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KERATIN ELYAF/ TERMOPLASTIK POLIURETAN KOMPOZITLERININ
DOKU iSKELESIi OLARAK KULLANILABILME POTANSIYELININ
INCELENMESI

OZET

Ulkemizde saglikli ve ekonomik olmas1 bakimindan beyaz ete olan ilginin artmasiyla
kiimes hayvanciligina yapilan yatirimlar giin gegtikge artmaktadir. Hizla biiyiiyen bu
isletmelerin en 6nemli sorunlart atiklardir. Tavuk tlyleri, sadece Tiirkiye'de yillik 30
bin ton atik olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Atiklar yakma, giibreye doniistiirme,
gomme yontemleri ile yok edilmeye c¢alisilsa da c¢evreye blylk zararlar
vermektedirler. Keratin bakimindan son derece zengin olan bu atigin
degerlendirilmesi, hem atik probleminin ¢oziimii hem de bu degerli maddenin
ekonomiye kazandirilmasi agisindan oldukga 6nemlidir. Bu lifler kristal yapida
olduklarindan dayaniklidir ve biyobozunur 6zellige sahiptir. Ayrica protein bazl
olduklarindan potansiyel hiicre uyumluluklar1 sayesinde, bir¢ok biyomedikal ve
biyoteknolojik uygulamalar igin adaylardir. Bu ¢alismada, keratin elyaf ile
giiclendirilmis poli(e-kaprolakton diol) esasli biyobozunur termoplastik politretan
kompozitlerden doku iskelesi olusturulmasi amaglanmistir. Atik tavuk tiiyleri (ATT)
yerel bir kesimhaneden alinarak temizlenmis, kirpilmis ve elenmistir. ATT/TPU
kompozitleri, ¢ozeltide karigtirma teknigiyle karistirilmig ve ¢ozeltiden dokme
teknigi ile film haline getirilmistir. Bilesimler agirlikca %0, %10, %20, %40 ve %80
ATT oranlan ile secilmistir. Elde edilen kompozit filmlerde ATT yiikleme orani ve
ATT boyutunun etkisi mekanik, termal ve morfolojik 6zellikleri sirasiyla ¢ekme
testleri, dinamik mekanik analiz (DMA), diferansiyel taramali kalorimetri (DSC)
analizleri, taramali elektron mikroskopisi (SEM) ve temas agis1 Ol¢iimii ile
aragtirtlmistir.  Dondurarak kurutma ve ¢ozlici-dokiimii/pargacik-uzaklagtirma
yontemleri bir arada kullanilarak g6zenekli doku iskeleleri elde edilmistir. Yara
ortiisti malzemesi olarak kullanilmak tzere doku iskeleleri tzerine ekilen hiicrelerde,
hiicre ¢ogalmas1 SEM analizi ve lazer taramali konfokal mikroskop ile gézlenmistir.

Bu c¢alismada amaclanan hedefe ulasilarak keratin elyaf katkili TPU doku
iskelelerinin biyomalzeme olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Doku iskelesi, Hicre kultirli, Keratin, Tavuk tiyd,
Termoplastik Politretan (TPU).
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INVESTIGATING THE POTENTIAL USE OF KERATIN
FIBER/THERMOPLASTIC POLYURETHANE COMPOSITES AS
SCAFFOLD

ABSTRACT

In Turkey, the investments in poultry and white-meat have increased with the
growing interest to healthy and economical nutrition. One of the important issues in
this rapidly growing area is the wastes. In Turkey, 30 thousands of waste chicken
feathers (WCF) disposed annually. Reclaiming of these keratin rich WCF can
partially solve the problem of poultry waste problem in an economical way
compared to the traditional disposal methods which are burying, burning and
producing fertilizer. These keratin based fibers are crystalline, therefore very stable,
and biodegradable. The main purposes of this study is to prepare and characterize the
reclaimed keratin fiber reinforced poly(caprolactone diol) based biodegradable
thermoplastic polyurethane (TPU) composites potentially used for tissue engineering
scaffolds. WCF obtained from a local slaughter-house were cleaned, cut and then
sieved prior to production of composites. The WCF/TPU composites were prepared
by solution casting method. The feather content was varied as 0%, 10%, 20%, 40%
and 80% by weight. Mechanical, thermal and morphological properties were
investigated by tensile tests, differential scanning calorimetry (DSC) analysis,
scanning electron microscopy (SEM), dynamic mechanic analysis (DMA) and
contact angle analysis, respectively. Salt leaching and freeze-drying methods are
used combined for obtaining porous scaffold structures. Structure for use as a wound
dressing material of the cells cultivated on scaffold, cell adhesion and proliferation
was observed by SEM and confocal laser scanning microscopy. It is concluded that
WCF/TPU composites can be used as wound dressing material thanks to the
biocompatible keratin based structure of chicken feathers.

Key Words: Scaffold, Cell Culture, Keratin, Chicken Feathers, Thermoplastic
Polyurethane (TPU).



GIRIS

Organ veya doku kaybi tip alaninda karsilasilan ciddi sorunlardan biridir. Doku
miithendisligi, hasarli dokularin fonksiyonlarin1 yeniden kazandirmak, gelistirmek
veya korumak amaci ile miihendislik ve yasam bilimlerinin ilkelerini birlestiren ¢ok
disiplinli bir alandir. Doku miihendisligi alaninda ginumizde o6nemli akademik

gelismeler olsa da arastirma Olgekli uygulamalardan ticari uygulamalara gegilmesi

gerekmektedir [1,2].

Doku miihendisligi yaklasimlardan biri doku iskelesi ile yonlendirilmis doku
rejenerasyonudur. Bu yaklasimda doku uygulamalar1 ile elde edilmis doku iskelesi,
gOzenekli, ¢ boyutlu bir matris gorevi gorerek hiicre tutunmasi, biiylimesi ve
¢ogalmasina yardimci olur. Hiicre dig1 matris tabakasini yapisal olarak taklit ederek
hicre kultlriine elverisli bir ortam saglar. Ayrica doku iskelesi gozenekli yapisi
sayesinde yeterli besin hareketi, atik temizleme ve gaz difiizyonu gérevlerini de

yerine getirir [3,4].

