikseltmek
amaciyla, doku ve organ fonksiyonlarini iyilestirmek, yeniden saglamak veya

arttirmak konusunda devrim yaratma potansiyeline sahiptir.

Hastadan alinan saglikli hiicreler iiretilen doku iskeleleri iizerine
yerlestirilerek hiicre-doku iskelesi kompleksi olusturulur ve doku iskelesi iizerinde
bu hiicrelerin iiremesi saglanir. Olusturulan hiicre-doku iskelesi yapilar1 viicuttaki
hasarli bolgeye yerlestirildiginde o dokunun gorevini ve islevini alarak doku

rejenerasyonunu gerceklestirir.

Ideal bir doku iskelesi birbiri ile baglantil1, kontrol edilebilir gozenek yapisi
ile yiiksek gozeneklilik oranina sahip olmalidir. Ideal bir doku iskelesinin yiizey
ozellikleri hiicre yapismast ve cogalmasi igin elverisli olmali, biyobozunur,
biyouyumlu, mekanik ozellikler acisindan konak dokuya benzer olmalidir. Bu
ozelliklerin saglanmasi, sec¢ilen doku iskelesi iiretim yOntemine ve kullanilan

malzemeye baghdir.

Doku iskeleleri dogal polimerler (jelatin, kitosan, kollajen, aljinat) veya
sentetik polimerlerden (poliglikolid, polilaktit, polilaktat glikolat) iiretilebilirler.
Dogal materyaller dogal hiicresel cevreyi yakin olarak taklit edebilirler, sentetik
polimerlerin ise materyal 6zelliklerinin daha iyi kontrol edilebilmesi gibi avantajlari
vardir. Ideal bir doku iskelesinin tiim ozelliklerini tagiyan miikemmel doku iskelesi
halen iiretilememistir. Her dokunun kimyasal bilesimi, fiziksel 6zellikleri, hiicreleri
ve iyilesme mekanizmalar1 birbirinden ayr1 oldugu icin, farkli dokularin
rejenerasyonunun amaclandigi doku miihendisligi ¢alismalarinda, farkli stratejiler

gelistirilerek, farkli yollarin izlenmesi gerekmektedir.
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Konvansiyonel polimerik fiberlerin caplar1 genellikle 10-100 mikrometre
araligindadir. Nanofiberlerde ise cap 10-100 nanometre araligina indirilmistir.
Boyutun nano o0lcege cekilmesi nanofiberlere, yiizey alani/hacim oraninin ¢ok
yiiksek olmasi (mikrofiberlerin 10° katr), sertlik ve ¢cekme gerilimlerinin artmasi gibi
ozellikler kazandirir. Bu ozellikleri nedeniyle polimerik nanofiberler ve bunlardan
hazirlanan Orgiisiiz yapilar tibbi uygulamalar basta olmak iizere bir ¢ok yeni
uygulama alanina sahiptir. Nanofiber elde etmek icin ¢esitli yontemler vardir.
Ornegin: klasik fiber cekme, sekil verici olarak nanoporéz kullanarak nanofiber
tiretme, faz ayrnm ve kendiliginden diizene girme. Bu yontemler cok kademeli
adimlardan olusan prosesler igerir ve siirekli tiretim zordur. Bu yontemler arasinda
basit, hizli, siirekli ve biiyiik boyutta {iretime imkan veren ‘“‘elektrospinning” yontemi
hemen hemen her polimerden nanofiber iiretilmesine olanak verir. Polimerleri
cozeltiden ve eriyikten “electrospinning” yontemiyle nanofiber haline doniistiirmek
miimkiindiir. Dokulardaki hiicredis1 matriks (extracellular matrix) fibroz bir yapidan
olustugu icin, elektrospinning yontemi ile iretilen nanofiberler hiicredis1 matriksi son
derece iyi taklit edebilmektedir. Ayrica fiber boyutunun nano diizeyde olmasi,
elektrospinning ile iiretilen yapilara, iistiin mekanik Ozellikler ve genis bir yiizey
alan1 kazandirmaktadir. Elektrospinning yontemi ile iiretilmis doku onariminda
kullanilabilecek doku iskeleleri, kemik doku onariminda kullanilmak iizere

potansiyel birer adaydirlar.

Kemigin organik kisminin temelini tip I kolajen olusturur. Jelatin, kolajenin
termal denatiirasyonu veya kimyasal/fiziksel degradasyonu sonucu elde edilen dogal
bir biyopolimerdir. Jelatin, antijenik olmamasi, biyobozunur olmasi, cesitli
tekniklerle proses edilebilmesi, iyi mekanik o©zellikleri sebebiyle biyomedikal
uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Jelatin, kemigin dogal bileseni olan kolajen
ile hemen hemen ayn1 kompozisyonuna sahiptir. Jelatin, yapisinda bulunan glisin,
prolin ve hidroksiprolin aminoasit dizilimleri sayesinde hiicresel tutunmay1 dolayisi

ile yeni kemik dokusu olusumunu arttirmaktadir.

Kitosan, kitinin kismi deasetilasyonu ile elde edilen, polisakkaritten olusan

dogal bir biyopolimerdir. Kitosan biyopolimerinde bulunan polisakkarit ana zinciri,
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yapisal olarak kemigin bag dokusunu olusturan glikozaminoglikanlarla benzer
yapidadir. Kitosan, igeriginin kemik bag dokusundaki glikozaminoglikanlara
benzerligi, yani kimyasal ozellikleri sayesinde, hiicresel tutunmaya ve cogalmaya
olanak saglamaktadir. Ayrica, biyouyumlulugu, antimikrobiyal aktivitesi,
biyobozunur olmasi, antijenik olmamasi, diger materyallerle kompozit
olusturabilmesi gibi Ozellikleri sayesinde de biyomedikal uygulamalarda kullanim
alan1 bulmustur. Kitosanin fonksiyonel gruplari, kalsiyum esasli bircok materyal ile
kompozit olusturabilmesi sayesinde ortopedik ve periodontal uygulamalarda
kullanim alan1 bulmustur. Bu sekilde olusturulan polimer matris kalsiyum esash
bilesik sistemlerinin, sert doku yerine kullanilabilirlikleri iizerine arastirmalar
yapilmaktadir. Bu tip kompozitlerin avantaji, polimerin hidroksapatit ile
kombinasyonunun matris emildikce implantta kemiksi gelisim sagladig
gosterilmistir. Kalsiyum-kitosan esasli kompozitler, kemik protezlerinde kaplama
yapilarak viicuda implante edilerek kemik hiicrelerini giiclendirmektedir. Bu sekilde
kalsiyum bilesiklerinin migrasyonu da polimer matrisine baglanmasi nedeniyle
engellenmektedir. Diger bir kullanim alanmi ise direkt kemik veya sert doku ile yer
degistirmesi seklindedir. Ayrica, kemikte zamanla asinma sonucu meydana gelen

bosluklar1 doldurabilmektedir.

Kemik dokusunun inorganik yapisin1 olusturan kalsiyum fosfat esasl
hidroksiapatit, tip ve dis¢ilikte kullanilan bir biyoseramik malzeme olup,
biyouyumlulugu nedeniyle yapay kemik olarak cesitli protezlerin yapiminda, ¢atlak
ve kirik kemiklerin onariminda ve metalik biyomalzemelerin kaplanmasinda
kullanilmaktadir. Polimerlerin, sentetik viicut sivilar1 i¢inde biyomimetik
hidroksiapatit ile kaplanmasi yontemi o©zellikle kemik dokusu onariminda
kullanilacak doku iskelesi iiretimi uygulamalar i¢in son yillarda son derece ilgi
cekici bir metod haline gelmistir. Fizyolojik kosullar1 yani insan kan plazmasindaki
iyon konsantrasyonunu taklit eden sentetik viicut sivisi sayesinde polimer yiizeyleri
kemik dokusundakine benzer sekilde hidroksiapatit ile kaplanabilmekte ve
biyoaktivite kazanabilmektedir. Viicut sivisini taklit eden sentetik sivilar sayesinde

apatit ile kaplanmis malzemeler hem igerik olarak hem de mikro yapr olarak
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biyolojik sistemde (kemikte) yer alan inorganik fazi taklit etmekte ve kemik hiicresi

tutunmasin arttirmaktadir.

Bu calismada, kemik doku onariminda kullanilabilecek, jelatin/kitosan
nanofibroz doku iskelelerinin elektrospinning teknigi ile iiretimi, sentetik viicut s1visi
sayesinde biyomimetik hidroksiapatit ile kaplanmast ve Kkarakterizasyonu
hedeflenmektir. Jelatin/kitosan polimer sisteminin ve hidroksiapatit inorganik
bilesenin se¢ilmesinin nedeni dogal kemik igerigini taklit etmektir. Viicut sivisini
taklit eden sentetik sivilar sayesinde apatit ile kaplanmis doku iskelesi mikro-yap1
olarak biyolojik sistemde (kemikte) yer alan inorganik fazi taklit edecektir.
Nanofiberler {iretilen doku iskelelerine mekanik ve fiziksel {istiinliikler
kazandirmanin yani sira hiicrelerin yapismasi ve ¢ogalmasi i¢in daha genis bir yiizey

alan1 olusturulmasini saglayacaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. DOKU MUHENDISLIGI

Doku miihendisligi; sentetik veya biyolojik matrisler i¢inde canli hiicrelerin,
biyolojik araci molekiillerin ve biiyiime faktorlerinin birlikte bulundugu yapilarin
hastalara yerlestirilmesi ile hastalik ya da travma sonucu kaybedilen veya hasar

gormiis dokular1 yeniden olusturulabilmeyi hedeflemektedir.

Doku miihendisliginde; klasik biyomateryal uygulamalarindan farkli olarak
sadece kaybedilen dokulara ait bosluklarin doldurulmasi degil, dokunun olusum ve
rejenerasyon mekanizmalarin1 anlayarak fonksiyon gorebilen dokularin elde
edilebilmesi hedeflenmektedir. Doku miihendisligi uygulamalar1 ile viicut icine
yerlestirilen yapilar viicudun geri kalan dogal dokular1 gibi fiziksel ve biyolojik
uyarilara ve degisimlere karsi cevap vererek uyum gosterebilir. Bu o6zellik doku
mithendisligi ile olusturulan yapilarin canli hiicre icermeyen biyomateryal
uygulamalarina kiyasla en 6nemli iistiinliigtidiir. Canl1 hiicre icermeyen biyomateryal
uygulamalar1 doku icerisinde zamanla yikima ugrayabilirler veya fiziksel niteliklerini
kaybedebilirler. Doku miihendisligi uygulamalariyla elde edilen yapilar ise dig
etkenlere ve fizyolojik gereksinimlere yanit vererek, ekstraselliiler matris yapisini

yeniden sekillendirerek istenilen niteliklerini koruyabilirler [Salgado vd., 2004].

2.1.1. Doku Miihendisligi Yaklasimi

“Doku miihendisligi” terimi ilk olarak 1987°de California Universitesi’nden
Dr. Fung tarafindan Birlesik Devletler Ulusal Bilim Kurumu’nda (National Science
Foundation, NSF) gerceklestirilen bir toplantida kullanilmistir. Doku miihendisligi,
yapay organ ve/veya doku yaratmak ya da islevini yitirmis dokularin yenilenmesi
saglamak i¢in malzeme ve miihendislik bilimini, yasam bilimleri ile bir araya getiren

disiplinler aras1 bir bilim dalidir [Langer ve Vacanti, 1993].

Doku miihendisliginde temel prensip, hastadan veya baska bir vericiden
alinan hiicrelerin bir doku iskelesi iizerine ekilmesi, dokularin ii¢ boyutlu olarak

viicuttaki dogal formuna en uygun sekilde viicut disinda hiicre/doku kiiltiir ortaminda
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tiretilmesi, iiretilen dokularin hasarli dokularin yerine viicuda implante edilmesidir.
Daha sonra dogal doku yenilenme siireci baslamakta, kan damarlar1 yapinin igine
niifus etmekte ve doku iskelesi bozunurken yerine yeni dokunun olugmasina
kilavuzluk etmektedir. Doku miihendisliginin temel prensibi;

e Hiicrelerin izole edilmesi,

¢ uygun hiicre kiiltiiriinde sayilarinin ¢ogaltilmasi,

® Dbiiyiime faktorleri ve sitokinlerle birlikte uygun bir doku iskelesine ekimi

e kiiltiir ortamina koyma,

¢ hazirlanan dokunun hasarli bolgeye implante edilmesi

Doku iskelesi, hiicrelerin yapismasina, cogalmasina ve farklilasmasina olanak
saglayan hiicre dist matris (“extracellular matrix”, ECM) olarak bir cati
olusturmaktadir [Agrawal ve Ray, 2001; Sachols vd., 2003]. Ger¢cek dokuda bulunan
ECM, hiicreler icin fiziksel destek saglamasmin yani sira, hiicre gelismesi ve
farklilasmas1 gibi ¢ok onemli islevleri yerine getirmektedir. Genis capli bir doku
hasarinda, hasarli bolgeye yalnizca hiicrelerin yerlestirilerek soz konusu hasarin
giderilmesi miimkiin degildir. Bu nedenle yapay bir ECM olusturacak bir iskeletin
hiicrelerle birlikte bu bolgeye yerlestirilmesi gerekmektedir. Yeni doku gelistikten ve
hiicreler yeni ECM olusturabilecek kapasiteye ulastiklart zaman iskeleye gerek

kalmayacaktir. Bu sebeple doku iskelesinin en biiyiik 6zelligi biyobozunur olmasidir.

Son yillarda estetik cerrahide ve hasarli ya da kayip doku veya organ
tedavisinde kullanilan yapay protezlerde énemli ilerlemeler olmasina ragmen, organ
veya dokularin transplantasyonu, halen en kabul goren tedavi yaklagimidir.
Hastalarin kendilerinden alinan dokular ile gerceklestirilen uygulamalarda, cerrahi
miidahaleler hastalarda operasyon sonrast morbiditenin artmasina ve buna bagh
olarak saglik sisteminde yiiksek maliyetlere neden olmaktadir [Zimmerman vd.,
2001]. Ayrica, doku kaynaginin sinirli olmasi ve cerrahi miidahale sonrasi hastalarda
enfeksiyon goriilme olasiligi da s6z konusu diger kisitlamalardir. Farkli bireylerden
ya da bazi hayvanlardan alinan dokular da alternatif doku kaynaklar1 olarak
kullanilabilmektedir. Ancak, sinirli sayida donor bulunmasi, uygulama sonrasinda
bagisiklik sisteminin verecegi cevaplar ve buna baglh etkiler, bu kaynaklarin

kullannminda da sorunlara neden olmaktadir [Shin vd., 2003]. Uygulamalarda
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karsilasilan sorunlar hiicre ve doku iskelelerinin kullanildigr “doku miihendisligi”

yaklagimlarinin gelismesine yol agmustir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda hasarli dokunun yenilenmesi ya da
tamirinde cesitli stratejiler mevcuttur. Birinci yaklasimda doku olusumu i¢in sadece
biyomalzemeler kullanilmaktadir. Diger bir yaklasimda ise hastanin kendisinden ya
da uygun bir donorden izole edilen hiicrelerin hasarli bolgeye dogrudan enjekte
edilerek doku onariminin yerinde saglanmasi amaclanmaktadir. Ancak bu
uygulamalar doku kaybinin biiyiikk oldugu durumlarda kullanilamamaktadir. Bu
durumda, doku miihendisliginin iiclincii ve en gergekei stratejisi On plana
cikmaktadir. Bu stratejide hasarli dokunun yenilenmesi ya da tamiri, fonksiyonlari
onarmaya ve ana doku ile iletisimi desteklemeye yardimci olmak amaciyla
tasarlanmis doku iskeleleri (scaffold) ile saglanmaktadir. Bu doku iskeleleri,
hiicrelerin ~ ¢ogalmalarina, farklilasmalarina ve bdylelikle fonksiyonlarimi
siirdiirmelerine olanak saglayan yapay bir hiicre dis1 matris olarak gerekli destegi
saglamaktadir [Thein-han ve Misra, 2009]. Uygun kaynaktan saglanan ve hiicre
kiiltiiriinde istenilen sayiya cogaltilan hiicreler biyosinyal molekiilleri ile birlikte s6z
konusu doku iskelelerine ekilmektedir. Ardindan, elde edilen yapi, doku hasarinin

bulundugu bolgeye implante edilmektedir [Giimiisderelioglu, 2007].

Mevcut teknolojide doku miihendisligi ilizerine yapilan c¢alismalarda kisa
vadede biiyiik gelismeler beklenmektedir. Tip, biyoloji ve malzeme
teknolojilerindeki ilerlemeler sayesinde doku miihendisligi alaninin gelecekte de
bugiin sahip oldugu o©nemi koruyacag Ongoriilmektedir. Giiniimiizde doku
mithendisligi prensipleri kullanilarak gelistirilen c¢esitli organ ve doku sistemleri
mevcuttur. Damar, sinir, karaciger, kalp, nefes borusu, deri, idrar kesesi, kas, kornea,

kemik ve kikirdak dokular1 bu dokular arasinda sayilabilir.

2.1.2. Kemik Doku Miihendisligi

Kemik doku miihendisligi, kemik onarimi ve yenilenmesi i¢in sundugu yeni
ve gelisimci yaklasimiyla hizla yayilan bir ¢alisma alam1 olmaktadir. Genel olarak
kemik doku miihendisligi yaklagimi, yukarida agiklandigi gibi doku hiicreleri ve

biyolojik ajanlarin bir araya gelerek doku iskeleleriyle beraber kullanimi olarak
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tanimlanir. Gelismis bir doku iskelesi yiiksek kalite, giivenilirlik, siireklilik ve
maliyet etkinligi sunmalidir. Ayrica, tedavi ve ameliyat donemleri i¢inde gelisecek
durumlara karsi ihtiyaglar1 karsilamalidir. Kemik doku iskeleleri i¢in konuma bagh

olarak istenen bir diger 6zellik ise gozenekliliktir.

Uc boyutlu bir doku iskelesi, hiicrelerin tutunmasi, cogalmasi ve farklilasmasi
icin gerekli destegi saglamali ve genel olarak dogal kemik dokusunun sekline uygun

tammmlanmalidir.

Kemik yenilenmesi i¢in gelistirilen bircok doku miihendisligi uygulamasi
timit vericidir. Bunun yaninda, iiretilen doku iskelelerinin etkinliginin arastirilmasi
icin yapilan in vitro kiiltiir caligmalarindan ve hayvan deneylerinden elde edilen
ektopik modellerin, insan viicudunda her zaman bekleneni vermemesi kemik doku
miihendisligi ¢alismalarinin en 6nemli sorunudur. Doku iskeleleriyle iiretilen yapay
kemik yamalariyla ilgili ¢oziilmeye calisilan bir diger problem ise damarlanmanin
saglanamamasidir. Kemik doku miihendisligindeki gelismeler ve ileriye doniik
egilimler, karsilasilan  sorunlarin, kemigin dogal yapisimt taklit eden

biyomalzemelerin tasarimi ile ¢oziilecegi dngoriilmektedir.

2.2. DOKU MUHENDISLIGINDE DOKU ISKELELERI

Doku miihendisligi uygulamalarinin temel elemanlar;; hedef dokuyu
olusturabilme potansiyeline sahip hiicreler, bu hiicrelerin fonksiyonlarin1 destekleyen
veya yonlendiren biiyiime ve farklilagsma faktorleri ve bu iki elemanin icinde yer
aldigi, olusturulmasi hedeflenen dokunun {i¢ boyutlu yapisim1 belirleyen doku

iskelesidir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda; hedef dokunun olusturulmasi igin
kullanilan hiicrelerin, biiyiime ve farklilagsma faktorlerinin etkinlikleri biiyiik oranda
icinde bulunduklar1 doku iskelesinin ozelliklerine baglidir. Doku iskelesi, ii¢ boyutlu
bir yap1 olusturarak elde edilecek hedef dokunun formunu belirler, hiicrelere fiziksel
destek olusturur ve hiicrelerin tutunarak fonksiyon gormeleri i¢cin uygun bir ortam
saglar. Doku iskeleleri ayn1 zamanda; su, biiylime faktorleri, sitokinler ve besinler

icin rezervuar olusturur [Salgado vd., 2004; Nakahara vd., 2004].
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2.2.1. Ideal Doku Iskelesinin Karakteristik Ozellikleri

Doku uyumlulugu: Doku iskeleleri, uygulandiklar1 konak dokuda istenilen
biyolojik etkileri saglarken kimyasal ozellikleri ile toksik etki gostermemeli ve

immun yanita neden olmamalidir.

Doku iskelesinin gozenekli bir yapiya sahip olmasi yani alan/hacim oraninin
yiiksek olmasi gereklidir. Hiicrelerin, gozenekler i¢ine yerlesmesi, uygun bir dagilim
gostermeleri ve ¢evre dokulardan kaynaklanan yeni damar olusumu gozenekli yapi
sayesinde saglanabilir. Birbirine bagli gbzeneklerden olusan doku iskelesinin yapist,
metabolizma ile ilgili besin ve iirlinlerin giris ¢cikisini saglar. Boylece doku iskelesi
icerisinde yerlestirilmis olan hiicrelerin canliliklarin1 koruyabilmeleri saglanabilir.
Besinlerin difiizyonu kan damarlarindan 150-200 pm’lik bir mesafeye kadar etkin
olarak saglanabilmektedir. Uygun gozenekli yapiya sahip olmayan doku iskeleleri
icinde yer alan mezensimal kok hiicrelerin biiyiik bir kismi hipoksik kosullar
nedeniyle canliliklarinmi yitirebilirler. Ancak artan gozeneklilik ile birlikte mekanik
ozellikler zayiflayacagindan, doku iskelesinin bu niteliklerinin ¢ok 1yi dengelenmesi

gereklidir [Salgado vd., 2004].

Gozenek boyutu: Gozenek boyutunun cok kiiclik olmasi hiicrelerin bu
alanlara migrasyonunu, yeni damar olusumunu ve atik iriinlerin ortamdan
uzaklastirilmasini engelleyebilir. Doku miihendisliginde ideal gozenek boyutunun

100-500 um arasinda olmasi gerektigi bilinmektedir [Ikada, 2006].

Yiizey oOzellikleri: Doku iskelesinin yilizey 0Ozellikleri hiicrelerin bu
materyaller iizerine tutunmalar1 ve cogalmalarini etkiler. Fibrin proteinlerinin
biyomateryalin yiizeyine baglanabilmesi hiicrelerin de biyomateryale tutunabilmesini
saglar. Piirlizli yiizeylerin hiicre atagcmani ic¢in diizgiin ylizeylere gore daha uygun
oldugu, yani daha iyi osteokonduktif ozellik sagladig1 bilinmektedir [Salgado vd.,
2004].

Mekanik ozellikler ve biyobozunurluk: In vivo uygulamalarda doku
iskelesinin mekanik oOzellikleri, hedef dokuya benzer olmalidir. Materyalin

biyobozunurlugu ise olusturulmas: hedeflenen dokunun gelisim hizina paralel
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olmaldir. Ornegin yavas gelisim gosteren kemik dokusu olusturmak amaciyla
hazirlanan doku iskelesinin erken donemde yikima ugramas: defekt bolgesinin
mekanik olarak zayif kalmasina neden olabilir. Benzer sekilde deri dokusu
olusturmaya yonelik doku iskelesinin ge¢ yikima ugramasi yara iyilesme siirecini

olumsuz etkileyebilir [Ikada, 2006].

Doku iskelesinin kimyasal ve yapisal ozellikleri, biiyiime ve farklilagsma
faktorii uygulamalarinin etkinliklerinin belirlenmesinde de 6nemli bir rol oynar.
Biiyiime faktorlerinin doku icindeki yarilanma siirelerinin ¢ok kisa olmasi doku
iskelesinin uygun bir tasiyici olarak fonksiyon gormesini gerektirmektedir. Boylece
biiylime faktorlerinin biyolojik aktiviteleri korunmus olur. Doku iskelesinin biiyiime
faktorii icin kontrollii salim sistemi olusturmasi daha diisiik miktarlarda biiyiime
faktoriiniin kullanilmasinin etkin olmasi acisindan son derece Onemlidir. Biiylime
faktorii icin uygun salim kinetigini olusturabilen doku iskelelerinin kullanilmast,
biyolojik etkileri doz ve uygulama siiresine gore degisiklik gosterebilen faktorlerden

secici olarak faydalanilmasini saglar.

2.2.2. Doku Iskelesi Uretim Yontemleri

Doku iskelesi iiretim yontemleri arasinda fiber baglama, coziicii dokiimii-
parcacik uzaklastirma, faz ayrimi ve dondurarak kurutma gibi geleneksel yontemler
bulunmaktadir. Bu yontemlerin kullanimiyla birbirinden farkli fiziksel ozelliklere

sahip doku iskelelerinin iiretimi miimkiindiir.

Fiber baglama (Fiber bonding)

Fiber baglama yOntemi en eski doku iskelesi liretim yOntemleri arasinda
yeralmaktadir. Bu yontem, biyoparcalanir bir polimer olan poli laktik-ko-glikolik asit
(PGA) ameliyat ipliklerinin doku iskelesi olarak kullanilabilmesi amaciyla
gelistirilmistir. Ancak PGA ameliyat iplikleri kullanilarak elde edilen Oriilmemis ag
dokular1 mekanik dayanim agisindan yeterli degildir [Thomson vd., 2000].
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e (Coziicii dokiimii- parcactk uzaklastirma

Bu yontemde polimer uygun c¢oziicii i¢inde coziindiiriildiikten sonra bu
coOzeltinin icine porojen adi verilen kati parcaciklar ilave edilir. Sodyum Kkloriir,
seker, jelatin ve parafin porojen olarak kullanilabilen maddelerdir. Daha sonra bu
karisim, yapismayacagi diiz bir ylizeye dokiiliir ve ¢oziicii uzaklastirilir. Boylece
icinde porojenlerin bulundugu membran formunda kat1 polimerik yapi elde edilir. Bu
yapt porojen maddenin i¢inde ¢oziinecegi herhangi bir ¢oziicii ile etkilestirildiginde
porojen yapidan uzaklastirilir. Sodyum kloriir, seker ve jelatin icin ¢oziicii olarak su,
parafin i¢in hekzan kullanilmaktadir. Bu islem sonrasinda porojenlerin terk ettigi
bolgeler gozenek olarak kalir. Dolayisiyla bu yontemle, gdzenek boyutu ve

ozellikleri kontrol edilebilen membran formundaki doku iskeleleri iiretilmis olur.

®  Membran laminasyonu (Membrane lamination)

Membran laminasyonu, ¢oziicii dokiimii-parcacik uzaklastirma yonteminde
ic boyutlu doku iskelelerinin iiretilememesi probleminin asilmasi i¢in gelistirilmistir.
Bu yontemde, polimer icin uygun olan bir c¢oziicli, c¢oOziicii dokiimii-parcacik
uzaklastirma yontemi ile iiretilmis olan polimerik membranlarin arasina siiriiliip iist
iiste dizilerek iic boyutlu doku iskeleleri elde edilir. Ust iiste dizilerek birbirine
yapistirtlan membranlarin por ozellikleri aym1 olmali ve yapistirma bolgeleri ayirt
edilmeyecek kadar diizgiin olmalidir. Yapistirma i¢in kullanilan bazi organik
coziiciilerin ¢ok toksik olmasi ve doku iskelesinin biyouyumlulugunu etkilemesi bu

yonteme bazi sinirlamalar getirmektedir [Thomson vd., 2000].

e Eriyik kaliplama (Porogen leaching)

Coziicii  dokiimii-parcagik uzaklastirma yonteminde {i¢ boyutlu doku
iskelelerinin {iretilememesi probleminin asilmasi i¢in gelistirilen bir diger yontem
eriyik kaliplama yontemidir. Bu yontemde, ¢oziicii kullanilmadan polimer ve porojen
kat1 halde karnistirlldiktan sonra, karisim istenilen geometriye sahip kaliba dokiiliir.
Kaliba 1s1 uygulanarak polimer eriyik hale getirilir. Sonrasinda doku iskelesi,

porojenin i¢inde ¢oziinecegi ¢oziicii ile etkilestirilerek porojen yapidan uzaklastirilir
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ve istenilen geometriye sahip, lic boyutlu ve porlu doku iskeleleri iiretilmis olur

[Thomson vd., 2000].

e Faz ayirumi (Phase seperation)

Bu yontemde, polimer ¢ozeltisi sogutulduktan sonra ayrilmis olan ¢oziicii fazi
yapidan uzaklastirilir ve geriye kalan polimerlerce zengin faz katilasarak doku
iskelesini olusturur. Faz ayirimi yontemi, sivi-sivi ve kati-sivi faz ayirimi olmak
izere ikiye ayrilir. S1vi-sivi faz ayiriminda polimer, diisiik donma noktasi sicakligina
sahip ve kolay siiblimlesebilen bir ¢oziicii i¢inde ¢oziindiiriiliir ve sonrasinda bu
cozelti ¢oziiclinlin donma noktasinin altina sogutulur. Donan c¢oziicli yapidan
vakumlu kurutma ile siiblimlestirilerek porlu doku iskelesi iiretilmis olur. Kati-sivi
faz ayinminda ise polimer uygun ¢oziiciide ¢oziindiiriildiikten sonra sistem sogutulur
ve ¢oziicii kristalleri olusur. Coziicii kristalleri yapidan vakumlu kurutma yontemi ile

uzaklastirildiktan sonra porlu iskeleleri iiretilmis olur [Thomson vd., 2000].

e Dondurarak kurutma (Freeze-drying)

Siinger formundaki ii¢ boyutlu doku iskelelerinin iiretimi i¢in kullanilan bu
yontemde hazirlanan polimer ¢ozeltileri uygun sartlar altinda dondurulup, daha sonra
liyofilize edilmektedir. Liyofilizasyon islemiyle polimer c¢oziiciisii uzaklastirilarak
makro porlu doku iskeleleri elde edilmis olur. Bu yontemle yiiksek spesifik por

yiizey alanina sahip kalin doku iskeleleri iiretmek miimkiindiir.
®  Emiilsiyon dondurarak kurutma (Emulsion freeze-drying)
Bu yontemde hidrofobik polimer ¢ozeltisinde sulu faz eklenerek emiilsiyon
hazirlanir. Bu emiilsiyon dondurulduktan sonra liyofilizasyon islemine tabi tutulur ve

¢oOziiciiniin uzaklastirilmasini takiben siinger formundaki {ic boyutlu doku iskeleleri

hazirlanmis olur.
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2.2.3. Doku Iskelesi Uretiminde Kullanilan Polimerler

Doku iskelesi olarak kullanilacak biyomateryal; doku ile uyumlu, uygun
gbzenek yapisina, gozenek boyutuna, yilizey ozelliklerine, mekanik ozelliklere ve
biyobozunurluga sahip olmalidir. Doku miihendisligi c¢alismalarinda; sentetik
seramikler (trikalsiyumfosfat, hidroksiapatit), sentetik polimerler (polilaktikasit,
poliglikolik asit, kaprolakton), inorganik sigir kemigi (Bio-Oss) ve dogal polimerler
(kollajen, kitosan, hyaluronik asit) doku iskelesi olarak kullanilmaktadir [Riminucci

ve Bianco., 2003; Sittinger vd., 2004].

Kemik doku miihendisliginde; giiniimiize kadar ¢esitli metaller, seramikler ve
polimerler gibi dogal veya sentetik materyaller kullanilmistir. Metaller ve
seramiklerin ¢ogu doku i¢inde yikima ugramadiklarindan doku miihendisligi icin

uygun degildirler.

2.2.3.1. Sentetik Seramikler

Sentetik seramiklerden hidroksiapatit (HA) ve trikalsiyum fosfat (TCP)
osteokondiiktif o©zellikleri iyi oldugu icin kemik dokusunda meydana gelen
kayiplarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Ancak, mekanik dayanikliklarinin diisiik
olmas1 ve bozunma hizlarinin degisken olmasi bu biyomateryallerin 6nemli
dezavantajlaridir. Allojenik ve ksenojenik inorganik kemik matrisi, osteokondiiktif
ozelliginin yaninda, BMP icerdigi icin osteoindiiktif 6zellige de sahiptir ve bu
ozellikleri nedeniyle doku miihendisligi calismalarinda yogun  olarak
kullanilmaktadirlar. Ancak, hastalik gecisi ve immun reaksiyon olusturma riskleri
vardir ve igerdikleri BMP miktarlar1 da kemik matrisinin elde edildigi dondriin
sistemik durumuna bagli olarak 6nemli farkliliklar gosterebilmektedir [Weng vd.,

2006; Salgado vd., 2004].

Asil ozellikleri osteokondiiktif olmalaridir ve kismen osteoindiiktif etkileri
vardir. Kemik 1ligi hiicreleriyle birlikte veya tek baglarma yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Kirilgan yapilar ve fiziksel 6zelliklerinin zayif olmasi nedeniyle
genis kemik defektlerinde kullanilmazlar. Ayrica biyobozunurluk siirelerinin

ongoriilemez olmasi da sorun yaratmaktadir. Hizla yikima ugramalar1 nedeniyle
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mekanik Ozellikleri zayiflayabilir ve ortama salinan kalsiyum veya fosfora bagh
olarak hiicreler iizerinde toksik etki yaratabilirler. Bu nedenlerle sentetik ve dogal
polimerler doku miihendisligi icin daha uygun materyaller olarak kabul

edilmektedirler [Salgado vd., 2004].

2.2.3.2. Dogal Polimerler

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilecek ideal doku iskelesi
arayisinda dogal bir polimer olan kitosan da yogun olarak arastirilan

biyomateryallerden biridir.

Dogal biyobozunur polimerler dogal malzeme bazli polimerler olup;
polisakkaritler (nisasta, alginat, kitin/kitosan, hiyaluronik asit ve tiirevleri) veya
proteinler (soya, kollojen, fibrin jeller ve ipek) ve destekleyici olarak kullanilan

lignoseliilozik dogal fiberler gibi biyofiberler olmak iizere siralanabilir.

Kollajen fibroz bir proteindir ve dogal hiicre dis1 matrisin temel
bilesenlerinden biridir. Memelilerde en ¢ok bulunan proteindir ve deri, kemik,
tendon, kikirdak, kan damar ve kalp kapakgiklarinin temel yapi1 elementidir [Kose
vd., 2005; Taylor vd., 2006]. Molekiiler ve kimyasal yapilar1 birbirlerinden farkli 25
tip kollajen tanimlanmistir. Bunlarin arasinda tip I kollajen, in vitro osteoblastik
farklilagsma ve in vivo osteogenezis i¢in uygun bir ¢evre olusturmaktadir. Dogal bir
polimer olarak, tip I kollajen, ozellikle deri gibi yumusak dokularin tedavisi ve
benzeri doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmistir [Kose vd., 2005]. Sentetik
polimerlerle karsilastirildiginda; kollajen, hiicre yapismasina olanak saglayacak ¢ok
daha saf bir yiizeye ve yararli biyolojik ©zelliklere sahiptir. Bu sebepten dolayz,
kollajenin kendisi ve/veya bir kompozitin bileseni olarak doku miihendisligi
uygulamalarinda siklikla  kullanilmaktadir.  Ancak, biyomedikal cihazlara
uygulandiginda gosterdigi antijenik ve immiinojenik reaksiyon, diisiik islenebilirlik,
potansiyel patojen bulusturmasi, mekanik 6zelliklerinin zayifligi ve biyobozunma
kontroliiniin zorlugu gibi nedenlerden dolayr kollajenin kullamimu ile ilgili soru

isaretleri bulunmaktadir [Kose vd., 2005].
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Kollajenin ¢apraz baglanmasi ve diger biyomateryallerle hazirlanan hibrit
yapilarla bu sorunlarin iistesinden gelinmeye calisilmaktadir. Ma ve arkadaslari,
kollajen molekiilleri arasinda bir koprii vazifesi gorecek, suda coziinen c¢apraz
baglayici ajanlar olan karbodiimid, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimide
(EDAC) ve Nhidrokisuccinimid (NHS) amino asit (glutamik asit ve lizin) varliginda
kullanmislardir. In vitro yapilan ¢calismada, kollajenin biyobozunma derecesinin lizin
eklendiginde belirgin sekilde azaldig1 gosterilmistir. Diger biyopolimer ve
biyoseramiklerle hazirlanan kollajen bazli kompozitler, hibrit biyomalzemeler ve
kollajene gore Ozellikle mekanik giic ve hiicre tutunmasi bakimindan avantaj

saglamaktadirlar [Chang ve Tanaka, 2002; Chen vd., 2001].

Kitinin deasetilasyonu ile elde edilen, glukosamin ve N-asetilglukosamin
iceren kitosan diger énemli dogal biyopolimerdir. HA/kitosan jelatin doku iskeleleri
tiretilmis ve it vitro ¢alismalar hiicre dis1 matrislerin sentezlenebilecegini ve kemik

gibi yapilara sekillendirilebildigi gosterilmistir[Zhao vd., 2002].

Kitosanin; yara iyilesme siirecinde olumlu biyolojik etki gosterebilme ve
cesitli yontemlerle farkli fiziksel oOzelliklere sahip yapilar halinde iiretilebilme
potansiyeli vardir. Bu o6zellikler, kitosanin doku iskelesi iiretiminde uygun bir

biyomateryal olabilecegini gostermektedir.

Doku miihendisligi i¢in kullanilan diger bir dogal malzeme ise nisastadir.
Nisasta, kemik implantindan, doku iskelelerinin iiretimine ve ilag salim sistemlerine
kadar genis bir biyomedikal uygulama alanina sahiptir. Nisasta, pratikte farkl
uygulamalarda farkli 6zelliklere sahip doku iskelesi olarak kullanabilmek i¢in seliiloz
asetat, hidroksiapatit, poli(etilen-vinil-alkol) ve poli(laktik asit) gibi diger
biyomalzemeler ile birlestirilmektedir [Levy vd., 2004].

2.2.3.3. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler, c¢ok farkli formlarda hazirlanabilmelerine ragmen
biyolojik ozellikleri bakimindan yetersiz kalabilmektedirler. Uygulanan hiicrelerin
sentetik polimerlere atagmanlarinin yetersiz diizeyde olmasi, hiicresel fonksiyonlari

olumsuz etkileyebilmekte ve bdylece implante edilen yapr ile konak dokularin
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biitiinlesmesi saglanamamaktadir. Bu nedenle bazi sentetik polimerler hidroksiapatit
ve arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) oilgopeptidleri gibi yapilarla modifiye edilerek

ilgili sorunlarin asilmasina ¢aligilmaktadir.

En c¢ok kullanilan sentetik biyobozunur polimerler, polilaktik asit (PLA),
poliglikolik asit (PGA), polianhidritler, polifumaratlar (PF), poliortoesterler,

polikaprolakton ve polikarbonatlar olarak siralanabilir.

Doymus alifatik poliesterler doku miihendisliginde ii¢ boyutlu doku iskeleleri
icin en sik kullanilan biyobozunur sentetik polimerlerdir. Bu grup igerisinde
poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve bunlarin kopolimeri poli(laktik-
ko-glikolit) (PLGA) yer almaktadir. PDLLA ortopedik biyomedikal malzemeler
konulu arastirmalarda incelenmektedir, Mitkemmel hiicre i¢ci uyumlulugu nedeniyle
osteokondiiktif 0Ozellik tagimaktadir. Diisiik molekiil agirhkli PDLLA gelisim
faktorii, antibiyotik veya thrombin inhibitor uygulamalarinda ilaglarla birlestirilerek
ilag salim sistemlerinde ve doku iskelesi iiretiminde kullanilmaktadir [Luu vd.,

2003].

Ozellikle Elektrospinning ile iiretilen PLGA nanofiberlerinden elde edilen
doku iskeleleri mekanik olarak ¢ok giiclii bir yapr olusturmustur. Doku iskelesi
boyunca yer alan nanofiberler hiicre yapismasini ve yeni ECM olusumunu
giiclendirmistir. PLGA ve PLA-PEG blok ko-polimerinden elde edilen orgiisiiz, nano
fiberlere sahip doku iskelelerine plasmid DNA basarili sekilde tutturulmus ve doku

miihendisligi icin gen transferi uygulamalarinda kullanilmistir[Luu vd., 2003].

Kapsamli bir sekilde yiiriitiillmiis olan in vitro ve in vivo calismalar
sonucunda, PCL bircok medikal ve ilag salim cihazi icin FDA tarafindan
onaylanmistir. PCL, yumusak ve sert doku uyumlulugundan dolayr dikis ipligi,
yapisma bariyeri, ila¢ salim cihazi, kemik ve deri yamasi olarak kullanilmaktadir.
Elektrospinning yontemi ile biyobozunur PCL membranlar1 hazirlanmis, in vitro ve
in vivo olarak karakterize edilmis ve bu membranlarin antibiyotik yiiklii formlar
tavsanlarda karin bosluguna yapigsmayi Onleyici biyomalzeme olarak denenmistir

[Bolgen vd., 2007].
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2.3. JELATIN

Jelatin, yar1 saydam, kirilgan kokusuz ve suda ¢oziinebilen bir proteindir.
Deri, kemik gibi bag dokularinda en bol bulunan kollajenin fiziksel, kimyasal veya
1s1sal bozunmasi ile elde edilen hayvansal kaynakli dogal bir polimerdir. Jelatin,
isitildiginda erir ve sogutuldugunda tekrar kat1 hale gelir. Su ile temas ettiginde

kolloidal jel olusturur [Kabiri vd., 2011; Kumari vd., 2010].

Cok sayida fonksiyonel yan gruba sahip olan jelatin, jellesme ozelligine
sahiptir ve oldukc¢a kolay bir sekilde capraz baglanabilir. Jelatin, kollajenin asidik
veya bazik hidrolizi ile elde edilebilir [Kabiri vd., 2011; Kumari vd., 2010].

Jelatin, biyouyumlu toksik olmama, biyoetkin ve biyobozunur olma gibi
ozelliklere sahip olmasi nedeni ile ©nemli bir biyomedikal malzemedir. ilac
kapsiilleme, kan durdurucu etkin madde, yara oOrtii zar1 ve ilag salinim sistemlerinde

yaygin olarak kullanilir [Kabiri vd., 2011; Kumari vd., 2010].
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mH—cll—y—H—C||-E—-<5 J“'I I J“" H

oo M T S e
-
[y

Sekil 2.1. Jelatin’in kimyasal yapis1 [Kumari vd., 2010]

2.4. KITOSAN

Dogal bir polimer olan kitosan, kabuklularin dis iskeleti ile funguslarin hiicre

ceperinde bulunur ve B-[1—4]-bagh, farkli sayida rastgele konumlanmis N-asetil-

glikozamin ve D-glikozamin kalintilarindan olusur (Sekil 2.2.).
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R=H yada COCH,

Sekil 2.2. Kitosanin kimyasal yapisinin sematik gosterimi

Kitosan iyi belirlenmis tek bir yapiya sahip degildir ve molekiiler agirligi,
asetilasyon derecesi ve sekansi degisebilmektedir. Bu yapisal farkliliklardan dolayz,
kitosanin Ozellikleri de farklilik gostermektedir. Fiziksel ozellikler ve kitosana
verilen biyolojik cevap, deasetilasyon derecesine ve molekiiler agirliga baghdir.
Deasetilasyonun derecesi, N-asetilglukozamin iinitelerinin molar fraksiyonu olarak

tanimlanmaktadir [Elder vd., 2003].

Biyobozunur, katyonik bir polimer olan kitosanin kaynagina ve hazirlanma
yontemine gore ortalama molekiil agirligi 50-1000 kDa arasinda degismektedir.
Ticari olarak bulunan kitosanin deasetilasyon derecesi ise % 50-90 arasindadir [Suh
ve Matthew, 2000]. Daha yiiksek deasetilasyon derecesine sahip olan kitosan bazl
materyaller, daha fazla asetamid grubuna sahip olan materyallere gore az nem
absorplama, yavas parcalanma ve yiiksek gerilme kuvvetine sahip olma
egilimindedir. Ayrica daha yiiksek derecede deasetillenmis kitosan substratlarinin
hiicre yapismasin1 daha diisiik derecede asetilenmis olanlara gore iyi bir sekilde
destekledigi bildirilmistir. Kitosan yari-kristalin bir polimerdir ve kristalinite

derecesi, deasetilasyon derecesinin bir fonksiyonudur [Elder vd., 2003].

Kitosanin biyolojik olarak yenilenebilir olmasi; biyobozunur, biyouyumlu,
nonantijenik, nontoksik ve biyofonksiyonel 6zellikleri, bu polimerin ve bu polimer
kullanilarak elde edilen komplekslerin yara ortii malzemesi, ilag dagitim sistemleri

gibi biyomedikal uygulamalarda kullanilmasina olanak saglamistir. Ayrica polimer,
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immobilizasyon destegi, hemostatik ajan ve biyomateryal olarak da potansiyel

kullanima sahiptir.

Kitosan zayif asitlerde coziilebilmektedir ve bunun sonucunda yiiksek yiik
yogunluguna sahip, katyonik bir polimer olusmaktadir. Bu 6zelliginden dolay:
kitosan, bircok anyonik polimerle polielektrolit kompleksler olusturabilmektedir.
Kitosanin makrofajlar {izerinde uyarict1 ve notrofiller {izerinde de kemoatraktif
ozellikler gosterdigi bilinmektedir. Bu 0Ozelliklerin yaninda antibakteriyel ve
hemostatik 0zellikleri de kitosanin yara iyilesmesine yonelik uygulamalarda
kullanilma potansiyelini arttirmistir [Elder vd., 2003; Suh ve Matthew, 2000; Khor
ve Lim, 2003].

2.5. HIDROKSIAPATIT (HA)

Kimyasal formiilii Ca;o(PO4)s(OH), olan kalsiyum tuzudur. Oksijen ile
tepkimeye girmedigi icin yanmaz. Dogada elmastan sonra bilinen en sert
molekiildiir. Celik burlarla veya zimparalamayla asindirilamaz, sadece elmas ile

asindirilabilir. Esnekligi az, neredeyse tamamen kirilgandir.

Biyoaktif yapida bir biyomateryaldir. Tatsiz ve kokusuzdur. Organik
coziiciilerde c¢oziinmez. Asit c¢oziiciiler hari¢ inorganik c¢oziiciilerde de ¢oziinmez.