Cesitli dogal polimerler, 6rnegin polisakkaritler (seltloz, kitin gibi) ve proteinler
(kolajen, elastin, fibrin ve keratin gibi) doku miihendisligi alaninda sikca
kullanilmaktadirlar. Dogal polimerlerin, biyouyumluluk ve toksik olmama gibi ortak
avantajlar1 bulunmaktadir. Ancak bu polimerlerin diisiik mekanik mukavemet gibi
dezavantajlar1 kullanimlarin1 kisitlamaktadir. Bu sebeple sentetik polimerler doku
miithendisligi alaninda olduk¢a sik kullanilan polimerlerdir. Bunlarin basinda
Poli(glikolik asit) (PGA), poli(laktik asit) (PLA), poli (laktit-ko-glikolid) (PLGA) ve
politretanlar (PU) gelmektedir [2]. En yeni yaklasimlardan biri dogal ve sentetik
polimerlerin kompozit uygulamalaridir. Bu yaklagim ilk olarak protein temelli
biyomalzemeler olarak ortaya ¢ikmis ve bircok biyomedikal ve biyoteknolojik
uygulama icin potansiyel aday olmustur. Hicre-hlicre ve hicre-matris
etkilesimlerinin kolaylastiran sentetik bir hiicre dis1 matris olarak islev goriirler. Bu
tiir ytizeyler 3 boyutlu hiicre ¢cogalmasini ve hiicre ile yonlendirilmis doku olugumu
destekleyen 6zelliktedirler. Bu her iki 6zellik de doku iskeleleri i¢in olmas1 gereken

Ozelliklerdir.



Cesitli proteinler, dogal kaynakli biyomateryellerin gelistirilmesi i¢in arastirilmistir.
Bunlarin basinda kolajen, albumin, jelatin, fibroin ve keratin gibi proteinler
gelmektedir. Bunlardan, keratin bazli malzemeler i¢sel biyouyumluluk,
biyobozunurluk, mekanik dayaniklilik ve dogal bolluk gosterdiginden 6nem arz

etmektedir [5].

Keratin esasli dogal liflerden biri olan tavuk tiiyiiniin, sentetik ve dogal liflerde (elyaf
lifler demek, yani ¢ogul) bulunmayan yapi1 ve Ozellikleri bulunmaktadir. Diisiik
yogunluk, miikemmel sikistirilabilirlik, esneklik ve tiiylerin farkli morfolojik yapisi
tavuk tlyinl benzersiz bir dogal lif kaynagi yapmaktadir [5]. Ornegin, tavuk
tiiyiiniin yogunlugu 0,8 g/cm?®, seliiloz elyaflar icin yaklasik 1,5 g/cm® ve yiin icin 1,3
glcm3 tiir. Bugiin ticari olarak mevcut olan dogal veya sentetik liflerden higbiri tavuk

tiiyii gibi diisiik bir yogunluga sahip degildir.

Ulkemizde atik tavuk tiiylerinin geri kazamimi ya da imha edilmesi ile ilgili bir
mevzuat bulunmamaktadir. Kesimhanelerden ¢ikan bu atiklarinin bertarafi gdmme
ya da yakma yontemleri ile yapilmaktadir. Bu yontemler 6nemli boyutlarda hava, su
ve g¢evre kirligine neden olmaktadir. Bol miktarda ortaya ¢ikan bu atik tavuk tuyleri
Oonemli bir keratin kaynagidir. Bu kaynagin biyomedikal Urlnler uretilmesinde
kullanilmasi ile ucuz ve bol bulunan bu degerli atik ekonomiye kazandirilabilir ve

ayrica atik tuylerin bertarafi sirasinda ¢evreye verdigi zararlar 6nlenebilir [6].

Sentetik polimerlerden poliliretanlar, aromatik veya alifatik izosiyanatlardan olusan
sert segmentler ve poliester veya polieterler den olusan yumusak segmentler igceren
blok kopolimerlerdir. Yumusak ve sert segmentlerin molekiiler agirliklarina ve yiizde
oranlarina bagli olarak, polimerin elastik modiilii ve diger bircok 0&zellikleri
degisebilir. Poliliretanlar, 1yi bariyer ozellikleri ve oksijen gegirgenlikleri nedeniyle

biyomalzeme olarak da yaygin kullanim alanina sahiptir [7].

Bu ¢alismada, literatiirde ilk defa atik tavuk tiiyiinden geri kazanilmig keratin fiber
ile gliclendirilmis poli(e-kaprolakton diol) esasli biyobozunur termoplastik poliiiretan
(TPU) kompozitlerden doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak tizere doku
iskelesi olusturulmas1 amaglanmstir. Uretilen kompozit doku iskelelerinin fiziksel,
mekanik ve termal Ozellikleri belirlenmistir. Elektron mikroskobu c¢alismalar ile

doku iskelelerinin morfolojileri ve poroz yapilart hakkinda gozlemler yapilmistir.
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Hiicre kiiltiirii g¢alismalart ile bu doku iskelelerin biyouyumluluk 6zellikleri

arastirilmistir.

Bu tezde; ilk kisimda doku miihendisligi ve tavuk tiiyli, keratin ile ilgili bilgiler ve
literatiirde yapilan calismalar verilmistir. Ikinci kissm olan malzemeler ve method
kisminda Once kullanilan malzemeler tanitilmis, ardindan atik tavuk tiiyi
(ATT)/TPU kompozit film Gretimi ve karakterizasyon yontemleri anlatilmigtur.
Devaminda, ATT/TPU esasli doku iskelelerinin Gretimi ve karakterizasyonundan
bahsedilmistir. Sonrasinda elde edilen doku iskeleleri ile yapilan hiicre kiiltiirii
calismalar1 detayl1 olarak verilmistir. Tezin son iki kisminda ise bulgular verilmis ve

tartisilmig, ardindan elde edilen sonuglar 6zetlenmis, 6nerilerde bulunulmustur.



1. TEORIK BIiLGi
1.1. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, temel hedefi doku ve/veya organ hasar1 veya kaybi1 durumunda
kullanilmak tizere laboratuar kosullarinda organ veya doku olusturmak olan yeni bir
disiplinler arasi miihendislik dalidir. Bilimsel c¢evrelerin “doku miihendisligi”
konusuna odaklanmasinda ise iki makale ¢ok etkili olmustur. Bunlardan biri Nerem
tarafindan 1991°de “hiicre miihendisligi” konusunda, digeri ise Langer ve Vacanti
tarafindan 1993’te Science dergisinde “doku miihendisligi” baghig altinda
yayinlanmistir [8,9]. Temel bilimciler, malzeme bilimcileri, mihendisler, hiicre
biyologlari ve klinisyenlerin ortak cabalariyla giinlimiizde doku miihendisligi

bitiinuyle disiplinler aras1 bir alan haline gelmistir [8].

Doku miihendisligi i¢in degisik tanimlamalar yapilmaktadir. Ancak, en kabul gdéren
tanim, “biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerini tek baglarina veya birlikte
kullanarak canli dokularin tamiri veya yeniden yapilanmasi i¢in biyoloji, kimya ve
miithendislik ilkelerinin uygulanmasidir” seklindedir. Bu tanima goére doku
miithendisligi i¢in 4 yaklasim mevcuttur. Birinci yaklagim yeni dokunun olugumu igin
yalnizca biyomalzeme kullanirken, “hiicre nakli” olarak adlandirilan ikinci yaklagim
yalnizca hiicreleri kullanarak tedaviyi gerceklestirmeyi amaglar. Hiicreler, canl
dokulardan yalitilan hiicreler olabilecegi gibi, genetik olarak islem gérmiis hiicreler
de (bu durum gen tedavisi olarak adlandirilir) olabilir. Ugiincii yaklasim,
biyomalzeme ile biyosinyal molekiillerini (yapisma ve biiyiime faktorleri) kullaniyor.
Dordiincii yaklasim biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerinin ii¢linii bir
arada kullanarak doku olusturmay1 hedefler. Hiicre iiremesini yeni doku veya
organlari olusturacak sekilde yonlendirmek ve gerekli mekanik destegi saglamak igin
biyomalzemelerden 3-boyutlu doku iskeleleri (scaffold) dretilir [8]. Sekil 1.1°de

doku miihendisligine genel yaklasim goriilmektedir.



Hiicre gogaltim ve
manipillasyonu

Mekanik ve
molekiler sinyalizasyon Hire
izolasyonu

Hicre ekimi ve
ekeiraseliler
matris clugumu

Yapimin vicut igine
implante edilmesi

Sekil 1.1. Doku miihendisliginin temel yaklasimi [8]
1.2. Deri Doku Miihendisligi

Deri doku miihendisliginin amaci, zarar goérmiis deri dokusunun normal anatomi ve
fizyolojisinin geri kazanilmasina yonelik uygulamalar gerceklestirmektir. Guniimuze
gelinceye kadar kiiltiire suni deriler sadece kismi olarak anatomik veya fonksiyonel
yapiy1 restore etmekte kullanilmistir. Oysa deri doku miihendisligi uygulamalari
derinin belirli bir katmanina yonelik degil, 6zellikle hasar sonrasinda kendi kendini
onaramayan katmanlarin onarilmasina yonelik uygulamalar olarak gelismeye devam
etmektedir [9]. Deri doku mihendisligi yaklasimlarini analiz edebilmek ve
gelistirebilmek icin dncelikle, derinin islevi, yapisi ve meydana gelebilecek hasarlar
karsisinda harekete gecirdigi iyilesme mekanizmalarinin anlagilmasi gerekmektedir.
Sekil 1.2°de deri doku miihendisligi ile kaybedilen dokunun yerine yeni dokunun

yerlestirilmesi gosterilmistir.



Sekil 1.2. Deri doku mithendisligi yaklagimi [9]

1.2.1. Derinin yapisi ve doku hasarlari

Iki boyutlu geometriye sahip deri, vilcudu kaplayan en genis organ olup, fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyal dis etkenlere, ultraviyole (UV) radyasyona ve serbest
radikallerin tahrip edici etkilerine kars1 koruyuculuk saglamakta ve vicut 1sisini
muhafaza etmektedir. Deri baslica li¢ tabakadan olusmustur, bu tabakalar en alttan

iiste dogru; hipodermis, dermis ve epidermis olarak siralanmaktadir (Sekil 1.3).
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ter bezi
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Sekil 1.3. Derinin yapisi [10]

Hipodermis, dermis ile vilcut bilesenleri arasinda bir koprii gorevi gérmektedir.
Yaglarin depolandigi kisimdir, termal yalitim saglar ve derinin dayanikliliginda
katkis1 bulunmaktadir. Dermis, insan derisinin ana bilesenidir ve genellikle 3-5 mm
kalinligindadir. Dermiste lif demetleri seklinde bulunan kolajen ve elastin fiberler,
kan ve lenf kilcal damarlarimi fiziksel olarak destekler ve korurlar. Ayrica dokuya,
oksijen ve besin maddelerinin taginmasi, toksinlerin ve atik {irlinlerin uzaklastirilmasi

acisindan yasamsal 6neme sahiptirler.

Derinin iist katmani epidermis, keratinosit tabakalarindan olusur ve dehidrasyon,
bakteriler, UV 1sinlarina karsit koruma saglar. Viicutta 0.06 - 0.8 mm arasinda
degisen kalinliklarda, diizenli olarak kendini yenileyebilen ve kan damarlar

icermeyen bir tabakadir [10].

Deri doku miihendisligini temel prensibi hasarli ya da fonksiyonunu kaybetmis olan
dokunun yerine yeni dokunun gelistirilmesidir. Doku hasarlarindan bahsederken
yaranin tanimini yapmak onemlidir. Yara, herhangi bir dis etkenin veya hastaligin

fiziksel bir hasar yaratmasi ile viicutta normal deri biitiinl{igliniin bozulmasidir.

Doku miihendisligi yara oOrtiileri 06zellikle yamiklarda ve diyabetik {ilser

hastaliklarinin  tedavilerinde geleneksel tedavi yontemlerine gore istiinliik
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saglamaktadir. Sekil 1.4’te yaniklarda olusan doku hasarlar1 gdsterilmistir. Doku
miihendisligi yaklasimiyla hazirlanan dokular sadece yarayi kapatmakla kalmamakta,
aynt zamanda dermis yenilenmesini uyararak yara iyilesmesi siirecine katkida

bulunmaktadir [11].