Hidroksil iyonlariyla (asit) yap: taglarina ayrisabilir.

Kemigin inorganik kisminin temelini kalsiyum fosfatlar olusturur. Kalsiyum
fosfatlar sentetik kemik benzeri olarak kullanilmaktadir. Ticari formlarda bulunan
hidroksiapatit (HA) ve trikalsiyum fosfat (TCP) tek basina veya polimerler ile
kombine edilerek doku miihendisligi ile ilgili arastirmalarda kemik onarimi saglamak
icin kullanilmaktadir. HA sert dokularla miikemmel biyouyumlulugu, yiiksek
osteokondiiktivitesi, diisiik degredasyon hiz1 ve yiiksek mekanik mukavemeti ile sert

doku olusumunda yaygin bir bicimde kullanilmaktadir.

Kalsiyum fosfatlar, sert dokularla iyi biyouyumluluk gostermelerinin yani sira

yeni kemik dokusunun olusumunda olumlu etkiler gostermektedirler.
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2.6. SENTETIK VUCUT SIVISI

Kokubo ve Takadama yaptiklart c¢alismada kalsiyum hidroksiapatiti,
nanoboyutlarda yiiksek kimyasal homojenlik ve saflikta cesitli tuzlarin 6zgiin bir
kompozisyona sahip “Sentetik Viicut Sivist (SBF-Simulated Body Fluid)”
cozeltilerinde uygun oranlarda ¢6ziilmesi ile baslanarak, insan viicudu sicakligi olan
37°C’de ve yine insan viicudu pH degeri olan 7.4’te, biyomimetik kosullarda
yiiriitiilen 6zgiin bir kimyasal sentez yontemi ile elde etmistir [Kokubo ve Takadama,

2006].

Malzemelerin kemik-baglanma yetenegi, iyon konsantrasyonu neredeyse
insan kan plazmasmma esit olan ve SBF adi verilen bir ¢ozelti sayesinde
belirlenmektedir. Bu c¢ozelti icerisinde, malzeme yiizeyinde apatit olusumu,
malzemenin biyoaktivitesinin in vitro olarak belirlenmesi acgisindan oldukca
onemlidir [Kokubo ve Takadama, 2006 ; Loof vd., 2008]. Yontem kisaca,
malzemenin belirli siirelerde SBF icerisinde birakilmasi, daha sonra farkli yiizey
analiz teknikleri ile HA tabakasinin varliginin ve bu tabakanin ne kadar siire

icerisinde olustugunun belirlenmesine dayanmaktadir [Lo6f vd., 2008].

Jalota ve arkadaslari, herhangi bir muamele gormemis, NaOH ile muamele
gormiis ve SBF ile kaplanmis titanyum kopiikler elde etmisler ve bu yapilar
icerisinde SBF-kapli yiizeylerin en yiiksek protein iiretimi ve hiicre baglanma

ozelliklerine sahip oldugunu gostermislerdir [Jalota vd., 2006, 2007, 2008].

Tas ve Bhaduri ise insan kan plazmasinin 10 kat1 kadar kalsiyum ve fosfat
iyon konsantrasyonuna sahip olan bir ¢ozelti (10X SBF) hazirlayarak kaplama
olusum kinetigini desteklemis ve ayni zamanda kaplama siiresini de azaltmislardir.
Bu yontem sayesinde, Ti6Al4V yiizeylerinde 2-6 saat icerisinde kemik-benzeri

apatitik kalsiyum fosfat olusumunu saglamislardir [Tas and Bhaduri, 2004].

2.7. KEMIK

Kemigin organik kisminin temelini tip I kollajen olusturur. Jelatin, kollajenin

termal denatiirasyonu veya kimyasal/fiziksel degredasyonu sonucu elde edilen dogal
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bir biyopolimerdir. Jelatin, antijenik olmamasi, biyobozunur olmasi, cesitli
tekniklerle proses edilebilmesi, iyi mekanik Ozellikleri sebebiyle biyomedikal
uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Jelatin, kemigin dogal bileseni olan kollajen

ile hemen hemen ayn1 kompozisyona sahiptir.

Kemigin inorganik kisminin temelini kalsiyum fosfatlar olusturur. Kalsiyum
fosfatlar sentetik kemik benzeri olarak kullanilmaktadir. Ticari formlarda bulunan
hidroksiapatit (HA) ve trikalsiyum fosfat (TCP) tek basina veya polimerler ile
kombine edilerek doku miihendisligi ile ilgili aragtirmalarda kemik onarimi saglamak
icin kullanilmaktadir. Kalsiyum fosfatlar, sert dokularla iyi biyouyumluluk
gostermelerinin  yani sira yeni kemik dokusunun olusumunda olumlu etkiler
gostermektedirler. Kemik dokusu, kalsiyum fosfatlar ve kollajenin kimyasal ve
biyolojik olarak birbirine baglanmas1 ile olusmus bir kompozit olarak

degerlendirilmektedir.

Kemik matrisi organik ve inorganik bilesenlerden olusan kompozit bir
malzemedir. Kemigin agirlikca %65°ini inorganik bilesenler, %?25’ini organik
bilesenler ve %10’unu su olusturmaktadir. Organik matris, tendon ve ligament gibi
fibroz dokulara benzeyen bir yapidadir. Agirlikli olarak kollajen tip 1’den olusan bu
matriste az miktarlarda kollajen tip V ve tip XII bulunmaktadir. Kollajen bilesenler
kemige seklini ve gerilmelere olan direncini vermektedir. Organik matriste
kollajenlere ek olarak osteokalsin, glikoproteinler, proteoglikanlar ve sialoproteinler
gibi non-kollajen proteinler de bulunmaktadir [Buckwalter vd., 1995]. Bu
proteinlerin matrisin organizasyonunda, kemik mineralizasyonunda ve kemik
hiicrelerinin davraniglarinin diizenlenmesinde etkisi oldugu bilinmektedir [Sikavitsas

vd., 2001].

Kemigin mineralize inorganik matrisi ise iyon rezervuart olarak gorev
yapmaktadir ve kemige sertlik ozelligini ve sikistirmalara karsi olan direncini
vermektedir. Yapilan arastirmalar, kemik mineralinin saf hidroksiapatitten degil,

karbonat ve fosfat iceren, karbonat apatitten olustugunu ortaya koymustur.
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Organik ve inorganik fazlarin bir biitiinliik kurmasiyla olusan kompozit yapz,
kemige gerekli yiikk tasima kapasitesini ve kirilmaya karsi olan yiiksek direncini

kazandirmaktadir [Stevens, 2008; Buckwalter vd., 1995].
2.8. CAPRAZ BAGLANMA
Capraz baglanma sonucunda bagimsiz polimer molekiilleri birleserek stabil,

mekanik dayamimi yiiksek yapilar olustururlar. Sekil 2.3.’te polimerin capraz

baglanma sonucu aldig1 yeni form gosterilmistir.

Sekil 2.3. Polimerin ¢apraz baglanmasi

Doku iskelelerinin degredasyonu, gézenekliligi ve mekanik 6zellikleri capraz
baglanmayla kontrol edilebilir. Siklikla kullanilan capraz baglayicilara, formaldehit,
gluteraldehit, genipin, trisodyum sitrat, 1-etil-3-3-di metal amino propil karbodiimit
hidroklorid, divinilsiilfan, 1,4 biitandiol, diglisid eter Ornek verilebilir. Capraz
baglayicilar cogu zaman toksik etki gostermeleri sebebiyle capraz baglanma sonucu
olusan jellerin bu molekiillerden arinmasi i¢in ekstrakte edilmesi veya cok iyi

yikanmasi gerekmektedir.
Gluteraldehit (OHCCH,CH,CH,CHO), jelatinin serbest amin gruplarini

baglayacak lysine ve hidroksilysine olmak iizere iki tane fonksiyonel gruba sahiptir

[M. Chul Chang vd., 2003].
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2.9. NANOFIBER URETIM YONTEMLERI

Konvansiyonel lif iiretim teknikleri ve bu tekniklerde kullanilan diize caplari,
nanolif iiretimine uygun degildir. Nanolif {iretimi i¢in farkli teknikler mevcuttur.
Bunlardan bir kismu laboratuar Olceginde {iiretim teknikleridir, endiistriyel
uygulamalar1 yoktur; bir kism1 da endiistriyel uygulamaya yoneliktir. En yeni ve en
avantajli nanolif iiretim teknigi olarak bilinen elektro ¢ekim teknigi ile ise hem
laboratuar  olgeginde  hem  de  endiistriyel olarak  nanolif  {iretimi

gerceklestirilebilmektedir.
2.9.1. Cekme

Cekme (Drawing), yontemi kuru iiretim yonteminin molekiiler diizeydeki
sekli olarak goriilebilir [Hatipoglu, 2006]. Bu yontemle uzun ve tek nanofiberler elde
edilebilir. Islemde bir mikromanipiilatér (mikroskop altinda hassas islem yapmaya
yarayan bir cihaz) yardimiyla bir mikropipet ¢ozeltinin yiizey ile temas ettigi ¢izgiye
daldirilir ve mikropipet sividan belirli bir hizla c¢ekilir. Bu metodta ¢oziiciiniin
buharlagmasiyla vizkozite artis1 olur ve bunun sonucu olarak fiberlerin parcalanmasi
gerceklesir. Bu nedenle viskoelastik ¢ozeltilere ihtiya¢ duyulur ki kohesif kuvvetler
parcalanmay1 Onlesin. 100 nm altinda fiberler elde edilemez. Ayrica nanofiber capi
da kontrol edilemez. Islem sematik olarak Sekil 2.4.” de goriilmektedir [Ramakrishna
vd., 2005]. Cekme az ekipmana ihtiya¢ duymasiyla avantajli, fakat siireksiz bir islem

olmast acisindan pratik olarak uygulama alan1 yoktur.
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Sekil 2.4. Cekme yontemi

2.9.2. Kalip Sentez Yontemi

Kalip sentez yontemi (Template Synthesis), ilk defa Possins tarafindan
bulunmus ve Williams ile Guardian tarafindan gelistirilmistir. YoOntemde
nanofiberler, nano gozenekli zarlarin gozeneklerinden gecirilen cesitli 6zel
malzemelerle elde edilirler (Sekil 2.5.). Membranlar 5-50 mm kalinliginda olup,
silindirik gozeneklere sahiptir. Her bir gbzenek, istenen nano yapinin sentezlendigi
beherler olarak goriilebilir. Malzemeye ve gozenegin kimyasal yapisina bagl olarak,

nano silindirler, nano boru(tiip) ya da fiberler seklindedir [Jayaraman vd., 2004].
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Sekil 2.5. Kalip sentez yontemi

2.9.3. Faz Ayrimi

Adindan da anlasilacagi gibi bu metotta bir faz ayrimi gerceklesir. islem

genel olarak bes asamada yapilir:

e Polimerin ¢oziilmesi
e Jellenme

e (oziicii ekstraksiyonu
e Sogutma

¢ Sogutma-Kurutma
2.9.4. Kendiliginden Birlesme
Kendiliginden birlesme (self assembly) yonteminde atom ya da molekiiller

kendiliginden zayif ve non-kovalent etkilesimlerle (H-bagi, hidrofobik kuvvetler...)

belirli yapilara diizenlenirler [Zhang vd., 2005].
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2.9.5. Cift Bilesenli Ekstriizyon

Cift bilesenli fiberler ayni fiber icinde birlikte bulunan iki polimerin ayri
diizeden ¢ikmasi olarak tanimlanabilir. Yontemde istenilen oranda karigsmis iki
polimerin- biri digerinin erigi iginde siispanse edilir- aym anda ekstiirlizyonu
gerceklestirilir. Ayrica istenirse bir bilesen 1s1 ya da c¢oziici ile ortamdan

uzaklastirilabilir [Materials Science&Engineering, 2004].

2.9.6. Elektrospinning

Nanofiber iiretim yontemleri arasinda en etkili ve en kolay uygulanabilen

metod Elektrospinning (Elektrodokuma / elektroegirme) yontemidir.

2.10. ELEKTROSPINNING

2.10.1. Tarihsel Gelisimi

Elektrospinning isleminin temelleri yaklasik olarak 400 yil Oncesine;
“Elektro-hidrodinamik atomizasyon ya da piiskiirtme (Electrohydrodynamic
atomization or spraying(EHD))”olarak bilinen, bir sivi damlasina elektrik
uygulanmasi islemine dayanir. Kapilerin ucunda buluna yar1 kiiresel damlaya
elektrik verildiginde; damlanin yiizey gerilimini yenerek bir koni sekline aldig1 ve
hemen ardindan da ufak damlalara ayrilan bir jet halinde kapilerden ayrildigi

belirlenmistir.

Elektrospinning yontemi yeni bir teknoloji degildir. Bu yontem 1600’li
yillarda, William Gilbert’in manyetizma iizerine c¢alisirken elektro-manyetizmanin
stvilar iizerine etkisini gozlemlemesiyle ortaya cikmustir. Calismasinda bir su
damlasini elektriksel olarak kuru bir yiizeyden belli bir mesafede, bir koni bigiminde
cekildigine isaret etmistir. Iste bu elektrospray ve elektrospinning isleminin tarihinin

basladig1 noktadir [Kataphinan vd., 2005].

Elektrostatik egirme olarak da bilinen bu teknik ile 1700’lii yillardan bu yana

caligsmalar yapilmaktadir. 1745 yilinda Bose, aerosollari, akiskan damlalarina yiiksek
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elektrik potansiyelinin uygulanmasi sonucu elde edilen yapilar olarak tanimlamis ve
ardindan 1882’de Lord Rayleigh kac adet yiikiin damlaciktaki yiizey geriliminin
istesinden geldigi sorusuna cevap bulmustur. 1902 ve 1903 yillarinda elektriksel yiik
uygulanmasi ile sivilarin piiskiirtiilmesi icin kullanilan cihazlarin ilk patentleri
Cooley ve Morton tarafindan alinmistir [Greiner ve Wendorff, 2007]. 1934 yilinda
Anton Formhalas, ¢ozeltiden mikrometre ¢aplarinda seliiloz asetat fiberler iiretmis ve
patentini almis fakat yontem ticari olarak kullanilmamustir. 1960’lara gelindiginde
Taylor tarafindan jet olusumu ile ilgili ¢alismalar yapilmaya baslanmigtir. 1969
yilinda Taylor, koni seklinde olan ve igne ucunda elektrik alan sebebiyle olusan
polimer damlasinin sekli ile ilgili caligmalar yapmistir. Bu yillardan sonra polimer
damlaciginin konik sekli aragtirmacilar tarafindan Taylor konisi olarak anilmaya
baslanmistir [Subbiah vd., 2004; Lyons ve Ko, 2005]. 1971 yilinda Baumgarten ve
ekibi ilk kez bir mikron altindaki fiberlerin iiretimini gerceklestirmis ve bu yillardan
itibaren arastirmacilar nanofiberlerin morfolojisi ile ilgili ¢alismalar yapmaya
baslamistir [Lyons ve Ko, 2005]. 1987’ de Hayati ve ekibi deneysel kosullar ve
elektrik alanin fiber kararliligina etkisini arastirmislardir. On yillik bir siirecin
ardindan arastirmacilar Elektrospinning teknigi ile iiretilen nanofiberlerin, filtreleme,
koruyucu kiyafetler katalizor althiklar gibi uygulama alanlarinda yiiksek verim ile

kullanimin1 saglamak amaciyla ¢aligsmalara baglamiglardir.

Bu teknik ile 1ilgili akademik caligmalar 1990’ Ii yillarda Reneker ve
grubunun c¢alismalar ile hiz kazanmistir. Bu yontemin arastirmacilar agisindan ilgi
cekici olmasinin bir sebebi de bir¢ok bilim ve miihendislik alanlarina hitap ediyor

olmasidir [Subbiah vd., 2004].

2.10.2. Elektrospinning Yonteminin Mekanizmasi

Elektrospinning yontemi, dolu ve bosluklu i¢cyapili, siirekli, diizenli capta ve
polimer, metal oksitler veya seramikler gibi cesitli malzemelerden nanofiber
tiretimine olanak saglamaktadir. Diger yontemlerden farkli olarak bu yontem ile bir
boyutlu nanoyapilarin olusturulmasi; polimer ¢ozeltisinden olusan viskoelastik jetin

tek eksenli uzamasi olayina baghidir.
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Sekil 2.6. Elektrospinning sisteminin sematik gosterimi

Elektrospinning sistemi ii¢ temel bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenler
yiiksek voltaj kaynagi, metalik igne ve toplayict althiktir (Sekil 2.6.). Alternatif akim
kullantminin da yaygin olmasina karsin Elektrospinning yonteminde genellikle dogru
akim kullanilmaktadir. Metalik igne igerisinde polimer c¢oOzeltisi bulunan bir
siringanin ucunda yer almaktadir. Siringa pompasinin kullanimi ile ¢ozelti igneye
dogru sabit ve kontrol edilebilir bir hizla beslenir. Genellikle 1-30 kV aras1 yiiksek
gerilim uygulandig1 zaman igne ucunda asili duran polimer damlacig: elektriklenir ve
indiiklenmis olan yiik damlacik yiizeyine esit olarak dagilir [Dan ve Xia, 2004;
Sigmund vd., 2006].
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Sekil 2.7. Taylor konisinin olusumuna etki eden kuvvetlerin sematik gosterimi

Islem sirasinda igne agzindan ¢ikan damlaciga etki eden kuvvetler;
yercekimi, yiizey gerilmesi ve elektriksel gerilme kuvvetleridir (Sekil 2.7.). Bu
kuvvetler birbirini dengeleyerek igne ucunda Taylor konisi olusturur ve tiim
kuvvetlerin birbirini dengelemesine baglh olarak damla veya sivi jet meydana gelir.
Bu elektriklenmis jet hizla uzayarak uzun ve ince ipliksi yapr olusur. Sivi jetin
devamli uzamasi ve ¢Oziicliniin buharlagmasi sonucunda fiber ¢apr mikrometre
seviyesinden yliz nanometre gibi kiiciik degerlere diiser. Boylece nanometre

mertebesinde siirekli fiberler elde edilir [Sigmund vd., 2006; Kowalewsk vd., 2005].

2.10.3. Elektrospinning Yontemine Etki Eden Parametreler

Elektrospinning yontemi yiiksek ylizey alanmi / hacim ve uzunluk/cap oranina sahip
gozenek boyutu kontrol edilebilen ve ¢ap1 10 ile 100 nm aralifinda degisen nanofiber
ve nanotiip iretimine olanak saglamaktadir. Ayrica; bu yontem ile fiber iiretim
parametreleri degistirilerek farkli yapida nanofiber iiretmek miimkiin olmaktadir.

Fiberlerin yapisin1 ve boyutunu belirleyen parametreler Cizelge 2.1.”de verilmistir.

Cizelge 2.1. Elektrospinning yonteminde fiber iiretimine etki eden parametreler

Cozelti Ozellikleri Islem Parametreleri | Cevre Kosullar
Molekiiler agirlik ve viskozite | Uygulanan voltaj Sicaklik

Yiizey gerilim kuvveti Akis hizi Nem

Iletkenlik Cozelti sicakligl Atmosfer cinsi
Dielektrik sabiti Igne-altlik mesafesi | Basing

2.10.3.1 Cozelti Ozellikleri
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Elektrospinning sirasinda kullanilacak c¢ozeltinin ozellikleri elde edilecek
fiber yapisin1 6nemli 6lgiide etkilemektedir. Bu o6zellikler viskozite, yiizey gerilimi,

cozelti iletkenligi ve ¢ozeltinin dielektrik sabitidir [Ramarkrishra vd., 2005].

Molekiiler Agirlik ve Viskozite

Cozelti hazirlama asamasinda yogunlastirict olarak kullanilan polimerlerin
molekiiler agirhgr c¢ozelti viskozitesini etkilemektedir. Yiiksek molekiiler agirliga
sahip polimerler kullanilarak hazirlanan c¢ozeltilerin viskoziteleri de yiiksek
olmaktadir. Bu nedenle Elektrospinning sirasinda fiber iiretimini saglayacak sekilde
uygun molekiiler agirlikta polimerler kullanilmalidir. Ayrica ¢ozelti viskozitesini

arttirmak i¢in polimer konsantrasyonu da degistirilebilir.

Uretim sirasinda kullanilan ¢ozeltinin viskozitesinin cok yiiksek degerde
olmas1 igne ucunun tikanmasina ¢ok diisiik olmasi1 da ¢ozeltinin yercekimi etkisi ile
igne ucundan damlamasina ve lretimin engellenmesine neden olur. Bunun icin
cozelti viskozitesi ¢ok iyi ayarlanmalidir. Ayrica ¢ozelti viskozitesinin iiretim
sirasinda sivi jetin parcalanmasi sonucu olusan ve istenmeyen bir durum olan
boncuksu yapr olusumu iizerinde etkisi vardir. Diisiik viskoziteli ¢ozeltilerden
tretilen fiberlerin lizerinde boncuk meydana gelmektedir. Cozelti viskozitesi
arttirlldiginda boncuklarin sekli kiireden elipse doniismekte ve giderek yok
olmaktadir. Cozelti viskozitesinin etkiledigi diger bir ozellik ise fiber c¢apidir.
Yiiksek viskoziteli cozeltilerden daha kalin fiberler elde edilmektedir [Deitzel vd.,
2001].

Yiizey Gerilim Kuvveti

Elektrospinning sirasinda fiber iiretiminin gerceklesebilmesi i¢in elektrostatik
kuvvetlerin ylizey gerilim kuvvetini yenmesi gerekir. Ayrica yiizey gerilim kuvveti
tiretim sirasinda boncuk olusumuna da neden olabilir. Coziicii molekiillerinin
konsantrasyonunun yiiksek oldugu bolgelerde yiizey gerilim kuvvetinin etkisi ile

molekiiller bir araya toplanarak kiiresel sekil meydana getirirler. Yiiksek viskoziteye
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sahip cozeltide c¢oziicii molekiilleri ile polimer molekiilleri arasindaki etkilesim

nedeni ile boncuk olusumu engellenmis olur.

Cozelti lletkenligi

Elektrospinning islemi sirasinda olusan jetin yiizeyindeki yiiklerin birbirini
itmesi nedeni ile jet iizerinde uzama meydana gelir. Eger ¢ozelti iletkenligi arttirilirsa
jet lizerinde daha fazla yiik tasinabilir. Cozeltinin iletkenligi iyon ilavesi ile
artirllabilir. Eger ¢ozelti tam gerilme gostermez ise boncuk olusumu gozlemlenir.
Cozeltiye tuz ilavesi yapilarak jetin ilizerinde meydana gelen gerilme ve uzama
arttirilmis olur ve ayni zamanda boncuk olusumu da engellenir. Zong ve ekibi
iyonlarin fiber morfolojisine etkisini arastirmiglardir ve poli-D-laktit (PDLA)
fiberlerin iiretimi i¢in hazirlanan ¢6zeltiye KH,PO4, NaH,PO,4 ve NaCl iyonik tuzlari
ilavesi yaparak boncuksuz ve daha kiiciik caplara sahip fiberler elde edildigini
gozlemlemistir [Zong vd., 2002]. Cozelti icerisinde iyonlarin bulunmasi ¢ozeltinin
iletkenligini artirir ve Elektrospinning islemi ile fiber iiretimi i¢in gerekli kritik
voltajin diismesini saglar ve altlik iizerinde daha genis bir alanda fiber olusumuna

olanak saglar.