Epidermis

Dermis

Hipodermis

UCUNCU DERECE YANIK

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Sekil 1.4. Yanik dereceleri ve doku hasarlar1 [11]

Yara iyilesmesi, sadece yara bolgesiyle sinirli degildir, tiim sistemleri barindiran
hiicresel, fizyolojik ve biyokimyasal olaylar biitiinlidiir. Biitiin yaralar ayn1 temel
prensiplerle iyilesirler. Fibroblast hiicreleri iyilesme strecinde 6nemli rol

oynamaktadir [11].
1.3. Doku Iskeleleri (Scaffold)

Uc boyutlu, goézenekli doku iskelelerinin kullanimmin temel amaci doku ve
organlarin rejenerasyonu i¢in uygun ortam saglamaktir. Bu hiicre kiiltiirii yapilmis

doku iskeleleri ya in vitro kiiltiirlenerek yarali dokuya implante edilebilir ya da in



vivo olarak viicudun doku sentezleme sistemini uyararak hasarli bolgeye dogrudan

implante edilerek, doku veya organlarin rejenerasyonu saglanabilir [10].

Insan viicudu hiyerarsik bigimde diizenlenmis son derece karmasik bir yapidir.
Vicudumuz sistemlerden, sistemler organlardan, organlar dokulardan, dokular ise
hiicreler ve hiicre dis1 matristen (HDM) olusur. Hiicrelerin bir araya toplanmasi ve
doku yenilenmesinin ger¢eklesmesinde HDM’nin 6nemi pek ¢ok arastirmaci
tarafindan vurgulanmistir. Hiicre dis1 matris, hiicreler igin tig-boyutlu bir mikro ¢evre
olusturur. Hiicrelere fiziksel bir destek saglamasinin yami sira hiicre-hiicre
etkilesimlerini organize eder ve hiicrelerin yapismasi, gogii, cogalmasi, farklilagmasi

ve matris birikimi i¢in g¢esitli biyokimyasal ve biyofiziksel uyarilar1 yapar.

Hayvan hiicrelerinin bir¢ok ¢esidi, plazma membraninin ¢evresinde mevcut bir
organize ag matrisi, bir hiicre dist matris (HDM) ile ¢evrilidir. Sekil 1.5’de
goriildiigii gibi HDM, pek ¢ok islevsel proteinler ve polisakkaritlerden olusur.

Kolajen

Proteoglikanlar fiberleri

Polisaklaritler

Hiicre
membram Sitoplazma

integrin proteini Hiicre iskeleti
mikrofilamentleri

Sekil 1.5. Hiicre dis1 matrisin (HDM) makromolekuler organizasyonuna
genel bir bakis



Hiicrelerin ve dokularin bir arada tutulmasina yardim eder ve hiicreler arasi
bosluklari doldurur. Besin ve madde aligverisi, hiicre yasaminin devamliligi igin
oldukca onemlidir. Ayrica hiicrelerin migrasyonunu ve birbirleri ile olan iligkilerini

de organize eder. Bu gorevleri HDM igerisindeki proteinler sayesinde saglamaktadir.

Kolajenler, sadece HDM igerisinde bulunan, fiber yapida, yiikksek mukavemete sahip,
cekme kuvvetlerine karsi dayanikl proteinlerdir. insan viicudunda bulunan en yaygin
proteinler olarak tiim protein miktarinin % 25’ini olustururlar. Kolajenler, bircok
hicre tarafindan sentezlenirler ancak HDM’ de fibroblastlar tarafindan iretilirler.
Bulundugu dokuya ve bolgeye gore dizilisleri degismektedir. Ornegin, tendon
dokusunda c¢ekme kuvvetlerine karst direnci arttirmak icin paralel olarak

bulunmaktadirlar.

Proteoglikanlar, protein ve polisakkaritlerin bir araya gelmesi ile olusan karmasik
yapilardir ve "dolgu" maddesi olarak hayvansal hiicre dig1 matrisinin buyuk bir
bilesenidir. HDM de bulunan proteoglikanlar, 6nemli bir molekiil olan hyaluronik
asiti ile etkileserek matriste blylk agregatlar olusturur. . Sekil 1.3’te bu yapi
gorilmektedir. Hiyaluronik asit siilfat icermediginden HDM’de proteoglikan ile
kovalent olmayan bir sekilde bagli kompleksler olusturur. Hiyaluronik asit

polimerleri ¢cok biyuktirler (100 - 10.000 kD) ve buyik hacimlerde su tutabilirler.

HDM’nin temel yap1 taslarindan biri de integrinlerdir. Hem hiicre—htcre, hem de
hlicre-matris baglanmasini meydana getiren, plazma membraninin her 2 tarafinda da
bulunan (transmembran) glikoproteinlerdir. Baglanma kalsiyum, magnezyum ve

mangan gibi katyonlardan etkilenir.

HDM, hiicreler tarafindan lokal olarak salgilanir. Ornegin konnektif dokuda (bag
doku) bu matris makromolekiillerini salgilayan biiyiik hiicreler fibroblastlardir.
Kemik ve kikirdak dokularinda ise bu hiicreler kondroblast, osteoblastlardir.
HDM ' nin bir diger 6zelligi ise farkli organlarda farkli miktarlarda bulunmasidir. Her
dokuda, dokunun foksiyonel zelliklerine gore farkli 6zellik tasirlar. Ornegin, kemik

ve diste kalsifiye, korneada seffaf ve tendonlarda ip gibi olup ¢ok saglamdir.

Doku iskeleleri yukarida sozii edilen HDM’yi taklit edecek bigimde tasarlanan

yapilar olmalidir. Kisacasi, yapay bir “hiicre dis1 matris” olarak diisiiniilebilirler [11].
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Doku tiirii ne olursa olsun, doku miihendisliginde kullanilacak doku iskelelerinin
tasarimint ve uygunlugunu belirleyen unsurlar vardir. Bu unsurlar; biyouyumluluk,
biyoparcalanma, iskelenin tasarimi, mekanik 6zellikler, Uretim teknolojisi ve

biyomalzeme’dir.