Coziiciiniin Dielektrik Sabiti

Elektrospinning islemine coziiciiniin dielektrik sabitinin de biiyiik bir etkisi
vardir. Cozeltinin dielektrik sabiti yiiksek olmasi, boncuklu yapinin olusumunu
engelledigi gibi daha diisiik ¢apta fiber iiretimine neden olur. N-N Dimetilformamit
(DMF) gibi coziiciiler ilave edildikleri cozeltinin dielektrik ozelliklerini artirir ve
fiber morfolojisinin daha iyi olmasim saglar. Jetin kararsizlig1 ¢oziiciiniin dielektrik
sabitinin artmasi ile artmaktadir. Bu artis daha genis bir bolgede ve daha kiiciik
caplarda fiber birikimini saglar [Ramarkrishra vd., 2005].

Coziiciiniin Ucuculugu

Coziicliniin hizli bir sekilde buharlasmasi ve jetin incelirken hizli sekilde faz
ayrismasinin meydana gelmesi onemli bir faktordiir. Coziiciiniin buhar basinci,

buharlasma hizi ve kuruma siiresi i¢cin onemli bir etkendir. Lee ve ekibi polivinil
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kloriir (PVC) fiberlerin {iiretiminde coziiciiniin hacimsel oranin fiber cap1 ve
morfolojisi iizerine etkisini arastirmig ve ortalama fiber capinin tetrahidrofuran
(THF) / N-N Dimetilformamit (DMF) karistimindan olusan c¢o6ziicide DMF
miktarinin artis1 ile azaldigimi belirlemistir. Megelski ve ekibi ise polistren (PS)
fiberlerin tiretiminde THF/DMF karisimin farkli oranlarda kullanmis ve daha yiiksek
ucuculuga sahip olan karisimlar ile yapilan calismalarda daha yogun bir fiber

olusumu gézlemlemistir [Ramakrishna vd., 2005; Subbiah vd., 2004].

2.10.3.2. islem Parametreleri

Elektrospinning islemindeki diger bir onemli faktor de islem parametreleridir.
Bu parametreler islem sirasinda uygulanan voltaj, cozeltinin akis hizi, ¢ozeltinin
sicakligl, fiberlerin toplandigi altlik cinsi, kullanilan ignenin capi ve igne ucu ile

toplayici altlik arasindaki mesafedir.

Uygulanan Voltaj

Elektrospinning isleminin en temel parametresi ¢ozeltiye uygulanan yiiksek
voltajdir. Yiiksek voltaj ¢ozeltiye elektrik alandan etkilenebilmesi i¢in gerekli olan
yiikil ve igne ucu ile altlik arasinda elektrik alaninin olusmasini saglar. 6 kV kritik bir
voltaj degeridir. 6kV’ dan daha diisiik voltaj degerlerinde ¢ozeltinin igne ucunda
Taylor konisi seklini almasi ve nanofiber olusumu imkansizdir. 6 kV’ un iizerindeki
voltaj degerleri jetin voltajin uygulandigr yonde hareket etmesine neden olur. Jet
tizerindeki yiiklerden kaynaklanan itici kuvvetlerin etkisi ile viskoelastik cozelti
gerilir. Eger gerilim arttirilirsa ¢ozelti {izerinde daha fazla yiik birikimi olur ve daha
hizli jet olusumu meydana gelir. Fakat bu durum Taylor konisinin kararsiz olmasina

neden olur [Ramakrishna vd., 2005].

Elektrospinning islemi sirasinda yiiksek gerilim uygulandiginda c¢ozelti
tizerinde biriken yiik miktar1 artarken, bu yiiklerin meydana getirdigi itici kuvvet de
artar. Boylelikle jet lizerinde meydana gelen gerilim yani uzama artar ve daha ince
fiber elde edilir. Diisiik viskoziteye sahip bir ¢ozeltiye yiiksek voltaj uygulanmasi
durumunda islem sirasinda ikinci bir jet olusumu meydana gelir bu durum fiber

capinda diisiise neden olur. Fiber c¢apimm etkileyen diger bir durum ise
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Elektrospinning jetinin havada kaldigi siiredir. Bu siirenin uzun olmasi fiberlerin
toplayici yiizeye birikmeden 6nce daha uzun siire gerilmesi ve uzamasina neden olur.
Boylece diisiik voltaj uygulanmasi durumunda jetin hizinin ve elektrik alaninin

azalmasi jetin havada kaldig: siireyi artirarak daha ince fiber olusumunu saglar.

Yiiksek voltajin boncuklu yap1 olusumuna yogun bir etkisi oldugu
belirlenmistir. Ayrica, boncuk sekli de voltaj artisi ile kiiresel hale gecer. Yiiksek
voltaja bagl olarak artan jet geriliminin daha az boncuk olusumuna neden oldugu
bazi calismalarda gozlemlenmistir. Baz1 ¢alismalarda gozlemlenen voltaj artisi ile
boncuk yogunlugunun artti§i durumlar jetin kararsizliginin artmasi ile

aciklanmaktadir [Ramakrishna vd., 2005].

Yiiksek gerilim fiberlerin fiziksel goriiniisiiniin yan1 sira kristal yapisina da
etki etmektedir. Uygulanan elektrik alan polimer molekiillerinin daha diizenli bir
sekilde dizilmelerine neden olur ve fiberlerin kristal yapisini etkiler. Fakat polimer
molekiillerinin belirli bir sekilde dizilebilmeleri icin belirli bir siireye ihtiyac¢ vardir.
Bu siire polimer damlasinin igne ucundan ¢ikip altlik iizerine ulagincaya kadar gecen
zamandir. Eger gerilim arttirilirsa bu siire kisalacag i¢in kristallesme i¢in gerekli
siire olmayabilir. Bu nedenle voltaj ne cok yiiksek ne de az olmalidir, belirli bir kritik

degerde ayarlanmalidir [Ramakrishna vd., 2005].

Elektrospinning isleminde genellikle dogru akim (DC) voltaj kaynaklari
kullanilmakta olup, alternatif akim (AC) voltaj kaynaklarinin da kullanilmasi
miimkiindiir. Cozeltinin yiiklenmesi jet olusumu, gerilim ve egme kararsizligina yol
acar. AC kaynaklarda, ¢ozeltinin yiliklenmesi ve jet olusumu voltaj degisiminden
once gerceklesir. DC kaynaklarinda jette daha az egme kararsizlig1 ve gerilim olusur

ve elde edilen fiberlerin ¢aplar1 daha kalindir [Ramakrishna vd., 2005].

Cozelti Akis Hizi

Cozelti akis hizi Elektrospinning i¢in gerekli ¢ozelti miktarini belirler.
Elektrospinning i¢in uygun ¢ozelti akis hizinin kritik degeri Taylor konisinin kararl
oldugu degerdir. Akis hiz1 bu kritik degeri gectiginde fiber cap1 ve boncuk olusumu
da artar. Megelski ve ekibi PS fiberlerin caplarina, akis hizi artisinin etkisini
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incelemistir. Artan akis hizi ile fiber caplart 90 nm’den 150 nm’ye arttigini1 ve yapida

daha ¢ok boncuk olustugunu belirlemistir [Subbiah vd., 2004].

Cozelti Sicaklig

Cozelti sicakliginin yiiksek olmasi ¢ozeltinin Elektrospinning islemi sirasinda
buharlagsma hizimi arttirirken viskozitesinin azalmasina neden olur. Yiiksek sicakliga
sahip cozeltilerden daha diizgiin fiberler elde edilir. Artan sicaklik, polimer
molekiillerinin hareketliliginin artmasina ve sonucta kolombik kuvvetlerin ¢ozeltinin
gerilimini artirmasina sebep olur. Ayrica, yiiksek sicaklik yapilan calismalarda
enzim, protein gibi cozeltiye eklenen biyolojik materyallerin fonksiyonelligini

yitirmesine sebep olabilir [Ramakrishna vd., 2005].

Toplayict Altlik

Elektrospinning isleminde igne wucu ile althk arasinda elektrik alan
olusturulmasi gerektiginden altliklarin iletken olmasi gerekir. Bu nedenle altlik
olarak aliiminyum folyo gibi iletken malzemeler kullanilir. Iletken olmayan bir altlik
kullanilirsa toplayici iizerine daha az fiber birikimi gerceklesir [Ramakrishna vd.,

2005].

Igne Ucu ile Althk Arasindaki Mesafe

Igne ucu ile altlik arasindaki mesafe fiberin havada kalma siiresi ve elektrik
alaninin biiyiikliigiinii etkilemektedir. Igne ucu ile altlik arasindaki mesafe arttikca
fiberin havada kalma siiresi artarken elektrik alanin siddeti azalmaktadir. Fiberlerin
havada kalma siiresi fiberin althga ulagsmadan O©nce yapisindaki ¢oziiciiniin
buharlasmas1 acisindan onemlidir. igne ucu ile altlik arasindaki mesafe artik¢a
¢Oziiciiniin buharlagmas1 i¢in daha uzun bir siire agiga cikar. Buchko ve ekibi
yaptiklart calisma sonucu mesafenin ¢ok kiigiik oldugu durumlarda igne ucu ile
toplayici arasinda olusan elektrik alan kuvvetine bagli olarak boncuksu yap1 olusumu
gozlemlemistir. Igne ucu ile altlik arasindaki mesafe azalmasi uygulanan voltajin
artmast ile benzer etkiye sahiptir. Onceki kisimlarda bahsedildigi iizere elektrik alan

kuvvetinin artmasi jetin kararsizliginin artmasina ve bu durumda boncuksu yapinin
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olusumuna neden olur. Mesafenin artmasi, jetin havada kalma siiresinin ve
uzamasinin artmasina neden olur ve ortalama fiber ¢apinda azalma meydana gelir.
Mesafenin ¢ok fazla olmasi halinde ise fiber olusumu gozlemlenmeyebilir. Bu
nedenle fiber {iretimi icin en uygun elektrik alan kuvveti belirlenmelidir

[Ramakrishna vd., 2005].

2.10.3.3. Cevre Kosullar1

Jeti gevreleyen atmosfer kosullari iiretilecek olan fiberin yapist acisindan
onemli etkiye sahiptir. Bu kosullar nem, atmosfer cinsi ve basingtir [Subbiah vd.,

2004].

Nem

Cevre kosullarindan nem fiber yapisin1 onemli dlciide etkilemektedir. Yiiksek
nemli ortamlarda gerceklestirilen iiretimlerde su molekiillerinin fiber {iizerinde
yogunlasmas1 nedeni ile gozenekli fiber yapisi meydana gelmektedir. Nem
miktarinin artmast olusan gozeneklerin boyutunun ve derinliginin artmasina sebep
olmaktadir. Ortamin nemi ayni zamanda {iiretim sirasinda c¢oziiciiniin fiberden
buharlagsma hizin1 da etkilemektedir. Nemsiz ortamlarda ¢oziiniin buharlasma hizi

daha yiiksek olmaktadir [Ramakrishna vd., 2005].

Atmosfer cinsi

Elektrospinning isleminin yapildigt ortam kosullar1 fiber {iretiminin
gerceklesmesi acisindan Onemlidir. Gazlarin elektrik alan altindaki davranislari
farklilik gostermektedir. Ornegin, helyum gazi elektrik alan altinda par¢alanmakta ve
Elektrospinning isleminin gerceklesmesine engel olmaktadir. Bununla beraber
Freon-12 gibi yiiksek parcalanma voltajina sahip gaz ortaminda iiretilen fiberler
benzer liretim kosullarinda hava ortaminda iretilen fiberler iki kati biiyiikliigiinde

capa sahiptir [Ramakrishna vd., 2005].
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Basing

Diisiik basincl ortamlarda gerceklestirilen Elektrospinning istenilen bir islem
degildir. Ciinkii igne ucundaki cozelti diisiik basingta islem gerceklestirilemeden
toplayici tizerine diiger. Ayrica diisiik basing, jet lizerindeki elektrik yiiklerinin kolay
bosalmas1 nedeni ile Elektrospinning islemini olanaksiz kilmaktadir [Ramakrishna

vd., 2005].

2.10.4. Doku Miihendisligi Uygulamalari

Doku miihendisligi en heyecan verici disipilinler aras1 arastirma alanlarindan
biridir ve son yillarda bu alanda oldukca yayin ¢ikmaktadir. Doku miihendisligi,
yasayan hiicreler kullanilarak, bunlarin hiicre dis1 gevreleriyle ya da genetik olarak
degistirilerek viicut i¢i implantasyonlar icin biyolojik degistirilebilir parcalar
gelistirmeyi ve/veya dokularin daha etkin bir sekilde biiyiitiilmesini icerir. Amag
onarmak, yenilemek, oldugu gibi devam etmesini saglamak ya da o doku veya

organin ozelliklerini iyilestirmektir.

Bu amaci gerceklestiren teknolojiler iic alana ayrilabilir; hiicre teknolojisi,
iskele yapim teknolojisi ve in vivo (canli i¢i) kullanimi i¢in teknolojiler. iskele yapim
teknolojisi; hiicre biiyiitiilmesi icin ii¢c boyutlu iskele yapilarinin tasarimi, iiretimi ve
karakterizasyonu ile in vitro (yapay kosullarda) ve in vivo kiiltiirlerinin

gerceklestirilmesini igerir.

Bir iskele yapisinin fonksiyonel olarak etkili olabilmesi i¢in, yeni dokunun
dogru tasarim parametrelerini saglamasi gerekmektedir. Polimer bazli bir iskele
yapist icin birka¢ kabul goren temel gereksinimler vardir [Ma, 2004]. Oncelikle
iskele yap1 uygun gozenek boyutu dagilimina sahip yiiksek gozeneklilikte olmalidir.
Ikinci olarak genis bir yiizey alan1 gereklidir. Yeni doku gelisimine uygun olarak
bozunan, biyobozunur polimerlerin tercih edilmesi de iigiincii gereksinimdir.
Dordiincii parametre ise yeni doku olusumu sirasinda iskele yapinin, gdzeneklerin
kapanmasini Onleyecek kadar mekanik bir dayanima sahip olmasidir. Son olarak
iskele yap1 toksik olmamali ve hiicrenin yapismasina, ¢ogalmasina izin verecek

sekilde biyouyumlu olmalidir.
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Bugiine kadar Elektrospinning yontemi ile doku biiyiitiilmesi i¢in yapilmis
yiizlerce nanofiber ag yapisina dair makaleler ¢ikmistir. Kullanilan nanofiberler;
sentetik, dogal, biyobozunur ya da biyobozunmaz polimerlerden sentezlenmistir.
Hiicre kiiltiirii; kaslar, kemikler, kikirdalkar, deri, sinir dokular1, damarlar gibi ¢esitli

dokular i¢in gerceklestirilebilmistir.

Ik defa kolajen nanofiberler kas hiicrelerinin kiiltiirii icin kullanilmistir
[Matthews vd., 2002]. Kemik dokusu ¢alismalar1 da kas ¢alismalar1 kadar eskidir.
Hiicre biiyiitiilmesi poli(laktit-ko-glikolik asit) (PLGA) nanofiberler ile saglanmistir
[Li vd., 2002].

Kemik dokusunun {izerine c¢alismalarda PCL c¢ok fazla calisilmistir.
Mezenkimal kok hiicrelerin( MSCs) PCL ag yapisinin i¢ine dogru bir hafta icinde
yayildigt ve minerilizasyon ve tip [ kolajenin 4 hafta icinde olustugu
gozlemlenmistir. Bir in vivo deneyi de yine MSC ‘nin kiiltiiriiniin yapildigit PCL
yapisi ile farelerin omentasi (karin igerisinde, bagirsaklar1 orten olusum) iginde
gerceklestirilmistir [Shin vd., 2004]. 4 hafta sonra kemik seklinde bir goriintiiye
doniismiistiir. Saf PCL disinda, PCL/jelatin karisimi, ve PCL ‘nin kalsiyum karbonat
nano parcaciklar1 ve hidroksiapatit (HAp) nano pargaciklari ile olan kompozitleri de
kemik doku miihendisliginde kullanilmistir. %50 jelatin ilavesi mekanik dayanimi ve
yiizey 1slanabilirliginin gelistirldigi ve dolayisiyla hiicre tutunmast ve hiicre
biiyiimesini iyilestirdigi belirlenmistir. Inorganik nano partikiiller iceren PCL ‘nin
daha iyi kemik olusumunu destekleyecegi diisiiniilmiistiir. PCL yiizeyi kalsiyum
fosfat ile kaplanarak kemik gibi bir yapi olusturulmus ve bu yap1 daha iyi
1slanabilirlik saglamistir [Duan vd., 2007].

Ipek fibroin nano fiberleri de kemik dokulari igin kullamlmustir. Ipek
nanofiberlerin yiiksek biyouyumlulugu ile kemik olusumunu hicbir tahris olmadan
gerceklestirmistir. Ayrica kemik dokusu gelistirmek i¢in daha bircok polimerik

nanofiber ¢alisilmistir.

Elektrospinning yonteminin doku miihendisligi uygulamalarindan biri de kan
damar1 hiicrelerinin olusturulmasidir. Kan damarlar1 i¢in endotelyal hiicreler

(damarin i¢ ¢eperindeki hiicreler) elektrodokunmus yiizeyler ile ¢alisilmistir.
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Yara ortiiciiler

Yara iyilesmesi deri dokularinin dogal olarak yenilenmesi islemidir. Bir kisi
yaralandiginda bir¢ok karmasik biyokimyasal olay hasart onarmak i¢in gerceklesir.
Bu olaylar su sekilde simiflandirilabilir; yangi(canli dokunun hasara verdigi yanittir
ve kizarikliga neden olur), cogalma, fazlarin yeniden madellenmesi ve epitelyum
dokunun olusumu. Dogal olarak viicut derin deri kesiklerinin onaramaz. Deri
yaniklar ve yaralanmalarda yeniden doku onarimi i¢in yeterli hiicre yoktur (yara
uclar hari¢). Sonug olarak yeni epitel dokunun olusmasi zaman alir ve iz kalmasi

meydana gelir [Marler vd., 1998].

Yara Ortiisiiniin gorevi yarayr koruyup yara bolgesinden fazla viicut
stvilarinin disart atilmasini, dis mikroorganizmalarin bulagmasini 6nlemeyi yaranin
goriiniimiinii diizeltmeyi ve bazende yaranin daha hizli iyilesmesini saglamaktir. Bu
gorevler icin yara ortiicii fiziksel bir bariyer olmal1 ancak ayn1 zamanda da oksijen ve

nemin gecisine izin vermelidir [Marler vd., 1998].

Elektroegrilmis nano fiberler yara Ortiici materyaller icin ¢ok uygun
adaylardir. Bunu gozeneklerinin yaradan sivilarin atilmasini saglamasi, oksijen ve
nemin girigine elverisli olmasi, mikroorganizmalar1 6nlemesi ve elde edilen fiberlere

ilag eklenebilmesine bor¢ludur.

Tag¢ Salimim

Kontrollii salinim ilaglarin dagitiminda etkili bir yoldur. Kontrollii salinim
ilacin teslim edilmesinin kinetiklerini dengeleyebilir, toksisiteyi azaltabilir ve
hastanin daha rahat etmesine neden olabilir. Kontrollii salinim sisteminde aktif
madde bir tasiyiciya yiiklenir ve bu tasiyicinin canli i¢inde aktif molekiiliin bilinen
bir hizda salimmimi saglar. Elektroegrilmis nano fiberlerin ila¢ saliniminda
kullanilmasinin ¢esitli avantajar1 vardir. Ilag yiiklemesi Elektrospinning islemi
sirasinda kolaylikla yapilabilir. Genis yiizey alani ve kisa difiizyon gegis uzunlugu
nano fiber ilag¢ sistemine ornegin bir filme oranla daha hizli bir salinim saglar [Yih ve

Al-Fandi, 2006].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Bu calismanin gerceklestirilmesi amaciyla kullanilan materyaller asagida

verilmektedir.

3.1.1. Nanofiber Uretiminde Kullanilan Materyaller

3.1.1.1. Jelatin

Genellikle gida sanayiinde yiyeceklerin dayanikliligini arttirmak igin
jellestirme ajani, yapi saglayici, baglama ajani, koyulastirict vs. olarak kullanilir.
Bunun yaninda, eczacilik, fotografcilik ve kozmetikte de iiriin yapiminda kullanilir.
Jelatin, kollajenin termal denatiirasyonu veya kimyasal/fiziksel degredasyonu sonucu

elde edilen dogal bir biyopolimerdir.

Bu calismada kullanilan jelatin, mikrobiyoloji uygulamalarinda kullanilan

jelatindir ve MERCK (Almanya) firmasindan alinmistir.

3.1.1.2. Kitosan

Bu calismada kullanilan Kitosan; diisitk molekiil agirlikli (low molecular
weight) ve yiiksek viskoziteli (highly viscous) Sigma — Aldrich (Almanya)

firmasindan alinmstir.

3.1.1.3. Gluteraldehit

Doku iskelesi iiretiminde ¢apraz baglayici olarak kullanilmasinin yani sira
tipta dezenfeksiyon ve sterilizasyon i¢in kullanilir. Bu calismada kullanilan
gluteraldehit, %25 sulu ¢o6zelti formundadir ve Merck (Almanya) firmasindan

alinmistir.
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3.1.1.4. Asetik Asit

Bu calismada kullanilan Asetik asit; Sigma — Aldrich (Almanya) firmasindan

alinan %100 safliktaki glacial asetik asittir.

3.1.1.5. Formik Asit

Bu calismada kullanilan Formik asit Pancleac firmasindan temin edilmistir.

3.1.1.6. Diklorometan

Bu calismada kullanilan Diklorometan Carlo Erba firmasindan alinmistir.

Tiim deneylerde distile su kullanilmistir.

3.1.1.7. Gama Yiuksek Gerilim Cihazi

Gama yiiksek gerilim cihazi (ES40P, Amerika) elektrospinning deneylerinde
gerilim kaynagi olarak kullanilmistir. 0 — 40 kV calisma araligina sahiptir.

3.1.1.8. Siringa Pompasi

Elektrospinning deneyleri sirasinda polimer besleme hizini ayarlayabilmek
icin New Era Pump System (NE-300) tekli siringa pompasi kullanilmistir. Bu siringa
pompasi ile farkli i¢ caplara sahip siringalar kullanilabilmektedir. Ayrica ml/h,
ml/min, pl/min, pl/hr gibi farkli debilerde besleme yapabilmektedir.

3.1.2. Sentetik Viicut S1vis1t Hazirlamada Kullanilan Materyaller

Sentetik viicut sivist hazirlanirken NaCl, NaHCO;, KCI, K,HPO,4.3H,O,
MgCl,.6H,0, HCl, CaCl,, Na,SO,4 ve (CH,OH);CNH, kullanilmustir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Jelatin ve Jelatin/Kitosan iceren Nanofiberlerin Uretimi

Doku iskeleleri elektrospinning yontemi ile iiretilmistir. On calismalarda,
jelatin ve kitosan farkli polimer konsantrasyonlarinda hazirlanarak farkli ¢oziiciilerde
¢oziilmiistiir. On calismalar sirasinda jelatin konsantrasyonu % 2 - %10 (w/v),
kitosan konsantrasyonu ise % 0,25 - %5 (w/v) araliginda degistirilmistir. Coziicii
olarak asetik asit %1 derisimden saf haline kadar kullanilmistir. Coziicii olarak asetik

asitin yaninda formik asit ve diklorometan da farkli oranlarda kullanilmustir.

On calismalardan sonra, nanofiberlerin elde edildigi bir sonraki asama
caligmalarina gecilmistir. Jelatin 10 ml distile suda mekanik karistirici ile 600
rpm’de 1 saat karistirilarak coziilmiistiir. Jelatin iceren ¢ozeltiler % 15, 20, 25 ve 30
(w/v) konsantrasyonda hazirlanmistir. Coziicii 10 ml asetik asit, 70 ml formik asit ve

20 ml diklorometan karistirilarak hazirlanmistir.

Elektrospinning deneyleri 5x5 aliiminyum toplayici plaka ve 2,5 ml siringa
kullanilarak yapilmistir. Elektrospinning on deneyleri sirasinda toplayici ve polimer
¢Ozeltisini iceren siringa ignesi ucu arasindaki mesafe 8 — 15 cm arasinda, besleme
hiz1 0,3 — 1,2 ml/h arasinda, uygulanan gerilim (voltaj) ise 13 — 25 kV arasinda
degistirilerek, bu parametrelerin olusan nanofibr6z membran iizerindeki etkileri
gozlenmistir. Bu denemeler sonrasinda optimum olarak 0,3 ml/h besleme hizi, 10 cm
toplayici-siringa ucu arast mesafe ve 13 kV gerilim sabit tutularak polimer
cozeltilerinden elektrospinning yontemi ile membranlar elde edilmistir. Bu tez
calismasinda kullanilan elektrospinning diizeneginin fotografi Sekil 3.1." de
verilmistir. Sekil 3.3’ de goriildiigii gibi elektrospinning deney diizenegi yiiksek
gerilim kaynagi, siringa pompasi, toplayici, ve polimer ¢ozeltisini i¢eren siringadan

olusmaktadir.
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Sekil 3.1. Elektrospinning diizenegi

3.2.2. Uretilen jelatin ve jelatin/kitosan nanofibroz membranlarin ¢apraz baglanmasi

Bir Onceki asamada elde edilen jelatin ve jelatin/kitosan nanofibroz
membranlar, sulu ortamda hizlica ¢0Oziindiigiinden, doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmak {izere, fizyolojik ortamda stabil kalabilen
membranlarin elde edilmesi icin glutaraldehit ile capraz baglanmistir. Glutaraldehit,
10 ml ve % 25 sulu ¢ozelti formunda kullanilmistir. Capraz baglama islemi cam bir
fanusda, gluteraldehit buhari altinda doku iskelelerinin 3 giin oda sicakliginda

bekletilmesi seklinde gergeklestirilmistir.

3.2.3. Sentetik Viicut Stvisinin Hazirlanmasi (Simulated Body Fluid, SBF)

Sentetik viicut sivist hazirlanirken NaCl, NaHCO;, KCI, K,;HPO,4.3H,O,
MgCl,.6H,0, HCI, CaCl,, Na,SO; ve (CH,OH);CNH, kullanilmistir. Belirtilen
kimyasallar Kokubo ve Takadama tarafindan belirtilen miktarlarda kullanilarak SBF
cozeltisi hazirlanmistir [Kokubo ve Takadama, 2006]. Cozeltinin hazirlanmasi i¢in

asagida verilen yontem kullanilmstir:
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Sterilizasyon Basamagi

1. Kullanilacak olan tiim malzemeler 2 saat seyreltik HCI ¢ozeltisi icerisinde
bekletilmistir.

2. Tiim malzemeler ultra saf suyla yikanmistir.

3. Malzemeler musluk suyu ile de calkalandiktan sonra 3 kez yeniden ultra saf
su ile yikanmustir.

4. Malzemeler kurumaya birakilmistir.

Cozeltinin Hazirlanmasi

1. 500 ml’ lik beher (polietilen) i¢ine 375 ml ultra saf su eklenmistir.
2. Beher karistiriciya konularak, 36,5 °C’ de tutulmustur.
3. Suyun icerisine Cizelge 3.1 de belirtilen kimyasal maddeler eklenerek

karistirma islemine devam edilmistir.

Cizelge 3.1. SBF c¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

(CHQOH)3CNH2 6,057 g
0 | 1 kmol/m’ HC1 | pH ayarlamas icin

1 | NaCl 7,996 g
2 | NaHCO; 0,350 ¢
3 | KCl 0,224 ¢
5 |MgCL.6H,0 |0305¢g
6 | HCI 40 cm3
7 | CaCl, 0,278 g
8 NaZSO4 0,071 g
9

1

Cizelge 3.1.” de yer alan kimyasallarin her birinin tek tek ¢ozeltiye eklenip,
tamamen ¢6ziiliip homojen olarak dagilmasi saglanmustir.
4. (CH,OH);CNH; 1’er gramdan az olacak sekilde yavas yavas eklenmistir.
5. 9.kimyasal da konulduktan sonra beherin sicakligi ve pH’1 kontrol edilmistir.
Bu ¢ozeltinin pH’1n1n yaklagik 7,5 oldugu tespit edilmistir.
1 kmol/m3 HCI ¢ozeltisiyle pH 7,40’ a getirilmistir.
Hazirlanan ¢ozelti daha sonra 500 ml’lik balon jojeye alinmistir.

Hacim 500 ml olmadigindan saf su ile 500 ml’ye tamamlanmustir.

© © =2

Cozelti oda sicakliginda 20 °C’ de tutulmustur, soguduktan sonra eksilen

hacim 500 ml’ ye tekrardan tamamlanmastir.
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Stabilitesi
Hazirlanan ¢6zeltiden 50 ml ayrilarak 36,5 °C’ de inkiibatérde 2-3 giin tutulmustur,

cokelme gerceklesmemistir.

3.2.4. Jelatin ve Jelatin/Kitosan Nanofibroz Membranlarin Sentetik Viicut Sivisinda

Biyomimetik Hidroksiapatit ile Kaplanmasi

Bir Onceki basamakta hazirlanan sentetik viicut sivisindan 20 ml alinarak
erlenlere koyulmustur. Membranlarin biyomimetik hidroksiapatit ile kaplama islemi
3, 6, 18 ve 30 saat siirelerinde 37 °C’de su banyosunda (WiseBath, WB-22 model)
bekletilerek yapilmustir.

3.2.5. Jelatin ve Jelatin/Kitosan Nanofibréz Membranlarin Karakterizasyonu

3.2.5.1. FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) Analizi

FT-IR analizi Perkin — Elmer Spectrum 100 (ABD) marka-model cihaz ile
yapilmistir. Farkli bilesen ve konsantrasyonlarda iiretilen jelatin ve jelatin/kitosan

doku iskelelerinin kimyasal yapisinin tayini FT-IR ile analiz edilmistir.

3.2.5.2. SEM ile Analiz

Doku iskelelerinin morfolojisini belirlemek i¢in taramali elektron mikroskobu
(SEM, Quanta 400F Field Emission, Zeis marka, Supra 55 model) kullanilmstir.
Doku iskelesi orneklerinin yiizeyi elektrik iletkenligini saglayabilmek i¢in 6rnekler
altin/paladyum ile kaplanmistir ve SEM goriintiileri elde edilmistir. SEM, 5 kV da
calistirlmistir. SEM  goriintiileri tizerinde Lucia 32G goriintiilii analiz sistemi
kullanilarak nanofiber caplar1 Ol¢iilmiistiir. On (10) farkli nanofiberin caplari
Olciilerek tek tek standart sapmalar1 hesaplanarak nanofiberlerin standart saplmalari

ile ¢aplar1 bulunmustur.

Taramali elektron mikroskobuyla 7000, 60000 ve 100000 biiyiitme

oranlarinda SEM goriintiisii elde edilmistir.
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3.2.5.3. EDS ile Analiz

Taramal1 electron mikroskobu ile secilmis bir noktada X-1s1n haritalanmasi

yapilarak bu golgelerde kalitatif ve kantitatif analizler yapilmstir.

EDS analizi yapilmadan once doku iskelesi Ornekleri altin/paladyum ile
kaplanmistir. EDS analizi ile bir nokta iizerinde kimyasal analiz yapilarak o

noktadaki iyonlarin agirlik yiizdeleri belirlenmistir.

3.2.5.4. HA kaplama ile agirlik artisinin izlenmesi

SBF icerisinde HA kaplanan doku iskelelerinin 3, 6, 18 ve 30 saat sonunda
kurutularak agirliklart 6l¢iilmiistiir. Her bir zaman dilimi sonunda doku iskelelerinin

ilk agirhigina gore % agirlik artisi tespit edilmistir.

3.2.5.5. In Vitro Degredasyon Caligmalari

Doku iskelelerinin degredasyonu distile su ve 37 °C’ de, su banyosunda
(WiseBath, WB-22 model) takip edilmistir. Doku iskeleleri sabit tartima gelinceye
kadar kurutulmustur, 25 ml distile su iceren erlenlere konulmustur. Belirli zaman
dilimlerinde (1,4,7 giin), ornekler ortamdan alinmis, kurutulmus ve agirliklar
Olctilmiistiir. Agirlik olctimleri yapilarak doku iskelelerinin degredasyon profilleri
tespit edilmistir. Degredasyonun izlenmesine devam edilirken her seferinde erlenlere

taze distile su konulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak iizere
hazirlanan jelatin ve jelatin/kitosan temelli nanofiberlerden olusan doku iskelelerinin
tiretimi, biyomimetik hidroksiapatit ile kaplanmasi ve karakterizasyonu ile ilgili
deneysel sonuclar sunulmus ve elde edilen bulgular iizerine tartismalar yapilmstir.
Sentezlenen doku iskelelerinin  karakterizasyon c¢alismalarinin  sonuglar

degerlendirilmistir.

4.1. JELATIN VE JELATIN/KITOSAN DOKU ISKELELERININ OZELLIKLERI

4.1.1. Jelatin ve Jelatin/Kitosan Nanofibroz Doku Iskelelerinin Uretimi

Elektrospinning yontemi kullanilarak nanofibroz doku iskelelerinin
tiretiminde prosesi etkileyen baglica parametreler, kullanilan polimerin cinsi ve
molekiil agirhig, ¢ozelti konsantrasyonu, kullanilan ¢oziiciiniin cinsi, ¢ozeltinin
besleme hizi, polimer ¢ozeltisine uygulanan gerilim (voltaj) ve ¢ozeltinin yer aldigi
siringa ignesinin ucu ile toplayict arasindaki mesafedir. Bu parametrelerin degisimi
elektrospinning yontemi ile iiretilen malzemenin nanofiberler icerip icermemesini,
tiretilen nanofiberlerin igerisinde boncuk (“bead”) denilen yapilarin olusup
olusmamasini, iiretilen nanofiberlerin caplarin1 ve ¢ap kalinliginin homojen veya
heterojen olusunu, dolayisi ile malzemenin gézenekliligini ve mekanik 6zelliklerini,
degredasyon siiresini, in vitro ortamda hiicrelerle olan etkilesimini ve in vivo ortamda
cevre dokularla olan iletisimini etkilemektedir. Elektrospinning yontemi ile iiretilen
membran seklinde nanofibr6z doku iskeleleri geleneksel yollarla iiretilen diger
membran doku iskelelerine gore iistiin Ozellikler tasimaktadirlar. Bunlardan en
onemlileri, icerdikleri nanofiberlerden dolay1 yiiksek yiizey alani/hacim oranina
sahip olmalar (hiicrelerle etkilesimlerinin son derece iyi olmasim saglar) ve mekanik
ozelliklerinin son derece iyi olmasidir (doku miihendisligi uygulamalarina uygun
olmalarim1 saglar). Bu calismanin ilk boliimiinde jelatin ve jelatin/kitosan temelli
nanofibroz doku iskelelerinin iiretimi i¢in optimizasyon On ¢aligmalart yapilmistir.

Bu caligmalarda, kullanilan c¢oziiciiniin cinsi ve konsantrasyonu, polimer
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konsantrasyonu, jelatin/kitosan oranlari, polimer c¢ozeltisinin besleme hizi, polimer
cozeltisine uygulanan gerilim, polimer ¢ozeltisinin yer aldig1 siringa ignesinin ucu ile
toplayic1 arasindaki mesafe degistirilmistir. Yapilan optimizasyon on c¢alismalari
asagida yer alan cizelgelerde sunulmustur. Cizelge 4.1 de ¢o6ziicii olarak %1 asetik
asit kullanilarak yapilan, besleme hizi, uygulanan gerilim (voltaj) ve polimer
cozeltisini iceren siringa igne ucu ile toplayict arasindaki mesafe degistirilerek jelatin

polimeri ile yapilan optimizasyon ¢alismalar1 verileri sunulmustur.

Cizelge 4.1. Jelatin polimerinden elektrospinning yontemi ile nanofibréz doku
iskeleleri elde edilmesi ile 1lgili yapilan optimizasyon ¢alismalar: verileri

konsie:tiz;lyonu Besleme Hizi | Voltaj Mesafe

(%, wiv) (ml/h) kV) (cm)

6 1,2 18 10

2 0,8 16 10

2 1,2 18 10

10 1,2 18 10

8 1,2 18 10

8 0,8 20 10

8 0,6 20 10

12,5 0,8 16 12
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Cizelge 4.2 de c¢oziicii olarak %1 asetik asit kullanilarak yapilan, besleme
hizi, uygulanan gerilim (voltaj) ve polimer ¢Ozeltisini iceren siringa igne ucu ile
toplayic1 arasindaki mesafe degistirilerek kitosan polimeri (yiiksek viskoziteli) ile

yapilan optimizasyon c¢alismalari verileri sunulmustur.

Cizelge 4.2. Kitosan polimerinden elektrospinning yontemi ile nanofibréz doku
iskeleleri elde edilmesi ile 1lgili yapilan optimizasyon ¢alismalar: verileri

Kitosan
konsantrasyonu Besleme Hizi Voltaj (kV) Mesate
(%, WIV) (ml/h) (cm)
1 0,6 16 10
1 0,6 18 10
1 0,6 20 10
1 0,6 22 10
1 0,8 16 10
1 0,8 18 10
1 0,8 20 10
1 0,8 22 10
! 1 16 10
L 1 18 10
! 1 20 10
L 1 22 10
1 1,2 16 10
1 1,2 18 10
1 1,2 20 10
1 1,2 22 10
2 0,6 16 10
2 0,6 18 10
2 0,8 16 10
2 0,8 18 10
2 1,2 16 10
2 1,2 18 10
2 1 16 10
2 1 18 10
2 1,2 16 10
2 1,2 18 10
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Jelatin polimeri ile yapilan 6n calismalar sirasinda, toplayici yiizey iizerinde
olusan opak malzemenin ¢oziiciisii buharlagmis polimer tozlarindan ibaret oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.1).  Kitosan polimeri (yiikksek viskoziteli) ile yapilan
calismalarda ise c¢ozeltinin viskozitesi ¢ok yliksek oldugundan polimer ¢ozeltisi
toplayiciya ulasamamistir. Kitosan polimeri ile ancak %?2 konsantrasyonda cozelti

hazirlanabilmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda polimerin ¢6ziilmesi miimkiin

olmamustir.

Sekil 4.1. Toplayici tizerinde biriken opak, ¢oziiciisii buharlasmis polimer tozlarinin
goruntiisi

Cizelge 4.3.” de %80 veya %90 konsantrasyonda asetik asitin ¢oziicii olarak
kullanildig1 sistemde jelatin ve kitosan polimerleri ile yapilan optimizasyon ©n

caligmalar1 verileri sunulmustur.
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Cizelge 4.3. Jelatin ve kitosan polimerlerinden %80 veya %90 konsantrasyonda
asetik asit coziiciisii kullanilarak elektrospinning yontemi ile nanofibréz doku

iskeleleri elde edilmesi ile ilgili yapilan optimizasyon ¢aligsmalar1 verileri

. Coziicti, % | Besleme Hiz1 . Mesafe
% Polimer (w/v) asetik asit (ml/h) Voltaj (kV) (cm)
10 jelatin 80 1 13 10
10 jelatin 80 1 13 10
10 jelatin 80 1 15 10
10 jelatin 80 1 15 10
10 jelatin 80 1 16 10
10 jelatin 80 0,8 16 10
10 jelatin 80 0,8 18 10
10 jelatin 80 0,6 18 10
10 jelatin 80 1 13 10
10 jelatin 90 1 13 10
10 jelatin 90 1 15 10
12 jelatin 90 1 13 10
0,25 kitosan 90 0,8 16 10
0,75 kitosan 90 1 20 10
0,25 kitosan 90 1 20 10
1 kitosan 10 jelatin ile
hacimsel olarak 1:5 90 1 15 10
oraninda karigtirildi
1 kitosan 10 jelatin ile
hacimsel olarak 1:5 90 1 16 10
oraninda karigtirildi
0,5 kitosan 10 jelatin ile
hacimsel olarak 1:5 90 1 15 10
oraninda karigtirildi
0,5 kitosan 10 jelatin ile
hacimsel olarak 1:5 90 1 18 10
oraninda karigtirildi
0,5 kitosan 12 jelatin ile
hacimsel olarak 1:5 90 1 18 10
oraninda karigtirildi
0,5 kitosan 8 jelatin ile
hacimsel olarak 1:5 90 1 18 10
oraninda karigtirildi
0,5 kitosan 8 jelatin ile
hacimsel olarak 1:5 90 1 20 8
oraninda karigtirildi
0,5 kitosan 10 jelatin ile
hacimsel olarak 1:6 90 1,2 18 8
oraninda karigtirildi
0,5 kitosan 10 jelatin ile
hacimsel olarak 1:6 % 90 1,2 20 8
oraninda karigtirildi
10 jelatin % 80 1 13 10
10 jelatin % 80 1 13 10
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Geng ve arkadaslar1 yaptiklar calismada % 2.5, % 6, % 7, % 8 ve % 10 (w/v)
konsantrasyonlarindaki kitosan polimerinin % 90 Iik asetik asit icerisindeki
cozeltilerini hazirlamiglardir. Ayrica ¢oziicli konsantrasyonunun etkisini incelemek
amaciyla da % 10, % 30, % 50, % 70 ve % 90 lik asetik asit icerisinde % 7 (w/v)
konsantrasyonunda kitosan c¢ozeltisi hazirlayarak elektrospinning metodu ile

nanofiber iiretimi calismalar1 yapmislardir [Geng vd., 2005].

Gu ve arkadaslari, % 6 - % 12 (w/v) arasinda degisen konsantrasyonlardaki
jelatin ¢ozeltilerini % 50 - % 90 konsantrasyon araligindaki asetik asitte hazirlayarak,
polimer ¢ozeltisinin konuldugu siringa(2,5 ml’lik metal kilcal aparati olan) ile
toplayic1 arast mesafeyi 10 cm ve polimer ¢ozeltisine uygulanan voltaji 13 kV’ da
sabit tutarak elektrospinning metodu ile nanofibréz yapilarin iiretimi caligmalar

yapmislardir [Gu vd., 2009].

Homayoni ve arkadaslari, % 90 konsantrasyondaki asetik asit ile % 1 ve %
2,75 (w/v) konsanstrasyonlar da kitosan ¢ozeltileri hazirlamiglardir. Bu cozeltiler ile
17 kV voltaj uygulayarak elektrospinning metodu ile nanofiber iiretimi ¢aligmalari

yapmisglardir. [Homayoni vd., 2009].
Cizelge 4.4.” de %90 konsantrasyonda asetik asitin ¢oziicii olarak kullanildig1

sistemde jelatin ve kitosan polimerlerinin farkli oranlarda karistirildig1 ¢ozeltiler ile

yapilan optimizasyon On ¢alismalar1 verileri sunulmustur.
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Cizelge 4.4. Jelatin/kitosan(farkli oranlarda) polimerlerinden %90 konsantrasyonda
asetik asit coziiciisii kullanilarak elektrospinning yontemi ile nanofibréz doku
iskeleleri elde edilmesi ile ilgili yapilan optimizasyon ¢aligsmalar1 verileri

Besleme

% Polimer (w/v), Coziicii, % asetik asit Kaii?inérlzriltlo(s ir/lv ) Hiz1 \(/Eg? Nézrsr?f ¢
(ml/h)
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1 15 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1 18 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1 20 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1 22 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1 15 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1 18 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1 20 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1 22 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1 15 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1 18 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1 20 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1 22 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1 15 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1 18 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1 20 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1 22 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1 15 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1 18 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1 20 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1 22 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1 15 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1 18 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1 20 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1 22 8
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1,2 15 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1,2 18 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1,2 20 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 3:1 1,2 22 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1,2 15 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1,2 18 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1,2 20 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 4:1 1,2 22 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1,2 15 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1,2 18 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1,2 20 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1,2 22 10
10 jelatin, 0,5 kitosan, 90 5:1 1 25 8
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Yapilan ©n optimizasyon calismalarinda nanofibroz membran elde

edilemediginden ¢oziicii cinsi degistirilmistir.

Schueren ve arkadaslar1 yaptiklari calismada, elektrospinning metodu ile
nanofibréz membran elde etmek i¢in, % 8 PCL ve % 10 kitosan ¢ozeltilerini 1:3, 3:7,
5:5, 7:3 oranlarinda asetik asit ve formik asiti karistirarak hazirlamislardir [Schueren

vd., 2012].

Cizelge 4.5 de asetik asit ve formik asit coziiciilerinin 1:9 oraninda
karistirilarak coziicii olarak kullanildig: sistemde farkli  jelatin
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler ile yapilan optimizasyon 6n calismalar1 verileri

sunulmustur.

Cizelge 4.5. Jelatin polimerlerinden asetik asit ve formik asit ¢oziiciisii kullanilarak
elektrospinning yontemi ile nanofibroz doku iskeleleri elde edilmesi ile ilgili yapilan
optimizasyon ¢aligsmalar1 verileri

Jelatin Konsantrasyonu i?tzllll;(:)l;n?ks Ztslﬁ Besleme Hizi | Voltaj | Mesafe
(%, wiv) V) (ml/h) &V) (cm)
10 1:9 0,6 13 15
10 1:9 0,3 13 15
7.5 1:9 0,3 13 15
10 1:9 0,3 13 15
12,5 1:9 0,3 13 15
15 1:9 0,3 13 15
10 1:9 0,3 13 12,5
15 1:9 0,3 13 12,5
12,5 1:9 0,3 15 12,5
10 1:9 0,5 15 12,5
10 1:9 0,5 15 10
10 1:9 0,3 15 10
15 1:9 0,3 15 15
10 1:9 0,3 15 15

Nanofibroz membranlar toplayici altlik iizerinden ayrilabilir formda elde
edilememistir. Kullanilan ¢o6ziiciilerin ~ 6zellikleri incelendiginde dielektrik

sabitlerinin diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Kundu ve Bhardwaj’in calismalarinda ¢oziiciiler ve ozellikleri hakkinda

olusturduklari ¢izelgenin sonuglart asagida sunulmustur (Cizelge 4.6.)