Doku miihendisligi igin doku iskelesi &ncelikle biyouyumlu olmadir. Uzerine
hiicreler tutunabilmeli, sonrasinda tutunan hucreler bu matrisin igine ilerleyerek
cogalabilmelidir. Viicut i¢ine yerlestirildiginde istenmeyen doku tepkilerine yol
agmamal1 ve ayn1 zamanda hiicre yapigsmasini ve islevini artirici yiizey kimyasina
sahip olmalidir. Siddetli inflamatuvar (yangil) yanit viicut tarafindan iskelenin

reddedilmesine neden olabilir.

Ikinci unsur biyopargalanmadir. Doku miihendisligi ile elde edilmis doku iskelesi
vicuda implante edildikten sonra vicuttaki hicreler o bélgede doku iskelesinin
yerini alarak cogalmaya baglar. Hiicreler yeni HDM olusturacak kapasiteye
ulastiklarinda iskeleye ihtiya¢ kalmayacagindan, doku iskelesinin viicut ortaminda
parcalanabilen bir malzemeden (biyobozunur malzeme) iiretilmesi sarttir. Malzeme
parcalanirken biyouyumlulugunu kaybetmemeli ve zehirli iirtinler olusturmamalidir.

Diger organlara zarar vermeden viicuttan atilmalidir.

Diger bir énemli unsur doku miihendisligi i¢in kullanilacak iskelenin tasarimidir.
Doku iskeleleri, birbirine bagl bir gozeneklere sahip olmalidir. Bu yapiya sahip
olmasi, hiicresel penetrasyonu ve yapi igindeki hiicrelere besinlerin yeterli difiizyon

yapabilmesini saglar.

Mekanik &zelliklerde oldukca onemlidir. Ideal olarak, iskele ile implante edilecek
olan anatomik bolgenin mekanik 6zellikleri tutarli olmalidir. Bazi insan dokularinin

mekanik 6zellikleri Tablo 1.1’de gosterilmistir.
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Tablo 1.1. Baz1 dokularin mekanik 6zellikleri [7]

Doku Young Modulih  Cekme dayanim
Kikirdak, Kaburga 5.0 MPa 2.8 MPa
Arterler, Aort 0.3-0.94 MPa 1.1 MPa
Kemik 1-20 GPa 3.3 MPa
Deri 15-150 MPa 5-30 MPa

Iskele fabrikasyonu icin kullanilacak biyomalzemenin iiretilecegi polimerin secimi
en Onemli asamalardan biridir [9]. Sekil 1.6°da ¢esitli sekil ve iiretim teknikleri ile

iretilmis doku iskelelerinin resimleri verilmistir.

Sekil 1.6. Cesitli sekillerde hazirlanmis doku iskelelerinin SEM goéruntileri (A)
hiicrelerden arindirilmis insan kalp dokusu, (B) sentetik poli (gliserol sebakat) doku
iskelesi, (C) elektro egirme yontemi ile tretilmis biyobozunur polilretan doku
iskelesi, (D) PCL/TCP kompoziti ile iiretilen kemik doku mithendisligi i¢in doku
iskeleleri, (E) poli (L-laktik asit-ko-DL-laktid) ‘den Uretilen (F) kemik hasarlarini
doldurmak i¢in tasarlanmis yuvalar sekilli seramik tanecikleri [12]

Bu calismada polimer olarak biyouyumlu ve biyoparcalanabilir termoplastik
politretan (TPU) secilerek doku iskelesi olusturabilme olgiitlerine uygunluk
saglanmistir. Elyaf kaynagi olarak, dogal bir atik olan ve keratin bakimindan zengin

atik tavuk tdyleri (ATT) kullamilmistir ve ATT/TPU kompozitleri biyomalzeme
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olarak kullanilma amaci ile tiretilmigtir. Kompozitlerin bilesenleri detayli olarak yap1

ve Ozellikleri ile verilmistir.
1.4. Tavuk Tuyi ve Keratin

Bu boliimde; ¢alisilan kompozit malzemelerin fiber yapisini olusturan tavuk tlyd ve

icerigi keratin detayl1 olarak anlatilmistir.
1.4.1. Tavuk tayd

Tavuk tlyl, %91 keratin, %1 yag ve %8 sudan olusmaktadir [13]. Sekil 1.7°de
gosterilen resimde de goriildiigii gibi tiiylerin morfolojisi, bir gévde (i¢i bos tiiy sap1)

tizerinden belli bir ag1 ile uzanan tiiylerden olusur.

SEl  10kV x5{i 50pm
TUBITAK

Sekil 1.7. Taramal1 elektron mikroskobu ile tavuk tiiyli morfolojisi

Tiiylin sap kisminin materyal 6zellikleri, Tablo 1.2’de o6zetlenmistir. Atik tavuk
tiiyleri (ATT) lifleri diisiik yogunlugu nedeniyle hafif kompozit uygulamalar1 i¢in
mikemmel bir takviye malzemesidir. Tek bir fiberin mekanik 0zellikleri sentetik
liflere gore daha diisiiktiir, bu yiizden yiiksek performans uygulamalari i¢in uygun
degildir. Ancak lif boyutlar1 pamuk ve yiin ile karsilastirilabilir mertebededir [14].
Diger bir yandan ATT lifleri tiim dogal ve sentetik elyaflar ile karsilastirildiginda
daha diislik yogunluk degerine sahiptir [7].
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Tablo 1.2. Tavuk tliyd sapinin malzeme 6zellikleri [15]

Boyut Ozellikleri Mekanik Ozellikler
Yogunluk Dayanim

= 0.89 Y 113
(g/cm) (MPa)
Cap (um) 15-110 | Modul (GPa) 2.8
Uzunluk (mm) | 3-13 Uzama (%) 7.7

Tavuk tiiyli, benzersiz ve avantajli yapisinin yaninda atik olarak ¢evreye istenmeyen
zararlar vermektedir. Ulkemizde tavuk tliyii, bertaraf sorunlari nedeniyle ¢evre
kirliligine neden olan atik iiriin olarak nitelendirilmektedir. Temel olarak iki sekilde
yok edilmektedir. Bunlar; yakma ve gdmme yontemleridir. Bunlarin her ikisinin de
cevre lizerinde olumsuz etkileri vardir. Atik tavuk tiiyleri (ATT) ile yapilan son
caligmalar, kompozit iiretimi i¢in potansiyel bir katki malzemesi olabilecegini
gostermistir. Ayrica ucuz ve bol bulunabilen ATT, hafiflik, yiiksek 1s1 yalitima,
miitkemmel akustik 6zellikler, agindirict olmayan davranis ve miikemmel hidrofobik
yap1 gibi kompozit takviye kullanimi i¢in arzu edilen 6zelliklere de sahiptir [16-18].
Boylece c¢evreye verilen =zarar, yararli kompozit malzemelerin iiretimine

doniisecektir.