Cizelge 4.6. Coziicii 6zellikleri [Kundu ve Bhardwaj, 2010]

Coiet Yizey Gerilimi | Dielektrik | 5™ | Yogunluk
(mN/m) Sabiti °C) (g/ml)
Kloroform 26,5 4.8 61,6 1,498
Dimetilformamide 37,1 38,3 153 0,994
Hekzafloroizopropanol 16,1 16,7 58,2 1,596
Trifloroetanol 26,4 7,5 66,78 0,886
Aseton 21,1 27 56,1 1,393
Su 25,2 21 100 0,786
Metanol 72,8 80 64,5 1,000
Asetik asit 22,3 33 118,1 0,791
Formik asit 26,9 6,2 100 1,049
Diklorometan 37 58 40 1,210
Etanol 27,2 9,1 78,3 1,326
Trifloroasetik asit 21,9 24 72,4 0,789

4.1.2. Jelatin Nanofibroz Doku Iskelelerinin Uretilmesi ve Biyomimetik

Hidroksiapatit ile Kaplanmasi

4.1.2.1. Jelatin Nanofibroz Doku Iskelelerinin Uretilmesi ve Karakterizasyonu

Yapilan 6n optimizasyon calismalari sonunda, coziicii olarak asetik asit,
formik asit ve diklorometan (1/7/2, v/v/v) sisteminin kullanildifi, c¢o6zeltiye
uygulanan voltajin 13 kV ve polimer ¢oOzeltisini igeren siringa ucu ile toplayici
arasindaki uzakligin 10 cm olarak sabit tutuldugu ve besleme hizinin 0,3 ml/h oldugu
sistemde jelatin polimerinin konsantrasyonu %15 - 30 araliginda degistirilerek (%15,
%20, %25, %30) elektrospinning yontemi ile nanofiberleri iceren doku iskeleleri

tiretilmistir.

Uretilen nanofibroz, membran seklinde doku iskeleleri, jelatinin  suda

cOziinebilir olmasindan dolayi, su ile temas ettigi anda c¢oziinmekte, nanofibroz
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dokusu bozulmaktadir. Bu tez caligmasinda iiretilen malzemelerin ileriye yonelik
kullanim amaci doku miihendisligi uygulamalaridir ve iiretilen doku iskelelerinin
fizyolojik ortamda istenilen siire boyunca (hiicrelerle etkilesime gecip, yeni doku
olusumuna izin verecek siire kadar) mekanik stabilitelerini korumas1 gerekmektedir.
Bu amacla, jelatin nanofiberlerinden olusan doku iskeleleri ¢apraz baglanma olayina
tabii tutularak, bunlarin mekanik stabiliteleri arttirnlmistir. Elektrospinning yontemi
ile iiretilen nanofiber iceren doku iskeleleri ¢capraz baglama islemi icin icerisinde 10
ml % 25’lik glutaraldehit bulunan kapali cam fanus da 3 giin boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir. Capraz baglama islemi glutaraldehit buharinda
gerceklesmistir [Chen vd., 2010; Zhang vd., 2006]. Capraz baglama isleminden 6nce

ve sonraki nanofibréz membranlarin goriintiileri Sekil 4.2.” de sunulmustur.

Sekil 4.2. Capraz baglama islemi (a)oncesi ve (b)sonrasinda nanofibroz
membranlarin goriintiileri

4.1.2.2. Jelatin Nanofibroz doku iskelelerinin FTIR analizi

Nanofibroz doku iskelelerinin capraz baglama islemi Oncesi ve sonrasinda
400-4000 cm™ dalga boyu araliginda FTIR analizi yapilmustir. Elde edilen sonuglar
literatirde yer alan saf jelatin ve glutaraldehitin FTIR spektrumlarn ile

karsilagtirilmistir.
Farkli jelatin (% 15, % 20, % 25, % 30) konsantrasyonlar1 kullanilarak

tiretilmis olan nanofibroz doku iskelelerine ait capraz baglama Oncesi ve sonrasi

FTIR spektrumlar1 Sekil 4.3. ve Sekil 4.4." de sunulmustur.
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonda jelatin cozeltilerinden elde edilmis nanofibroz
doku iskelelerinin FTIR spektrumlari

% 15 jelatin \ n /T W

- % 20 jelatin | . L00 Ll B

[ : T % 25 jelatin |\ /Y [ L0 :
RV
2
b i
- B PN o e —— A A
il % 30 jelatin \ /-5 Wb
o o £ ED = T ar
o

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis ve glutaraldehit
buharinda ¢apraz baglanmis nanofibréz doku iskelelerinin FTIR spektrumlari

Elde edilen FTIR spektrumlari incelendiginde, jelatinin glutaraldehitle capraz
baglanma reaksiyonuna bagli olarak spektrumlarin farkli oldugu goriilmektedir.
Jelatinin serbest amin gruplar1 ile glutaraldehitin (OHCCH,CH,CH,CHO) aldehit
gruplar1 baglanarak capraz baglanma reaksiyonu gerceklesir [Olde vd., 1995].
Jelatinin capraz baglanmasiyla molekiiler yapisinda oldukc¢a biiyiik degisiklikler
gerceklesir. 3280-3285 cm™' band1 araliginda C=N bag: goriilebilmektedir [Matsuda
vd., 1999]. Sekil 4.4.°de de benzer sekilde C=N bag 3278-3290 cm” band:
araliginda goriilmekte ve capraz baglanmanin varligini ortaya koymaktadir [Matsuda

vd., 1999].
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4.1.2.3. Jelatin Nanofibréz doku iskelelerinin ¢apraz baglama islemi 6ncesinde SEM

ile analizi

Uretilen nanofibroz doku iskelelerinin capraz baglama isleminden onceki
morfolojisi SEM kullanilarak belirlenmistir. Nanofibréz doku iskelelerinin SEM

goriintiileri Sekil 4.5.” de sunulmustur.

EHT = 5.00 W Sagra A = 3BT D 9 Ape 2093
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonda jelatin c¢ozeltilerinden elde edilmis nanofibroz
doku iskelelerinin SEM goriintiileri, x7000. (a) %15 jelatin, (b) %20 jelatin (c) %25
jelatin (d) %30 jelatin

Huang ve arkadaslari, jelatin polimerinden elektrospinning yontemi ile
nanofibroz doku iskelesi iireterek optimizasyon calismalar1 yapmislardir. Yaptiklar
calismada fiber ¢aplar1 100 — 350 nm arasinda degisen, bazen boncuk olusumu
gozledikleri nanofibréz yapilar elde etmislerdir [Huang vd., 2004]. Gu ve
arkadaslari, elektrospinning yOnteminin c¢oziicii konsantrasyonu ve polimer

konsantrasyonu gibi parametrelerinin etkilerini inceleyen bir ¢alisma yapmislardir.
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Yaptiklar1 bu calismada, konsantrasyonu % 6 — % 12 arasinda degisen jelatin
polimeri ile 13 kV voltaj uygulamasini sabit tutarak elektrospinning metodu ile
nanofibréz doku iskeleleri iiretmislerdir. Urettikleri nanofibroz doku iskelelerinin
fiber caplar1 jelatin konsantrasyonunun degisimine gore 77 — 147 nm arasinda

degiskenlik gosterdigini belirtmislerdir [Gu vd.,2009].

Sekil 4.6." da farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis
nanofibroz doku iskelelerinin daha yiiksek biiyiitme ile ¢ekilmis (60000X) SEM
goriintiileri  sunulmustur. Sunulan sekilde ¢o6zelti konsantrasyonunun arttikca
nanofiber caplarimin artti§i diisiik biiyiitmede (7000X) c¢ekilmis olan SEM
goriintiileri ile kiyaslandiginda daha belirgin sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonda jelatin cozeltilerinden elde edilmis nanofibroz
doku iskelelerinin SEM goriintiileri, x60000. (a) %15 jelatin, (b) %20 jelatin (c) %25
jelatin (d) %30 jelatin

Bu go6zlemin dogrulugu, nanofiber caplarinin ortalamasi hesaplanarak

kalitatif olarak da kanmitlanmistir. Bu hesaplama yapilirken 100000X biiyiitme ile
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cekilen Sem goriintiileri iizerinde Lucia 32G goriintiilii analiz sistemi kullanilarak 10

tane nanofiberin ¢aplar 6l¢iilmiis ve bunlar1 ortalamasi alinmistir (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis nanofibroz
doku iskelelerinin SEM goriintiileri, x100000. (a) %15 jelatin, (b) %20 jelatin (c)
%25 jelatin (d) %30 jelatin

Elektrospinning yontemi ile elde ettigimiz nanofibroz doku iskelelerinin fiber
caplart 158423 — 371426 nm arasinda degiserek literatiir calismalar ile benzerlik
gostermektedir (Cizelge 4.7.). Bolgen ve arkadaslar yaptiklari calismada, poli e-
kaprolakton (PCL) polimerinin cozeltisi ile elektrospinning yodnteminin proses
parametrelerini degistirerek nanofibroz doku iskeleleri iiretmislerdir. Kullandiklari
polimer c¢ozeltilerinin  konsantrasyonu arttikca {lrettikleri nanofibroz doku

iskelelerinin fiber ¢aplarinin arttigini ortaya koymuslardir [Bolgen vd., 2005].
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Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlardaki jelatin polimerinden elde edilen nanofibroz
doku iskelelerinin ortalama nanofiber ¢aplari

% Jelatin (w/v) 15 | 20 | 25 | 30

Ortalama cap (nm) | 158 | 196 | 286 | 371

Standart sapma+ | 23 | 19 | 37 | 26

4.1.2.4.Jelatin Nanofibroz doku iskelelerinin ¢apraz baglama islemi sonrasinda SEM

ile analizi

Sekil 4.8.” de farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis
nanofibroz doku iskelelerinin capraz baglama sonrast SEM (7000X) goriintiileri

sunulmustur.

Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis nanofibroz
doku iskelelerinin ¢apraz baglama sonrast SEM goriintiileri, x7000. (a) %15 jelatin,
(b) %20 jelatin (c) %25 jelatin (d) %30 jelatin
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Capraz baglama islemi sonrasinda % 15 jelatin ve % 30 jelatin
konsantrasyonundaki jelatin ¢ozeltilerinden {iiretilen nanofibréz doku iskelelerinin
Sekil 4.9.” da daha yiiksek biiylitmede (60000X) SEM goriintiileri incelendiginde
nanofiberlerin ¢apraz baglayici ile baglandigi daha net bir sekilde goriilmektedir.
Ayrica jelatin konsantrasyonu arttik¢a fiberler arasindaki baglarin diisiik jelatin
konsantrasyonuna gore daha az oldugu gozlenlenmektedir. Bunun jelatin
konsantrasyonunun artmasina karsilik kullanilan glutaraldehit miktarinin sabit

kalmasindan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.

Zhang ve arkadaslann yaptiklart calismada, doku iskelelerinde bulunan
fiberlerin belirli noktalardan birbirine yapisarak capraz baglanmasinin mekanik
dayanimi arttirdigini ortaya koymuslardir. Doku iskelelerindeki fiberlerin capraz
baglama Oncesi suya dayanikliligimin olmadigini, ancak ¢apraz baglama sonrasinda

suya dayanikli doku iskeleleri oldugunu belirtmislerdir [Zhang vd., 2006].

Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis capraz baglama
sonrasi nanofibroz doku iskelelerinin SEM goriintiileri, x60000. (a) %15 jelatin, (b)
%20 jelatin (c) %25 jelatin (d) %30 jelatin
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4.1.2.5.Besleme hiz1 degistirilerek elde edilen jelatin nanofibroz doku iskeleleri

Proses parametrelerinden biri olan besleme hizinin nanofiber ¢api iizerine
etkisini incelemek amaciyla, ¢oziicii olarak asetik asit, formik asit ve diklorometan
(17772, v/vIv) sisteminin kullamldigi, ¢ozeltiye uygulanan voltajin 13 kV ve polimer
cozeltisini igeren siringa ucu ile toplayict arasindaki uzakligin 10 cm olarak sabit
tutuldugu ve besleme hizinin 0,5 ml/h oldugu sistemde jelatin polimerinin
konsantrasyonu %15 - 30 araliginda degistirilerek (%15, %20, %25, %30)
elektrospinning yontemi ile nanofiberleri iceren doku iskeleleri iiretilerek, capraz

baglama islemi gerceklestirilmistir.

Uretilen nanofibroz doku iskelelerinin  morfolojik yapilart SEM ile

goriintiilenmistir (Sekil 4.10.).

Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis nanofibroz
doku iskelelerinin SEM goriintiileri, x7000, 0.5 ml/ besleme hizi. (a) %15 jelatin, (b)
%?20 jelatin (c) %25 jelatin (d) %30 jelatin
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Sekil 4.11." de farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden 0.5 ml/h besleme

hiz1 kullanilarak elde edilmis nanofibroz doku iskelelerinin daha yiiksek biiyiitme ile

cekilmis (60000X) SEM goriintiileri sunulmustur.

Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis nanofibroz
doku iskelelerinin SEM goriintiileri, x60000, 0.5 ml/ besleme hizi. (a) %15 jelatin,
(b) %20 jelatin (c) %25 jelatin (d) %30 jelatin

Besleme hizi 0,5 ml/h de sabit tutularak iiretilen nanofibroz doku
iskelelerinde kiiciik miktarlarda boncuk olusumu goézlenmistir (Sekil 4.12., Sekil
4.13.). Uretilen nanofibroz doku iskelesinin nanofiber ¢aplari ise 10714 — 395+45
nm arasinda degiskenlik gostermistir (Cizelge 4.8.). 0,5 ml/h besleme hizi
kullanilarak %15, %20, %25 ve %30 jelatin iceren c¢ozeltilerden elde edilmis
nanofibroz yapilarin ortalama nanofiber caplarmin, 0,3 ml/h besleme hizi
kullanilarak iiretilmis olan nanofiberlerin ortalama caplar1 ile yakin degerler
gosterdigi goriilmiistiir. Bu karsilastirmanin sonucu Sekil 4.14.” de belirgin bir

sekilde goriilmektedir.
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Elektrospinning yontemi proses parametrelerinde besleme hizinin diisiik
olmasi ¢oziiciiniin buharlasmasi i¢in yeterli zamani saglamasindan dolay: tercih edilir
[Kundu vd., 2010]. Yiiksek besleme hizinin uygulanmasinda polimer ¢ozeltisinin
toplayiciya ulagsmak icin uygun kurutma siiresinin olmamasi nedeniyle boncuklu

fiber olusumu meydana gelmektedir [Zuo vd., 2005; Yuan vd., 2004; Kim vd., 2005]

Beachley ve Wen yaptiklar1 caligmada elektrospinning prosesini etkileyen
parametrelerin iiretilen nanofibréz doku iskelelerindeki fiber capt ve uzunluguna
etkisini incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglar dogrultusunda besleme hizinin
degistirilmesinin fiber ¢apinin ve uzunlugunun optimize edilmesine 6nemli bir etkide
bulunmadigini, yalnizca ihtiyactan fazla polimerin kullanilmasina sebep oldugunu

ortaya koymuslardir [Beachley ve Wen, 2009].

Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis nanofibroz
doku iskelelerinde boncuk olusumunun SEM goriintiileri, x7000, 0.5 ml/ besleme
hizi. (a) %15 jelatin, (b) %20 jelatin
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Sekil 4.13. %20 konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden iiretilen nanofibroz doku
iskelelerinde boncuk olusumunun SEM goriintiileri, x9000

Cizelge 4.8. 0,5 ml/h besleme hiz1 kullanilarak farkli konsantrasyonlardaki jelatin
cozeltilerinden elde edilen nanofibréz doku iskelelerinin fiber ¢aplari

% Jelatin (w/v) 15 | 20 | 25 | 30

Ortalama cap (nm) | 107 | 184 | 249 | 395

Standart sapma+ | 14 | 27 | 20 | 45

390 - R:=0,9635

R*=0,9738
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Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarindaki jelatin ¢ozeltilerinden iiretilen nanofibréz
doku iskelelerinin fiber ¢aplarina besleme hizinin etkisi

4.1.2.6. Jelatin Nanofibroz doku iskelelerinin biyomimetik hidroksiapatit ile

kaplanmasi ve karakterizasyonu

Kemigin orjinal biyolojik igeriginin taklit edilmesi yaklasimi bu tezin temel
taglarindan birisini olusturmaktadir. Dogal dokunun biyolojik ve/veya fiziksel
bakimdan taklit edilmesi yaklagimi (yani “biomimetic”), son yillarda, doku

mithendisligi ile ilgili arastirmalarda 6nemli yer tutmaktadir.
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Fizyolojik kosullart yani insan kan plazmasindaki iyon konsantrasyonunu
taklit eden sentetik viicut sivisi sayesinde polimer yiizeyleri kemik dokusundakine
benzer sekilde hidroksiapatit ile kaplanabilmekte ve biyoaktivite kazanabilmektedir.
Viicut sivisim taklit eden sentetik sivilar sayesinde apatit ile kaplanmis malzemeler
hem icgerik olarak hem de mikro yap1 olarak biyolojik sistemde (kemikte) yer alan

inorganik fazi taklit etmekte ve kemik hiicresi tutunmasin arttirmaktadir.

4.1.2.7. Agirlik Artisinin Izlenmesi

Sentetik viicut sivisi icerisinde belirli siirelerde (3-6-18-30 saat) hidroksiapatit

ile kaplanan nanofibr6z doku iskelelerinin agirlik artisi takip edilmistir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlardaki jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis ve 3 giin
siire ile glutaraldehit buharinda bekletilmis nanofibroz doku iskelelerinin HA
kaplanmasi sirasinda gerceklesen agirlik artiglari

Sekil 4.15 de goriildiigii iizere, 30 saatlik kaplama igslemi sonrasinda, tiim orneklerin
agirhiginda bir artis meydana gelmistir. 3, 6 ve 18. Saatlerde meydana gelen bazi
orneklerdeki azalma profilinin Orneklerden parca kopmas: veya degredasyondan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Cai ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, SBF
icerisinde HA kaplama siiresinin artmasiyla nanofibroz doku iskelelerindeki
meydana gelen degisiklikleri incelemislerdir. HA kaplama siiresi arttikga nanofibroz
doku iskelelerinde agirlik artis1 oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica SBF ¢ozeltisi
icerisindeki iyon konsantrasyonunun arttirtlarak S5SXSBF olarak hazirladiklar

cozeltide de HA kaplama profilini incelemisler ve SXSBF cozeltisinde kaplanan
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Sekil 4.15 de goriildiigii tizere, 30 saatlik kaplama islemi sonrasinda, tiim orneklerin
agirhiginda bir artis meydana gelmistir. 3, 6 ve 18. Saatlerde meydana gelen bazi
orneklerdeki azalma profilinin orneklerden parca kopmasi veya degredasyondan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Cai ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, SBF
icerisinde  HA kaplama siiresinin artmasiyla nanofibroz doku iskelelerindeki
meydana gelen degisiklikleri incelemislerdir. HA kaplama siiresi arttik¢a nanofibroz
doku iskelelerinde agirlik artis1 oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica SBF c¢ozeltisi
icerisindeki iyon konsantrasyonunun arttirtlarak S5SXSBF olarak hazirladiklar
cozeltide de HA kaplama profilini incelemisler ve SXSBF c¢ozeltisinde kaplanan
doku iskelelerinin agirliklarinin daha hizli arttigini tespit etmislerdir [Cai vd., 2011].
Bu calisma kapsaminda yaptifimiz incelemede farkli konsantrasyonda jelatin
cozeltilerinden hazirlanan 6rneklerin farkli nanofiber caplarinin, HA ile kaplama
sonucunda agirlik degisimi {lizerine anlamli bir diizeyde etkisinin olmadig:

gorilmistiir.

4.1.2.8. FTIR ile analiz

Sentetik viicut sivisi igerisinde 3, 6, 18 ve 30 saat bekletilerek hidroksiapatit

ile kaplanan nanofibréz doku iskelelerinin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.16., 4.17.,

4.18. ve 4.19.”de sunulmustur.
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis ve ve 3 giin
siire ile glutaraldehit buharinda bekletilmis nanofibroz doku iskelelerinin 3 saat HA
kaplanmasi sonras1 FTIR spektrumlari
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Sekil 4.17. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis ve ve 3 giin
siire ile glutaraldehit buharinda bekletilmis nanofibroz doku iskelelerinin 6 saat HA
kaplanmasi sonrasi FTIR spektrumlari
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Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis ve ve 3 giin
siire ile glutaraldehit buharinda bekletilmis nanofibroz doku iskelelerinin 18 saat HA
kaplanmasi sonrasi FTIR spektrumlari

68



Yikar, E. 2013. Elektrospinning Yontemi ile Jelatin / Kitosan Nanofiberlerin Uretimi, Biyomimetik Hidroksiapatit ile
Kaplanmast ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

% 15 jelatin |

% 20 jelatin * ¥

§ = e i .I
s 1
| [

%25 jelatin |

sntneghr ' /rans baom
g,

% 30 jelatin -\ 1\ /|- R

cm-1

.......

Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis ve 3 giin siire
ile glutaraldehit buharinda bekletilmis nanofibroz doku iskelelerinin 30 saat HA
kaplanmasi sonrasi FTIR spektrumlari

Hidroksiapatititin FTIR spektrumunda goriilen 3572 cm, bandinda —OH, 961
cm' vl fosfat ve 1017 cm' y3 fosfat band1 yer almaktadir [Han. vd., 2006]. 1086 cm'
bandina gozlenen pik C=0 baglarindan gelmektedir [Li vd., 2009].

HA kaplanmus jelatin doku iskelesinde 3347-3422 cm™ bandinda, jelatinin
1631 cm™ bandinda yer alan amid I jelatin/HA formunda 1633-1638 cm™ bandinda
yer almaktadir. Capraz bagh jelatin/HA formunda Fermi rezonans ortaya
cikmasindan dolay acik bir frekans esnemesi gozlenmez. 962-1088 cm™ spektrum
araliginda goriilen fosfat bandi, jelatin makromolekiilleri ve hidroksiapatit kristalleri
arasinda gerceklesen stokiyometrik olmayan apatit kompozisyonunun neden oldugu

organik-inorganik etkilesimi ile ortaya ¢ikmaktadir [Chang vd., 2003].

P-O bagma karsilik gelen 500 cm™ deki pikler, numunelerin yiizeylerinde
coken kalsiyum fosfat tabakasinin, HA kristallerine doniistiigiinii gostermektedir.
SBF oOncesi grafiklerle karsilastirildiginda, P-O piklerinin siddetlerinin arttig1
goriilmektedir. Bu sonug, sentetik viicut sivisi icerisinde numunelerin bekleme
siireleri uzadikca HA olusumunun arttigim gostermektedir. Literatiirde, 600cm™
civarinda P-O baglarinin olustugu ve sentetik viicut sivisinda bekleme siiresi arttikca

piklerin siddetlerinin arttigin1 belirtmislerdir. Sentetik viicut sivisi igerisindeki iyon
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konsatrasyonu da arttiginda P-O piklerinin siddetlerinin arttigini belirtmislerdir
[Miiller ve Miiller, 2006; Jalota vd., 2008].

4.1.2.9. SEM ile analiz

Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis ve 3 giin siire ile
glutaraldehit buharinda bekletilmis nanofibréz doku iskelelerinin 30 saat HA
kaplanmasi sonras1 SEM (60000X) goriintiileri Sekil 4.20. ve 4.21° de sunulmustur.