1.4.2. Keratin

Keratin, sag¢, tirnak, yiin, tily, gaga, penge ve boynuz gibi farkli yapilarin temelini
olusturan lifli, yapisal bir proteindir. Keratin proteini, bir ¢ok amino asit ¢esidinin
yan yana gelmesi ile olusur. Bu amino asitler birbirleri ile capraz bag yapma, distilfid
veya hidrojen baglar1 yapma egilimindedirler [11]. Sekil 1.8’de amino asit yapisi ve

protein zinciri olusumu gosterilmistir.
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Polipeptid zinciri

00,

o ¥ e e
oot § % 4P
%o oo S0 ﬁ
g 7-O0g o . i Aminoasitler
% -]

Amino grubu
H—C —COOH

Karboksil
grubu

R grubu

Aminoasit

Sekil 1.8. Amino asit dizilimi ve protein zinciri [19]

Tavuk tlyunde bulunan keratin, agirlik¢a %2 ile %18 arasinda degisen sistein amino

asit icerigi (ve ayn1 zamanda da siilfiir igerigi) ile karakterize edilir (Tablo 1.3) [20].
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Tablo 1.3. Keratin igerisinde bulunan en yaygin amino asitler ve oranlari [20,21]

Yitzde oram

Amino Asit Eisaltmas %) Kimyasal Formiili
CH,OH
L-Sern Ser 9-15
H,.N—HC—COOH
CH,SH
L-Sistein Cys 2-18
H.N—HC—COOH
NH,
-L-:'—‘lemml-: Asp 46 |
RSIL HOOC —CH,—CH—COOH
‘ NH;
L- .'Gli'ltmmk Glu 811
asit HOOC—CH, CH;—CH—COOH
b‘JHE
CH,—CH, CHy—CH—COOH
L-Arjinin Arg 5-6 |_"~.|J —C=—nNH
NH;
NH,
L-Treonm Thr 3-5 H;C—CH——CH—CO0OH
OH
NH,
L-Alamn Ala 35
H;C—CH—COOH
CHy NH,
L-Valin Val 5.7 HC—CH—COOH

CH,

Sistein, yan zincirinde kikdrt grubu igeren tek amino asittir. Polar 6zelliktedir, ancak

fizyolojik pH'da yiikslizdiir. 20 aminoasit arasinda sadece sistein yan zincirinde

fonksiyonel bir thiol grubu bulundurur. Thiol gruplarinin okside olmasiyla iki sistein
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arasinda disiilfit bagi olusturulabilir (sekil 1.9). Bu bagin olusumu geri ¢evrilebilir bir
reaksiyondur.

/ Sistein \
H
I

'HEN-L.‘—(_‘U()- ||1
CH.—/* ‘H,N=C—CO0O-
[] 2 3 1
SH %H?
Disiilfit

sH " =d
' SH.

fHo— 772
"HyN=C=C00 H3N-<':—L(JU-

|
H H
\ Sistein /

Sekil 1.9. Disiilfit bagi [22]

Disiilfit baglarin1 olusturabilmesi sebebiyle sistein bir¢ok proteinin ii¢ boyutlu
yapisinin olusturulmasinda belirleyici rol oynar. Bu baglar sayesinde keratin,
proteinlerin ikincil yapisinda ve alfa heliks konformasyonunda bir protein olarak
tanimlanir. Sekil 1.10’da proteinlerin bulunabilecegi konformasyonlar ve alfa heliks

yap1 gosterilmistir.

Primer yapl Tersiyer KUaatelrner
i yap

e ]
e N
() _‘1" (=

o _.

B |

& "

|
._.__L.a__,' ",
Amino asit Alfa heliks yapisi Polipeptit zinciri Birlegmis alt liniteler

Sekil 1.10. Keratinin alfa heliks yapis1 [22]

Keratinin yuksek mukavemet ozelligi bu iki sistein amino asiti arasinda olusan
disiilfit bagindan ileri gelmektedir. Ayrica proteolitik enzimlere karsi direng
olusturmaktadir. Keratin, suda ¢oziinmemesinin yani sira zayif asit, baz ve organik

cozlculerde de ¢ozuinememektedir [23].
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Literatiirde bircok c¢alisma keratin katkili doku iskelelerinin hicre kaltara
calismalarinda oldukc¢a basarili oldugunu kanitlamistir. Keratin fiberlerin hiicre
tutunmasimi ve farklilagmasii destekledigi kanitlanmistir. Bolim 1.4.3’de bu

yayinlardan bahsedilmistir.
1.4.3. Keratin ve tavuk tiiyii ile ilgili son yillarda yapilan ¢alismalar

Son yillarda tavuk tiiylinden elde edilen keratin ile ilgili yapilan akademik
caligmalarin sayisinda artis gézlenmektedir. Atik tavuk tiiyiiniin 6nemi giin gectikce
artmaktadir. Bu boliimde ATT ve keratin ile ilgili yapilan yapi ozellik iliskisi,
kompozit malzeme ve biyomedikal uygulamalara yonelik ¢aligmalar 6zetlenmistir.

Bu alanda yapilan ¢alismalar son yillarda hiz kazanmastir.

ATT ve elde edilen keratin ile ilgili yapilan akademik g¢aligsmalar1 iki temel gruba
ayirabiliriz. Birinci grupta yap1 Ozellik iliskilerinin arastirildigir calismalardir
gosterilmistir. Ikinci grupta keratin ile sentetik polimerlerin kompozit malzeme

olarak incelenmesi ve biyomalzeme olarak kullanimi arastirilmistir.