20 T SO g = T Tae SiAmitis (AR
—— W T g KK Tarw 3 T3

Oun 200y AR

Sekil 4.20. Farkli konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis ve 3 giin siire
ile glutaraldehit buharinda bekletilmis nanofibroz doku iskelelerinin 30 saat HA
kaplanmas1 sonrast SEM goriintiileri, x60000 (a) %15 jelatin, (b) %20 jelatin (c)
9?25 jelatin (d) %30 jelatin

70



Yikar, E. 2013. Elektrospinning Yontemi ile Jelatin / Kitosan Nanofiberlerin Uretimi, Biyomimetik Hidroksiapatit ile
Kaplanmast ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

i Sopw 4 - ET Dae Shageiina  (PRRRER) I il S 4 - T Dae Shagina (RO
Ll AT 13— Hag+ WIGES Twm 14 EFAE

Sekil 4.21. %30 konsantrasyonda jelatin ¢ozeltilerinden elde edilmis ve 3 giin siire
ile glutaraldehit buharinda bekletilmis nanofibréz doku iskelelerinin HA kaplanmasi
sonrasit SEM goriintiileri, x60000 (a) 3 saat, (b) 6 saat (c) 18 saat (d) 30 saat

Uretilen nanofibroz doku iskelelerinin HA kaplama siiresinin degisiminin
gosterildigi SEM goriintiileri incelendiginde; kaplamanin 3 saat sonunda da olustugu
ve kaplama siiresi arttikca kaplama miktarinin arttigi goriilmiistiir. SBF’nin
kullanildigr biyomimetik prosesin en biiyiik dezavantaji, kaplama ic¢in gereken uzun
strelerdir [Resende vd., 2008]. Bunun yaninda bir¢cok calisma, 2X (SBF
recetesindeki kimyasallarin miktarinin 2 katina cikarilmasi)’den daha fazla iyon
konsantrasyonu kullanilarak kaplama miktarinin arttirilabilecegini ve kaplama
siiresinin kisaltilabilecegini ortaya koymustur. Tas ve arkadaslari ise TigAl4V
yiizeylerde 2-6 saat icinde kemik benzeri apatitik kalsiyum fosfat ¢cokmesini

saglamiglardir [Tas vd., 2004].

Kokubo ve arkadaslari, dokunmamis karboksimetillenmis kitin fabrik

yapilarla yaptiklar1 ¢alismalarda apatit yogunlugunun daldirma zamamn ile arttigini
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gostermislerdir. Fiberlerin iizerinde 3 giin icerisinde apatit tabakanin olustugunu

gozlemlemislerdir [Kokubo vd., 2004].

4.1.2.10. EDX ile analiz

Taramal1 elektron mikroskobu ile secilmis bir noktada X-1s1n haritalanmasi
(EDX) yapilarak bu golgelerde kalitatif ve kantitaf analizler yapilmistir. EDX analizi
ile bir nokta iizerinde kimyasal analiz yapilarak o noktadaki iyonlarin agirlik
yiizdeleri belirlenmistir. Farkli jelatin konsantrasyonuna sahip ¢ozeltilerden iiretilen
nanofibréz doku iskelelerinin sentetik viicut sivist igerisinde 30 saat siireyle
hidroksiapatit kaplanmasi sonucunda yiizeyde bir noktada biriken iyonlarin agirlik

yiizdeleri belirlenmistir (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22. Farkli jelatin konsantrasyonuna sahip ¢ozeltilerden iiretilen nanofibroz
doku iskelerlerinin HA kaplanmasi sonrasindaki iyon yiizdeleri (A=% 15, B=%?20,
C=%25, D=%30), 30 saat sonunda

Sekil 4.23., 4.24., 4.25. ve 4.26. da farkli konsantrasyonlardaki jelatin
cozeltilerinden iiretilen nanofibréz doku iskelelerinin 3, 6, 18 ve 30 saat siireyle

kaplanmasi sirasinda yiizeye tutulan iyon profillerini gostermektedir.
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Sekil 4.23. %15 jelatin konsantrasyonuna sahip cozeltilerden iiretilen nanofibroz
doku iskelerlerinin HA kaplanmasi sonras1t EDX analizi (a) 3 saat (b) 6 saat (c) 18
saat (d) 30 saat
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Sekil 4.24. %20 jelatin konsantrasyonuna sahip ¢ozeltilerden iiretilen nanofibroz
doku iskelerlerinin HA kaplanmasi sonras1 EDX analizi (a) 3 saat (b) 6 saat (c) 18
saat (d) 30 saat
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Sekil 4.25. %25 jelatin konsantrasyonuna sahip ¢ozeltilerden iiretilen nanofibroz
doku iskelerlerinin HA kaplanmasi sonras1t EDX analizi (a) 3 saat (b) 6 saat (c) 18
saat (d) 30 saat
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Sekil 4.26. %30 jelatin konsantrasyonuna sahip ¢ozeltilerden iiretilen nanofibréz
doku iskelerlerinin HA kaplanmasi sonras1t EDX analizi (a) 3 saat (b) 6 saat (c) 18
saat (d) 30 saat

EDX analizinde, nanofibroz doku iskelesindeki bir nokta yilizeyindeki iyon
konsantrasyonunu belirlerken her bir iyonu farkli bir renk ile simgeleyerek yiizey
morfolojisini gostermektedir. Elde edilen goriintiiler incelendiginde sonuglar iyon
konsantrasyonu grafigi ile Ortiismektedir. %15, %20 ve %30 jelatin
konsantrasyonlarindaki cozeltilerden elde edilen nanofibréz doku iskelelerinde Ca
iyonu toz pembe renk ile simgelenmektedir. 30 saat siireyle HA kaplama sonrasi
goriintiileri incelendiginde pembe rengin yogun oldugu net bir sekilde goriilmektedir.
%25 jelatin konsantrasyonundaki numune de Ca iyonu yesil renk ile
simgelenmektedir. %25 jelatin konsanstrasyonundaki 3 saat siireyle HA kaplama
sonrast numunesinde belirgin sar1 renk yani Cl iyonu goriilmektedir. 30 saat siireyle
HA kaplama sonrasinda Cl iyonu diger numunelere daha ¢ok birikmistir. % 30 jelatin
konsantrasyonundaki numune de goriinen biiyiik koyu pembe lekeler Na iyonunu
simgelemektedir. Na ve Cl iyonlarinin bu sekilde goriinmesi hazirlanan SBF

cozeltisindeki bir kisim NaCl tuzunun tam olarak ¢oziinmedigini gostermektedir.
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4.1.2.11. In vitro degredasyonun incelenmesi

Farkli jelatin konsantrasyonuna sahip ¢ozeltilerden {iiretilen nanofibroz doku
iskelelerinin 37 °C’ de su banyosunda 7 giin boyunca yapilan degredasyon

denemelerinin sonuclart Sekil 4.27. ¢ de sunulmustur.
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Sekil 4.27. Farkli jelatin konsantrasyonuna sahip ¢ozeltilerden iiretilen 3 giin siire ile
glutaraldehit buharinda bekletilmis nanofibréz doku iskelelerinin degredasyonu

Farkli jelatin konsantrasyonuna sahip c¢ozeltilerden {iiretilen 3 giin siire ile
glutaraldehit buharinda capraz baglanmig numunelerin degredasyonu incelendiginde;
jelatin konsantrasyonu arttik¢a (yani paralel olarak nanofiber c¢api arttikga) 7 giin
sonunda meydana gelen degredasyon yiizdesi azalmistir. % 15 jelatin
konsantrasyonundaki ¢ozeltilerden tiretilen nanofibroz doku iskeleleri 7 giin sonunda
yaklasitk %27 degredasyona ugramistir. % 30 jelatin konsantrasyonundaki
cozeltilerden {iretilen nanofibréz doku iskeleleri 7 giin sonunda yaklasik %7,4
degredasyona ugramistir. Nanofiber ¢capinin azalmasi yiizey alaninin genislemesine
sebep olarak degredasyon (bozunma) hizimi arttirmistir. Zhang ve arkadaslari capraz

baglanmamis fiberlerin suya karsi dayanimi olmamasinda karsin, ¢capraz baglanmis
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fiberlerin mekanik ve termal dayanikliliginin oldukc¢a yiiksek oldugunu, suya
dayanikliligin capraz baglama siiresinin artmasmna bagli olarak arttigim1 ortaya

koymuslardir [Zhang vd., 2006].

4.1.3. Jelatin/Kitosan Nanofibroz Doku Iskelelerinin Uretilmesi ve Biyomimetik

Hidroksiapatit ile Kaplanmasi

4.1.3.1. Jelatin/Kitosan  Nanofibroz Doku Iskelelerinin  Uretilmesi  ve

Karakterizasyonu

Yapilan 6n optimizasyon calismalari sonunda, ¢Oziicii olarak asetik asit,
formik asit ve diklorometan (1/7/2, v/v/v) sisteminin kullamildig1, cozeltiye
uygulanan voltajin 13 kV ve polimer ¢ozeltisini iceren siringa ucu ile toplayici
arasindaki uzakligin 10 cm olarak sabit tutuldugu ve besleme hizinin 0,3 ml/h oldugu
sistemde jelatin/kitosan nanofibroz yapilar1 elektrospinning yontemi ile iiretilmistir.
Bu sistemde toplam polimer konsantrasyonu %30 ve toplam konsantrasyon
icerisinde jelatin ve kitosan (diisiik molekiil agirlikli) yiizdeleri 25 ve 5 olacak
sekilde ayarlanmistir. Elektrospinning yontemi kullanilarak iiretilen nanofibréz doku
iskeleleri mekanik olarak stabilitelerini saglamak amaci ile 3 giin kapali cam fanusda
glutaraldehit buharina tabii tutularak capraz baglanmustir. Bir onceki basamakta
hazirlanan doku iskeleleri sentetik viicut sivisi igerisinde, 37 °C’ de bekletilerek 30

saat stireyle hidroksiapatit ile kaplamistir.

4.1.3.2. Jelatin/Kitosan Nanofibroz doku iskelelerinin FTIR analizi

Capraz baglanmis ve hidroksiapatit ile kaplanmis jelatin/kitosan nanofibroz

yapilarinin FTIR spektrumu Sekil 4.28.” de sunulmustur.
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Sekil 4.28. Jelatin/kitosan nanofibroz doku iskelelerinin FTIR spektrumlari. GA:
numunelerin glutaraldehit ile ¢apraz baglandigini; HA 30 saat: numunelerin 30 saat
boyunca HA ile kaplandigini ifade etmektedir.

Jelatin/kitosan, GA,HA 30 saat

O, T

Jelatin/kitosan, GA

[

3419 cmdeki pik, hidroksil ve molekiil ici hidrojen baglarma karsilik
gelmektedir. 2850 cm™ ve 2923 cm™’de C-H, 1657 cm™ de CONH,, 1155 cm™’de
O-kopriisii ve 960-1100 cm™ civarinda ise C-O-C simetrik gerilimlerine ait pikler yer
almaktadir.1649 cm™’de C=N bagmm titresimine ait pik, glutaraldehitin karbonil
gruplan ile kitosanin amin gruplar1 arasindaki tepkimenin bir sonucu olarak Schiff
bazimin olusumunu gosterir. Capraz baglanmus kitosamin varligr ise 892-1152 cm’™
civarinda goriilmektedir. Elde edilen sonuclar Banerjee ve arkadaslarinin calismalar

ile de uyum gostermektedir [Banarjee vd., 2002].

4.1.3.3. Jelatin/Kitosan Nanofibroz doku iskelelerinin SEM ile analizi

Jelatin/kitosan nanofibroz doku iskelelerinin morfolojisi taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak belirlenmistir. Sekil 4.29.” da jelatin/kitosan
nanofibréz doku iskelelerinin 7000X, 60000X ve 100000X biiyiitmedeki SEM
goriintiileri sunulmustur. Uretilen jelatin/kitosan nanofibréz capraz baglanmis doku
iskelelerinin fiber caplar1 ortalama 781+99 nm olarak gozlenmistir. Zhuang ve
arkadaslari, yaptiklar1 calismada jelatin/kitosan polimerlerinden elektrospinning
metodu ile boncuk olusumu olmadan, 220 — 400 nm arasindaki boyutlarda diizgiin

lifler elde etmislerdir [Zhuang vd., 2010].
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Sekil 4.29. Jelatin/kitosan nanofibroz capraz baglanmis doku iskelelerinin SEM
goriintiileri (a) x7000 (b) x60000 (b) x 100000

Sekil 4.30. Jelatin/kitosan nanofibrdz doku iskelelerinin SEM goriintiileri, x7000 (a)
capraz baglama sonrasi (b) 30 saat HA kaplama sonrasi

Kong ve arkadaglann 5X SBF c¢ozeltisi  kullanarak kitosan ve
kitosan/nanohidroksit kompozit malzemeler iizerinde 36 saat sonunda hidroksiapatit

yapilar1 elde etmislerdir [Kong vd., 2006].
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4.1.3.4. Jelatin/Kitosan Nanofibroz doku iskelelerinin EDX ile analizi

Taramali elektron mikroskobu ile secilmis bir noktada X-1s1n haritalanmasi
(EDX) yapilarak bu golgelerde kalitatif ve kantitatif analizler yapilmistir. EDX
analizi ile bir nokta iizerinde kimyasal analiz yapilarak o noktadaki iyonlarin agirlik

yiizdeleri belirlenmistir.

Sekil 4.31. Jelatin ve jelatin/kitosan nanofibréz doku iskelelerinin 30 saat HA
kaplama sonras1t EDX goriintiileri, (a) %30 jelatin (b) jelatin/kitosan

Jelatin/kitosan nanofibroz doku iskelelerinin 30 saat siireyle HA kaplama
sonrast goriintiisiinde ise N,Ca ve Cl iyonlarinin yogunlugu goriilmektedir.
Jelatin/kitosan ve %30 jelatin konsantrasyonundaki ¢ozeltilerden iiretilen nanofibréz
doku iskeleleri karsilagtirildiginda,benzerlik gosterdigi  goriilmektedir. Ancak
jelatin/kitosan nanofibréz doku iskelesi %30 jelatin konsantrasyonundaki
cozeltilerden elde edilen nanofibroz doku iskelesine gore oldukca fazla K iyonu
icermektedir. Bu iyonun fazlalig1 ise yiizeyde daha fazla PO, iyonunun tutuldugunu
gostermektedir. Jelatin/kitosan nanofibroz doku iskelelerinin sentetik viicut sivisi
icerisinde 30 saat siireyle hidroksiapatit kaplanmasi sonucunda yiizeyde bir noktada

biriken iyonlarin agirlik yiizdeleri belirlenmistir (Sekil 4.32.)
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Sekil 4.32. Jelatin/kitosan nanofibroz doku iskelerlerinin HA kaplanmasi
sonrasindaki iyon yiizdeleri

4.1.3.5. Jelatin/Kitosan Nanofibroz doku iskelelerinin degredasyonu

Jelatin/kitosan nanofibr6z doku iskelelerinin 30 siireyle HA kaplama Oncesi
ve sonrasi degredasyon profilleri Sekil 4.33.’de sunulmustur. 3 giin siireyle
glutaraldehit buharinda ¢apraz baglanmis ve 30 saat siireyle HA kaplanmis numune 7

giin sonunda daha az degredasyona ugramaistir.
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Sekil 4.33. Jelatin/kitosan c¢ozeltilerden iiretilen nanofibréz doku iskelelerinin 3 giin
stire ile glutaraldehit buharinda bekletilmis ve HA kaplanmasi sonras1 degredasyonu

Jelatin/kitosan nanofibroz doku iskelelerinin ¢apraz baglama sonrasi
degredasyonunda 7.giiniin sonunda % 22,5 oraninda degredasyona ugrarken, % 30
jelatin konsatrasyonundaki c¢ozeltilerden {iiretilen nanofibréz doku iskeleleri %7,4
oraninda degredasyona ugramistir. Toplam polimer konsantrasyonu ayni olmasina

ragmen degredasyon profilleri oldukca farklidir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Doku miihendisligi, hasarli dokunun fonksiyonel olarak benzerinin
gelistirilmesi i¢cin mithendislik ve tip prensiplerini birlestiren ve uygulayan disiplinler
arasit bir bilim dalidir. Kemik yasam siiresi boyunca siirekli kendini yenileme
ozelligine sahip, dinamik ve yiiksek oranda damarlasmis bir dokudur. Ozellikle genc
yaslardaki insanlarda kemik dokusunun kendini yenileme kapasitesi cok yiiksektir.
Buna karsilik bir tiimor operasyonu sonrasi ya da kaza sonrasit kaynamayacak kadar
biiyiik kemik kayiplarinda bu kendi kendine yenilenme siireci diizgiin islemez ve
hasarli dokunun orartmi i¢in doku miihendisligi gibi alternatif yoOntemlerin

kullanilmas1 gerekir.

Jelatin, kitosan ve bunlarin dogal veya sentetik polimerlerle olan
kompozitlerinden iretilmis gozenekli doku iskeleleri doku kayiplarinin
rejenerasyonunda kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Sentetik viicut sivisi i¢inde
biyomimetik hidroksiaptit ile kaplama yoOntemi ise biyomedikal uygulamalar

alaninda yeni ve gelecek vaat eden bir prosestir.

Bu tez caligmasinda kemik doku onariminda doku iskelesi olarak
kullanilabilecek, dogal bir polimer olan jelatin ve kitosandan elektrospinning teknigi
ile jelatin ve jelatin/kitosan ¢ozeltilerinden nanofibroz doku iskeleleri iiretilerek; bu
doku iskeleleri sentetik viicut sivisi icerisinde hidroksipatit ile kaplanmis ve iiretilen
nanofibréz doku iskelelerinin karakterizasyonu yapilmstir. Uretilen nanofibréz doku
iskelelerinin fiber yapisi, fiber ¢aplari, hidroksiapatit kaplanma mekanizmalar1 ve

degredasyon Ozellikleri incelenmistir.

Bu tez calisgmasinin amaci, Ozellikle kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmak {iizere, jelatin ve jelatin/kitosan cozeltilerinden elde
edilen nanofibr6z doku iskelelerinin elektrospinning metodu ile iiretilmesi,
biyomimetik hidroksiapatit ile kaplanmasi ve karakterizasyonudur. Kemik doku
onarimi i¢in heniiz mitkkemmel bir doku iskelesi iiretilememistir. Bu tez kapsaminda,

kemik dokusunda bulunan kolajenin denature edilmis hali olan jelatin ve Kkitinin
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kismi deasetilasyonu ile elde edilen yapisal olarak kemik bag dokusundaki
glikozaminoglikanlara benzeyen kitosan polimerleri kullanilmistir. Sentetik viicut
stvilart iginde biyomimetik hidroksiapatit (kemik dokusunun inorganik yapisini
olusturan) ile kaplanmistir. Boylece hem icerik olarak hem de mikro yapr olarak
biyolojik sistemde (kemikte) yer alan inorganik fazi taklit edilerek daha hizli ve
kaliteli kemik dokusu olusumu saglanacaktir. Bu tez ¢alismasinda elektrospinning
yontemi ile kemik doku miihendisligi i¢in yeni doku iskelelerinin hazirlanmasi
hedeflenmistir. Jelatin, kemigin organik kismina benzerlik gostermesi, kitosan,
iceriginin kemik bag dokusundaki glikozaminoglikanlara benzerligi, yani kimyasal
ozellikleri sayesinde, hiicresel tutunmaya ve c¢ogalmaya olanak sagladigindan,
biyouyumluluk ve biyobozunurluk o6zellikleri g6z Oniine alinarak temel polimer
sistemi olarak, hidroksiapatit ise kemigin inorganik kisminin temelini olusturdugu ve
iyi biyouyumluluk gosterdigi i¢in iiretilen nanofibréz doku iskelesinin bir diger

bileseni olarak secilmistir.

Ideal doku iskelesi kompozisyonunun belirlenebilmesi igin yapilan ©n
optimizasyon c¢alismalarda; farkli jelatin konsantrasyonlarina sahip ¢ozeltilerden ve
sabit jelatin/kitosan komposizyonunda elektrospinning yontemi ile nanofibroz doku
iskeleleri iiretilmistir. Uretilen nanofibroz doku iskelelerinin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri goz Oniine alinarak, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaya
elverisli olan nanofibréz doku iskelesi iiretmek amaciyla jelatin ve jelatin/kitosan

komposizyonlar1 sabit konsantrasyondaki glutaraldehit ile capraz baglanmiglardir.

Yapilan karakterizasyon caligmalar1 ile nanofibréz doku iskelelerinin
kimyasal yapilari, mekanik 6zellikleri, in vitro degredasyon profilleri ve morfolojik

yapilar1 ortaya konulmustur.

FTIR analizleri ile; jelatinin 1690 - 1530 cm—1 band1 araliginda karakteristik
amid grubu iceren bir protein oldugu, hidroksiapatititin 3572 cm®, bandinda —OH,
961 cm' y1 fosfat ve 1017 cm* y3 fosfat band1 yer aldigi, 1086 cm* bandina gozlenen
pik C=0 baglarindan geldigi, jelatinin ¢apraz baglanmasiyla molekiiler yapisinda

oldukca biiyiik degisiklikler meydana geldigi ve 3280-3288 cm’™' bandi araliginda
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C=N bagimin goriilebildigi, capraz bagh formunda 962-1088 cm™ spektrum
aralifinda goriilen fosfat bandi, jelatin makromolekiilleri ve hidroksiapatit kristalleri
arasinda gerceklesen stokiyometrik olmayan apatit kompozisyonunun neden oldugu
organik-inorganik etkilesimi ile ortaya c¢iktigi tespit edilmistir. Kitosanin FT-IR
spektrumlarinda ise 2850 cm™ ve 2923 cm™’de C-H, 1657 cm™ de CONH,, 1155
cm ™" de O-kopriisii ve 960-1100 cm™ civarinda ise C-O-C simetrik gerilimlerine ait
pikler yer almaktadir.1649 cm™’de C=N bagmm titresimine ait pik, glutaraldehitin
karbonil gruplan ile kitosanin amin gruplari arasindaki tepkimenin bir sonucu olarak
Schiff bazinin olusumunu gosterir. Capraz baglanmis kitosanin varligi ise 892-1152

cm” civarinda goriilmektedir.

SEM analizleri ile; jelatin ve jelatin/kitosan cozeltilerinden elde edilen
nanofibréz doku iskelelerinin kimyasal yapilar1 ve yiizey morfolojileri belirlenmistir.
Farkli jelatin konsantrasyonlarinda (%15, %20, %25, %30) elektrospinning metodu
ile tiretilen nanofibroz doku iskelelerinde ¢apraz baglama islemi i¢in sabit oranda
glutaraldehit kullanilmistir. Jelatin konsantrasyonu arttikga glutaraldehit oranininda
arttirilmas1  farkli jelatin konsantrasyonlarindaki nanofibroz doku iskelelerinin
mekanik dayanimimi arttiracaktir. Besleme hizi 0,3 ml/h olarak iiretilen jelatin
nanofibroz doku iskelelerinin ortalama fiber capr 158 + 23 — 371 + 26 nm arasinda
degiskenlik gozlenmistir. Besleme hizi 0,5 ml/h olarak degistirildiginde oratalama
fiber capt 107+14 — 39545 nm arasinda degismistir. Jelatin konsantrasyonu,
uygulanan voltaj gibi parametreler sabit tutularak besleme hizi arttirildiginda elde
edilen nanofibroz doku iskelelerinin ortalama fiber caplarinda azalis oldugu tespit
edilmistir. Besleme hizi artmasi ile elde edilen nanofibroz doku iskeleleri fiberleri
arasinda kismen boncuklasma da goriilmiistiir. Bu nedenle farkli bir ¢alismada
polimer ve coziicii komposizyonlar1 sabit tutularak uygulanan voltaj ve igne ucu —
toplayic1 arasindaki mesafe gibi proses degiskenlerinin de farklilagsmasiyla elde
edilecek nanofibroz doku iskeleleri de incelenebilir. Jelatin/kitosan komposizyonu ile
elde edilen nanofibroz doku iskelelerinde ortalama fiber ¢apt 781+£99 nm olarak
tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuclara gore; jelatin/kitosan kompozisyonu ile elde
edilen toplam polimer agirligina karsilik gelen yalmizca jelatin polimeri ile edilen

nanofibroz doku iskeleleri kiyaslandiginda, jelatin/kitosan komposizyonu ile elde
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edilen nanofibroz doku iskelelerinin ortalama fiber capi jelatin polimeri ile elde
edilen doku iskelelerine gore yaklasik 2 kati biiylikliiktedir. Bunun kitosanin
fonksiyonel gruplarinin jelatin gibi materyaller ile kompozit olusturabilmesi

ozelliginden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Sentetik viicut sivisi icerisinde 3, 6, 18 ve 30 saat siire boyunca kaplanan
nanofibréz doku iskeleleri incelendiginde, kaplama siiresi arttikga nanofibr6z doku
iskelelerinde agirlik artisi tespit edilmistir. Kaplama siiresi arttik¢a nanofibroz doku
iskelesi ylizeyine tutunan iyonlarin konsantrasyonu da artmaktadir. Ancak sentetik
viicut s1visi igerisinde kaplama isleminde insan plazmasinin 5 kat1 kadar iyon igceren
5xSBF kullanildiginda kemik dokusuna daha yakin yiiksek konsantrasyonda iyon

icerigi olan nanofibroz doku iskeleleri elde edilebilir.

In vitro degredasyon calismalari sonunda, farkli  jelatin
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerden iiretilen nanofibroz doku iskelelerinin 7 giin
sonunda tamamiyla degrede olmadigr ve formunu korudugu goriilmiistiir. % 15
jelatin konsantrasyonundaki ¢ozeltilerden {iiretilen nanofibréz doku iskeleleri 7 giin
sonunda yaklasik %27 degredasyona ugramistir. % 30 jelatin konsantrasyonundaki
cozeltilerden iiretilen nanofibroz doku iskeleleri 7 giin sonunda yaklasik %74
degredasyona ugramugtir. 3 giin siireyle glutaraldehit buharinda capraz baglanmis
farkl1 konsantrasyonlardaki cozeltilerden elde edilen nanofibroz doku iskelelerinin
degredasyonu polimer konsantrasyonu (buna paralel olarak nanofiber capi) arttikca
azalmistir. Nanofiber ¢capinin azalmasi yiizey alaninin genislemesine sebep olarak
degredasyon (bozunma) hizim1 arttirmistir. Jelatin/kitosan nanofibréz  doku
iskelelerinin capraz baglama sonrasi degredasyonunda 7.giiniin sonunda % 22,5
oraninda degredasyona ugrarken, %30 jelatin konsatrasyonundaki c¢o6zeltilerden
tiretilen nanofibréz doku iskeleleri %7,4 oraninda degredasyona ugramistir. Toplam
polimer konsantrasyonu ayni olmasimna ragmen degredasyon profilleri oldukca

farklidir.

Bu tez calismasinda, klinik uygulamalara yonelik kemik doku onariminda

kullanilabilme potansiyeline sahip, kimyasal, fiziksel ve in vitro kosullardaki
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biyouyumluluk o6zellikleri karakterize edilmis, glutaraldehit ile capraz baglanmis
jelatin ve jelatin/kitosan nanofibr6z doku iskeleleri iiretilmistir. Gergeklestirilen
analizler ve elde edilen bulgular 1518inda, tez kapsaminda hazirlanan doku
iskelelerinin  kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak
gelistirilmelerini devam ettirmek amaci ile mekanik dayanimi daha yiiksek,
nanofibroz doku iskelelerinin iiretilmesi ve bu doku iskelelerinin kemik hiicreleri ve
kemik hiicrelerine farklilasan kok hiicreler ile etkilesimlerinin incelenmesi ve kemik
doku onarmmina yonelik hayvan modellerinde in vivo caligmalarin yapilmasi

onerilmektedir.

88



KAYNAKLAR

Agrawal, C.M. and Ray, R.B., “Biodegradable polymeric scaffolds for
musculoskeletal tissue engineering”, J. Biomed. Mater. Res., 55:141-150,

(2001).

Banerjee, T., Mitra, S., Singh, A.K., Sharma, R.K. and Maitra, A., “Preparation,-
characterization and biodistribution of ultrafine chitosan nanoparticles”,

International Journal of Pharmaceutics, 243:93-105, (2002).

Beachley, V., and Wen, X., “Effect of electrospinning parameters on the nanofiber
diameter and length”, Materials Science and Engineering C, 663-668,
(2009).

Bolgen, N., Menceloglu, Y.Z., Acatay, K., Vargel, I., Piskin, E., “In vitro and in vivo
degradation of non-woven materials made of poly(e-caprolactone)
nanofibers prepared by electrospinning at different conditions,” J. Biomater.

Sci. Polymer Edn., 16: 1537-1555, (2005).

Bolgen, N., Plieva, F., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B., Piskin, E., “Cryogelation for
preparation of novel biodegradable tissue-engineering scaffolds”, Biomat

Sci: Polym Edn, 18:1165-1179, (2007).

Buckwalter, J.A., Glimcher, M.J., Cooper, R.R., Recker, R., “Bone biology. I:
structure, blood supply, cells, matrix, and mineralization”, The Journal of

Bone and Joint Surgery, 77-A(8), 1256-1272, (1995).
Chang, M.C. and Tanaka, J., “FT-IR study for hydroxyapatite/collagen

nanocomposite croll-linked by lutataldehyde”, Biomaterials, 23(24): 4811—
4818, (2002).

&9



Chen, G.P., Ushida, T. and Tateishi, T., “Development of biodegradable porous
scaffolds for tissue engineering”, Materials Science and Engineering C,

17:63-69, (2001).

Chen, Z.G., Wang, P.W., Wei, B., Mo, X.M., Cui, F.Z., “Electrospun collagen-
chitosan nanofiber:A biomimetic extracellular matrix for endothelial cell

and smooth muscle cell”, Acta Biomaterialia, 372-382, (2010).

Cheng, M.Y., Deng, J.U., Yang, F., Gong, Y.D., Zhao, N.M., Zhang, X.F., “Study on
physical properties and nerve cell affinity of composite films from chitosan

and gelatin solutions”, Biomaterials 24 (17), 2871-2880, (2003).

Dan, L., and Xia, Y., “Electrospinning of nanofibers reinventing the Wheel”,

Advanced Materials, (14):1151-1170, (2004).

Deitzel, J.M., Kleinmeyer, J., Harris, D. and Beck Tan, N.C., “The effect of
processing variables on the morphology of electrospun nanofibers and

textiles”, Polymer, 42, 261-272, (2001).

Duan, B., Wu, L. and Li, X., “Degradation of electrospun PLGA-chitosan/PVA
membranes and their cytocompatibility in vitro”, J Biomater Sci.Polym

Edit, 95-115, (2007).

Elder, S.H., Nettles, D.L., and Bumgardner, J.L., “Synthesis and characterization of
chitosan scaffolds for cartilage-tissue engineering”, Biopolymer Methods in
Tissue Engineering (Methods in Molecular Biology), Hollander, A.P.,
Hatton, P. (eds.), Humana Press Inc., U.S. pp. 41-48, (2003).

Geng, X., Kwon, O., Jang, J., “Electrospinning of chitosan dissolved in concentrated

acetic acid solution”, Biomaterials, 5427-5432, (2005).

90



Greiner, A. and Wendorff, J.H., “Electrospinning: A fascinating method for the
preparation of ultrathin fibers. Angewandte Chemie, 46:5670-5703, (2007).

Gu, S., Wang, Z., Ren, J., Zhang, C., “Electrospinning of gelatin and gelatin/poly(L-
lactide) blend and its characteristics for wound dressing”, Materials Science

and Engineering C, 1822-1828, (2009).

Giimiigsderelioglu, M., “Doku miihendisliginde nanoteknoloji”’, Bilim ve Teknik Ozel

Eki, Tiibitak Yayinlari, Ekim, (2007).

Han, J.K., Song, H.Y., Saito, F. and Lee, B.T., “Synthesis of high purity nano-sized
hydroxyapatite powder by microwave-hydrothermal method”, Materials

Chemistry and Physics, 99:235-239, (2006).

Homayoni, H., Ravandi, S.A.H., Valizadeh, M., “Electrospinning of chitosan
nanofibers: Processing optimization”, Carbohydrate Polymers, 656-661,

(2009).

Huang, Z., Zhang, Y.Z., Ramakrishna, S., Lim, C.T., “Electrospinning and
mechanical characterization of gelatin nanofibers”, Polymer, 5361-5368,

(2004).

Ikada Y., “Challenges in tissue engineering”, Journal of the Royal Society Interface,

22:589-601, (2006).

Jalota, S., Bhaduri, B.S., Tas, A.C., “In vitro testing of calcium phosphate (HA, TCP,
and biphasic HA-TCP) whiskers”, Wiley Inter Science, 481-490, (2006).

Jalota, S., Bhaduri, B.S., Tas, A.C., “Using a synthetic body fluid (SBF) solution of

27 mM HCOs;™ to make bone substitutes more osteointegrative”, Materials

Science and Engineering, 129-140, (2008).

91



Jalota, S., Bhaduri, S.B., Tas, A.C., “Osteoblast proliferation on neat and apatite-like
calcium phosphate-coated titanium foam scaffolds”, Materials Science and

Engineering C, 27:432-440, (2007).

Jayaraman, K., Kotaki, M., Zhang, Y., Mo, X., Ramakrishna, S., “Recent advances in
polymer nanofibers”, Journal of Nanoscience and Nanotechnology, 52-65,

(2004).

Kabiri, M., Emami, S.H., Rafinia, M., Tahriri, M., “Preparation and characterization
of absorbable hemostat crosslinked gelatin sponges for surgical

application”, Current Applied Physics, 11: 457-461, (2011).

Kataphinan, W., Zhang, G., Teye-Mensah, R., Katta, P., Khatri, L., Evans, E. A,
Chase, G. G., Ramsier, R. D., Reneker, D. H., “Electrospun nanofibers for

potential space-based applications”, Materials Science and Engineering B.,

116, 353-358, (2005).

Khor, E., Lim, L.Y., “Implantable applications of chitin and chitosan”, Biomaterials,

24:2339-2349, (2003).

Kim, H., Kim, E., Salih, V., “Stimulation of osteoblast responses to biomimetic
nanocomposites of gelatin—hydroxyapatite for tissue engineering scaffolds”,

Biomaterials, 26:5221-5230, (2005).

Kokubo, T. and Takadama, H., “How useful is SBF in predicting in vivo bone

bioactivity?”, Biomaterials, 2907-2915, (2006).
Kokubo, T., Hanakawa, M., Kawashita, M., Minoda, M., Beppu, T., Miyamoto, T.,

Nakamura, T., “Apatite formation on non-woven fabric of

carboxymethylated chitin in SBF, Biomaterials, 25:4485-4488, (2004).

92



Kong, L., Gao, Y., Lu, G., Gong, Y., Zhao, N., Zhang X., “A study on the
bioactivity of chitosan/nano-hydroxyapatite composite scaffolds for bone

tissue engineering”, European Polymer Journal, 42, 3171-3179, (2006).

Kose, G.T., Korkusuz, F., Ozkul, A., Soysal, Y., Ozdemir, T., Yildiz, C. and Hasirci,
V., “Tissue engineered cartilage on collagen and PHBV matrices”,

Biomaterials, 26(25): 5187-5197, (2005).

Kowalewski, T.A., Blonski, S., and Barral, S., “Experiments and modelling of
electrospinning process”, Bulletin of the Polish Academy of Sciences

Technical Sciences, 53, (4), 385-394, (2005).
Kumari, A., Yadav, S.K., Yadav, S.C., “Biodegradable polymeric nanoparticles
based drug delivery systems”, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 75: 1-

18, (2010).

Kundu, S.C. and Bhardwaj, N., “Electrospinning: A fascinating fiber fabrication
technique”, Biotechnology Advances, 325-347, (2010).

Langer, R., Vacanti, J.P., “Tissue engineering”, Science, 260, 920-6, (1993).

Levy, L, Paldi, T. and Shoseyov, O., “Engineering a bifunctional starch-cellulose

cross-bridge protein”, Biomaterials, 25(10): 1841, (2004).
Li, P., Siddaramaiah, Kim, N.H., Yoo, G.H., Lee, J.H., “Poly(acrylamide/laponite)
nanocomposite hydrogels: Swelling and cationic dye adsorption properties”,

Journal of Applied Polymer Science, 111: 1786-1798, (2009).

Li, W.J., Laurencin, C.T., Caterson, E.J., “Electrospun nanofibrousstructure: A novel

scaffold for tissue engineering”, J Biomed Mater Res, 613-621,(2002).

93



Loof, J., Svah, F., Jarmar, T., Engqvist, H, Pameijer, C.H., “A comparative study of
the bioactivity of three materials for dental applications”, Dental Materials,

24, 653-659, (2008).

Luu, Y.K., Kim, K., Hsiao, B.S., Chu, B. and Hadjiargyrou, M., “Development of a
nanostructured DNA delivery scaffold via electrospinning of PLGA and
PLA-PEG block copolymers”, Journal of Controlled Release, 89(2): 341—
353, (2003).

Lyons, J., and Ko, F., “Melt electrospinning of polymers: A review”, Polymer News,

30, 1-9, (2005).

Marler, J.J., Upton, J., Langer, R., “Transplantation of cells in matrixes for tissue

regeneration”, Adv Drug Deliver Rev, 33(1-2), 165-182, (1998).

Materials Science Engineering, http://www.engr.utk.edu/mse/

pages/Textiles/Bicomponent%20fibers.html, (2004).

Matsuda, S., Iwata, H., Se, N., Ikata, Y., “Bioadhesion gelatin films cross-linked
with glutaraldehyde”, J. Biomed Mater Res., 45:20-7, (1999).

Myung, C., Ching-Chang K., Douglas W. H., “Conformational change of
hydroxyapatite/gelatin nanocomposite by glutaraldehyde”, Biomaterials

(24): 3087-3094, (2003),

Nakahara, T., Nakamura, T., Kobayashi, E., Kuremoto, K., Matsuno, T., “In situ
tissue engineering of periodontal tissues by seeding with periodontal

ligament-derived cells”, Tissue Engineering, 10, 537-44, (2004).
Olde, Damink, L.H.H., Dijkstra, P.J., Van Luyn, M.J.A., Van Wachem, P.B,,

Nieuwenhuis, P., Feijen, J., “Glutaraldehyde as a crosslinking agent for

collagen-based biomaterials”, J. Mater Sci. Mater Med., 6:460-72, (1995).

94



Ramakrishna, S.; Fujihara, K.; Teo, W. E.;Lim, T. C.; Ma, Z.: “An Introduction to
Electrospinning and Nanofibers”, World Scientific Publishing, Singapore,

(2005).

Resende, C.X., Dille, J., Platt, G.M., Bastos, I.N., Soares, G.A., “Characterization of
coating produced on titanium surface by a designed solution containing
calcium and phosphate ions”, Materials Chemistry and Physics, 109, 429-
435, (2008).

Riminucci, M., and Bianco, P., “Building bone tissue: matrices andscaffolds in
physiology and biotechnology”, Brazilian Journal of Medical Biological
Research, 36,1027-36, (2003).

Sachlos, E., Czernuszka, J.T., “Making tissue engineering scaffolds work: review on
the application of solid freeform fabrication, technology to the production of
tissue engineering scaffolds”, European Cells and Materials, 5: 29-40,

(2003).

Salgado, A.J., Coutinho, O., and Reis, R.L., “Bone tissue engineering:State of the art

and future trends”, Macromolecular Bioscience, 4:743-65, (2004).

Schueren, L.V., Steyaert, I.,Schoenmaker, B.D., Clerck, K.D.,
“Polycaprolactone/chitosan blend nanofibres electrospun from an acetic
acid/formic acid solvent system”, Carbohydrate Polymers, 1221-1226,
(2012).

Shin, M., Yoshimoto, H., Vacanti, J.P., “In vivo bone tissue engineering using

mesenchymal stem cells on a novel electrospun nanofibrous scaffold”,

Tissue Eng, 33-41, (2004).

95



Sigmund, W., Yuh, J., Park, H., Maneeratana, V., Pyrgiotakis, G., Daga, A.,
“Processing and structure relationships in electrospinning of ceramic fiber

systems”, Journal of the American Ceramic Society, 89 (2), 395- 407,
(2006).

Sikavitsas, V.I., Temenoff, J.S., Mikos, A.G., “Biomaterials and bone
mechanotransduction”, Biomaterials, 22, 2581-2593, (2001).

Sittinger, M., Huthmacher, D.W., and Risbud, M.V., “Current strategies for cell
delivery in cartilage and bone regeneration. Current Opinion Biotechnology,

15,411-8, (2004).

Stevens, M.M., “Biomaterials for bone tissue engineering”’, Materials Today, 11(5),

18-25, (2008).

Subbiah, T., Tock, R.W., Parameswaran, S., and Ramkumar, J.S., “Electrospinning

of Nanofibers”, Journal of Applied Polymer Science, 96, 557-569, (2005).

Suh, J.K.F., Matthew, HW.T., “Application of chitosan-based polysaccharide

biomaterials in cartilage tissue engineering: a review”, Biomaterials,

21, 2589-2598, (2000).

Tas, A.C., Bhaduri, S.B., “Rapid coating of Ti6Al4V at room temperature with a
calcium phosphate solution similar to 10X simulated body fluid”, Journal of

Materials Research, 19(9), 2742-2749, (2004).
Taylor, P.M., Cass, A.E.G. and Yacoub, M.H., “Extracellular matrix scaffolds for

tissue engineering herat valves”, Progress in Pediatric Cardiology, 21: 219-

225, (20006).

96



Thein, H., W. W., Misra, R. D. K., “Biomimetic chitosan—nanohydroxyapatite
composite scaffolds for bone tissue engineering”, Acta Biomaterialia,

5,1182-1197, (2009).

Thomson, R.C. “Polymer scaffold processing”, Principles of tissue engineering

Lanza, J. (eds) Elsvier, San Diego, pp-309-22, (2000).

Weng, Y., Wang, M., Liu, W., Hu, X., Chai, G., Yan, Q., “Repair of experimental
alveolar bone defects by tissue-engineered bone”, Tissue Engineering,

12,1503-13, (2006).

Yih, T.C., Al-Fandi, M., “Engineered nanoparticles as precise drug delivery
systems”, J Cell Biochem ,97(6), 1184-1190, (2006).

Yuan, X.Y., Zhang, Y.Y., Dong, C.H., Sheng, J., “Morphology of ultrafine
polysulfone fibers prepared by electrospinning”, Polym Int, 53:1704-10,
(2004).

Zhang, Y., Lim, C. T., Ramakrishna, S., Huang, Z. M., “Recent development of
polymer nanofibers for biomedical and biotechnological applications”,

J.Mater. Sci. — Mater. Med., 16, 933-946, (2005).

Zhang, Y.Z., Venugopal, J., Huang, Z.M., Lim, C.T., Ramakrishna, S., “Crosslinking
of the electrospun gelatin nanofibers”, Polymer, 2911-2917, (2006).

Zhao, F., Yin, Y.J., Lu, W.W_, Leong, J.C., Zhang, W., Zhang, J.Y., Zhang, M.F. and
Yao, KD., “Preparation and histological evaluation of biomimetic three-
dimensional hydroxyapatite/chitosan-gelatin network composite scaffolds”,

Biomaterials, 23: 3227-3234, (2002).

Zhuang, X., Cheng, B., Kang, W., Xu, X., “Electrospun chitosan/gelatin nanofibers
containing silver nanoparticles”, Corbohydrate Polymers, 524-527, (2010).

97



Zimmermann, C.E., Borner, B.I.,, Hasse, A., Sieg, P., “Donor site morbidity after

microvascular fibula transfer”, Clin. Oral Invest., 5, 214-219, (2001).

Zong, X., Kim, K., Fang, D., Ran, S., Hsiao, B.S. and Chu, B., “Structure and
process relationship of electrospun bioabsorbable nanofiber membranes”,

Polymer, 43, 4403—-4412, (2002).
Zuo, W., Zhu, M.F., Yang, W., Yu, H., Chen, Y.M., Zhang, Y., “Experimental study

on relationship between jet instability and formation of beaded fibers during

electrospinning. Polym Eng Sci, 45:704-9, (2005).

98



Yikar, E. 2013. Elektrospinning Yontemi ile Jelatin/Kitosan Nanofiberlerin Uretimi, Biyomimetik Hidroksiapatit ile
Kaplanmast ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

OZGECMIS VE ESERLER LiSTESI

Ad1 Soyadi: Esra YIKAR

Dogum Tarihi: 03/01/1986

Ogrenim Durumu: Lisans

Derece Boliim/Program Universite Yil

Lise Fen-Matematik Istiklal Makzume 2000-2004
Anadolu Lisesi

Lisans Kimya Miihendisligi | 14z Teknik 2004-2009
Universitesi

Yiiksek Lisans Kimya Muhendisligh | yro in Universitesi | 2010-2013

Anabilim Dal1
(Varsa) Gorevler:
Gorev Unvam Gorev Yeri Yil
Proses ve Planlama Miihendisi Toros Tarim San. Ve Tic. A.S. | 2012-Halen
Egitim Takviye Miihendisi Toros Tarim San. Ve Tic. A.S. | 2010-2012

ESERLER (Makaleler ve Bildiriler)

1. Yikar, E., Bolgen, N., “Elektrospinning YOntemi Ile Jelatin/Kitosan

Nanofiberlerin Uretimi ve Biyomimetik Hidroksiapatit Ile Kaplanmas1”, 10.
Ulusal Kimya Miihendisligi Kongresi, Ko¢ Universitesi, 3-6 Eyliil, Istanbul,
(2012).

. Yikar, E., Bolgen, N., “Hydroxyapatite Coated Electrospun Gelatin/Chitosan

Nanofibrous Structures for Bone Tissue Engineering Applications”, 18th

International  Biomedical Science&Technology 10-13

September, Tokat, Turkey, (2012).

Symposium,

. Vaseashta, A., Demir, D., Yikar, E., Bolgen, N., “Electrospun Nanofibrous

Membranes NATO
Advanced Research Workshop, 29 Sept — 01 Oct, Yerevan, Armenia, (2012).

For Removal Of Antibiotics From Wastewater”,

99