Keratin ile ilgili ilk caligmalar Yamauchi ve arkadaslar1 tarafindan yiin elyafinin
icerdigi keratinin oOzellikleri hakkinda yapilmistir. Yiin elyafindan elde edilen
keratinin fizikokimyasal ve biyobozunma 0Ozellikleri ¢tozeltiden dokme yontemi ile
keratin filmler {lizerinde arastirilmigtir. Saf keratin filmler ¢ok hassas ve kirilgan
olduklart i¢in filmlerin Ozelliklerini iyilestirmek amaglanmistir. Keratin filmlere
gliserol ilave edilerek daha saydam ve saf keratine gore daha giclu, esnek ve
biyobozunur filmler elde etmislerdir [24]. Diger bir yaymlarinda, Yamauchi ve
arkadaglar1 trettikleri bu filmlerin yiizeylerine fare fibroblast hiicre kilturi
caligmalar1  yaparak keratin filmlerin hiicre uyumluluklarim1  kanitlamay1
hedeflemislerdir. Bu yiizey ile kolajen ve cam yiizeyler karsilastirildiginda, keratin
film yiizeylerin hiicre tutunmasini arttirici ve hiicre gogalmasini destekleyici 6zellikte

oldugu ispatlanmigtir [25].

Fujii ve arkadaglar1 tarafindan yapilan diger bir ¢alismada sactan keratin elde
edilerek ¢ozeltiden film dokme yontemi ile keratin filmler hazirlanmistir. Bu

arastirmada filmlerin kontrollii ila¢ salimimi uygulamalarinda kullanilabilme
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potansiyeli arastirilmis esnek ve ince filmler elde edilmistir. Ancak biyobozunurluk

testleri veya mekanik testler yapilmamistir [26].

Bu ilk caligmalar ¢ozeltiden dokme yontemi ile keratin filmler iiretilebilecegini ve
biyomalzeme olarak kullanilma potansiyeline sahip olduklarini gdstermistir. Ancak,
keratin filmlerin diger dogal polimerler gibi giiclii biyouyumluluk o6zelliklerinin
yaninda zayif mekanik ozellikleri de elde edilen sonuglar arasinda olmustur. Bu
dezavantajin  gelistirilmesi  gerektigi disiiniilerek c¢alismalar bu yonde hiz

kazanmustir.

Yamauchi’ nin grubu tarafindan yapilan bir diger ¢alismada kitosan ilavesiyle
gliserol iceren keratin filmlerin mekanik Ozelliklerini iyilestirmek hedeflemistir.
Kitosan, yiiksek biyolojik uyumluluk, yara iyilesmesinde biyolojik fonksiyona sahip
oldugu bilinen ve antibakteriyel aktivitesi olan, biyomateryal uygulamalari igin
uygun bir molekiildiir. Ayrica antibakteriyel 6zelligi sayesinde kitosan iceren keratin
filmlerde hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilmistir. Kitosan takviyeli keratin filmler,
takviyesiz keratin filmler gibi hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in uygun yiizeyler
olusturmuslardir. Keratin filmlere kitosan takviyesi yapilmasiyla mekanik dayanimda

da artis elde edilmistir [27].

Barone ve Schmidt tarafindan yapilan bir ¢aligmada, polietilen bazli kompozitler,
tavuk tliylerinden elde edilen keratin lifleri kullanilarak hazirlanmistir. Benzer
caplardaki lifler cesitli boy oranlarinda diisiik yogunluklu polietilen (LDPE) igine
kanigtirllmistir. Tek eksenli ¢gekme testi sonucunda kompozitin elastik modiili ve
akma gerilimi, saf polimere gore artis gostermistir. Bu sonug fiber yikleme
oranlarinin bir¢ogu iizerinde gozlenmistir. Taramali elektron mikroskobu ile de

polimer ve keratin lifler arasindaki uyum kanitlanmistir [28].

Benzer sekilde Lam ve arkadaglar1 atik tavuk tiiy tiiyleri (ATT) ile poli(laktik asit)
(PLA)’y1 yeni bir biyokompozit malzeme elde etmek i¢in karistirmiglardir. Tavuk
tiylerini iki farkli bolgeden elde ederek polimer matrisine takviye olarak
hazirlanmistir. Cift vidali ekstriizyon makinesi ve enjeksiyon cihazi ile agirlik¢a %0,
2,5,8ve 10 ATT iceren ATT/PLA kompozitleri iiretilmistir. Sonrasinda elde edilen
ATT/PLA biyokompozit numunelerinin mekanik 6zellikleri incelenmistir. ATT/PLA
biyokompozitlerinin ¢ekme modiillerinde saf PLA’ya gore artis elde edilmistir.
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Agirhikca % 5 ATT igeren ATT/PLA biyokompozitinin SEM goruntileri
incelendiginde ATT ve PLA matrisi arasinda iyi bir yapisma oldugu gdzlenmistir

[29].

Marti nez-Herna'ndez ve arkadaglari tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise tavuk
tilylerinden elde edilen keratin lifler kisa elyaf takviyesi olarak poli(metil metakrilat)
(PMMA) matrisine katilmistir. Kompozitler, termal ve dinamik-mekanik analizler
yapilarak degerlendirilmistir. Keratin lifler iceren PMMA kompozitlerinin termal
stabilite ve ge¢is sicakliginin saf PMMA’ ya gore daha yiiksek oldugu bulunmustur
[30].

Uzun ve arkadaslar1 c¢alismalarinda, atik tavuk tiiyleri vinilester ve poliester
polimerler ile kompozit haline getirilerek mekanik 6zellikler test edilmistir. Cekme
testi sonuglarina gore saf polimere goére kompozitlerin iistiin ozellikleri elde
edilememistir. Fiber yiizdesi arttikga saf polimere gore c¢ekme dayanimi
ozelliklerinde azalma goriilmiistiir. Ancak ¢entik darbe testine gore, %10 ATT fiber

iceren kompozit, saf polimere gore ¢ok daha iyi darbe dayanimi gostermistir [31].

Tonin ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada poli (etilen oksit) (PEO) ve keratin
arasindaki iliski arastirilmistir. Keratin ile harmanlanmig keratin/PEO filmlerinin
morfolojik, yapisal ve termal analizleri yapilmistir. Belirli diizeyde keratin ilave
sonucu PEO’ nun kristallesmesi engellenmistir. Ayrica keratin/PEO doku iskeleleri
tiretilerek hiicre biiylimesi, yara pansumani ve ila¢ salinnm membranlar1 saglayan

keratin biyomalzeme gelistirilebilecegi ongoriilmiistiir [32].

Zoccola ve arkadaglari tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise keratin ve poliamid
6 (PA6) arasindaki molekiiller arasi etkilesim incelenmistir. Genis uygulama alanh

ve pratik kullanimli keratin bazli malzemeler iiretmek hedeflenmistir [33].

Son yillarda yapilan literatiir ¢alismalarina bakildiginda keratin katkili kompozit
uygulamalarinda olumlu sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Tavuk tiiyii fiberleri ile
takviyeli bircok polimer kompozitlerinin mekanik 6zelikleri ve biyomalzeme olarak
kullanilabilme potansiyelleri degerlendirilmistir. Ancak literatiirde daha once ATT
katkili biyobozunur ve biyouyumlu TPU kompozitleri iiretilerek deri doku

miihendisligi uygulamalari i¢in kullanilabilme potansiyeli incelenmemistir. Bu tez
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calismamiz da {iretilen ATT/TPU kompozitlerinin termal ve mekanik 6zellikleri
incelenerek  hiicre  kultird  testleri ile biyouyumluluklarinin  kanitlanmasi

hedeflenmistir.
1.5. Politretanlar

Bu boliimde; calisilan malzemelerin temel matrisini olusturan TPU detayli olarak

tanimlanmaistir.
1.5.1. Poliiiretanlarin yapi ve ozellikleri

Politretanlar, Dr. Otto Bayer ve arkadasi 1.G. Farbenindustrie tarafindan 1937
yilinda gelistirilmistir. Bu polimerler, yiiksek mukavemete sahip, gaz, ozon ve
aromatik hidrokarbonlara kars1 direncli, yiiksek asinmaya karsi, oksijen ve ozona
kars1 direngli olmanin yaninda mikrobik saldiriya karsi duyarhilardir. Poliliretan
kullanim1 her ne kadar ¢cogunlukla sert ve esnek kopiikler olsa da % 15 poliliretan

tiretimi elastomer uygulamalarinda kullanilmaktadir [34].

Izosiyanat gruplarmin ¢N=C=0), hidroksil gruplariyla (-OH) gergeklestirdigi tiim
karmasik reaksiyon iiriinleri lretan reaksiyonlar1 olarak adlandirilir. Reaksiyon
sirasinda hidroksil gruplarinin hidrojen atomlari, izosiyanat gruplarimin azot
atomlaria aktarilir. Boylece poliliretan zinciri yalnizca karbon atomlarindan degil,
ayn1 zamanda oksijen ve azot atomlarindan da olusmus olmaktadir. Kimyasal agidan
bakildiginda politretanlar, dretan grubunun (-NH-CO—0O-) yaninda eter, ester, amid

ve tire gibi farkli fonksiyonel gruplari da igerirler [34-36].

Polilretanlarin en basit yapisi Sekil 1.11°de gosterildigi gibi lineer zincirlidir. Burada
“n” tekrar eden grup sayisini gosterirken, Ry hidroksil grubunu igeren hidrokarbon
grubunu, Ry ise izosiyanat grubundan yapiya katilan hidrokarbon grubunu temsil
etmektedir [37].

0 ¥

tR~O—C-NH-R;~NH—C-O ¥y
Sekil 1.11. Lineer poliiiretan yapisi [37]
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Termoplastik politiretanlar, Sekil 1.12°de gosterildigi gibi, yumusak ve sert blok ad1
verilen iki kisimin bir araya gelmesi ile elde edilir. Yumusak blok poliester veya
polieter gibi poliollerden olusur ve esneklikten sorumludur. Ayrica TPU’nun
elastomerik 6zelliklerini belirler. Sert blok, izosiyanttan ve zincir uzaticidan olusur.
TPU’nun tokluk ve fiziksel performans 6zelliklerini belirler. Yumusak kismin camsi
gecis sicaklign sert kisma gore daha diigiiktiir. Bu iki yapisal bilesenin oranina bagh

olarak son tiriiniin mekanik 6zellikleri genis bir aralikta degismektedir [34-37].

|
I s .
| Zineir Uzatica Paliol Thizosiyanat
[

R = Oligomenik |
| eter vada estﬂl

Y A A
S—————— r G T

HO -R-0H HO -R-0H OCN -R'-NCO

—[<CO =NH -R'=NH -C0-0=R —Jn-

7 S,

Tretan baz | Reera R
Poliol Diizosiyanat  Zincir Uzatiea
—_— - - -
%/—%_ —""j
Yumusak Blok Sert Blok

Sekil 1.12. Temel TPU kimyasi [35]

[zosiyanatlar, son derece reaktif -N=C=0 grubuna sahiptirler ve karbon-azot ¢ift bag
boyunca ilave reaksiyonu gegerler. Bu gruplar, ¢ok sayida bilesikler ile tepkimeye
girerler. Ornegin; aminler, alkoller, karboksilik asitler, ve hatta kendileri ile. Ayrica
izosiyanatlarin bilesenleri aromatik ve alifatik gruplar olabilmektedir [37]. Aromatik
izosiyanatlar en yaygin olarak, hem esnek formlarda hem de sert poliiiretan kopiik
kaplamalarin  iiretiminde, yapistiricilarda, elastomer ve lif {iretiminde
kullanilmaktadirlar. Aromatik diizosiyanatlardan elde edilen politretanlar oksijen
varliginda yavas oksidasyona gecer ve 1s1k, renk degisikligi daha yavas olur [38].
Yaygin olarak kullanilan aromatik izosiyanat Tablo 1.4’de listelenmistir.
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Tablo 1.4. Aromatik diizosiyanatlar [38]

Aromatik Izosiyanatlar

Formiil

Toluen 2 4-duzosiyanat (TDI)

CHs

NCO

NS

NCO

Toluen 2 6-diizosiyanat {TDI)

CH3

o

ot

CN NCO

4 4"-metilen difenil duzosiyanat (WVIDT)

o

.

CN

2.4"- metilen difenil duzosiyanat (VMDI)

CH:QNCO
NCO

A

p-fenilen duzosiyanat (PDI)

NCO

;

1,5- naftalin duzosivanat (NDTI)

=
%]
. =]

NCO

Toluen diizosiyanat (TDI) ve 4,4’-metilen difenil diizosiyanat (MDI) poliuretanlarin

tiretiminde en yaygin olarak kullanilan aromatik izosiyanatlardir.

Alifatik diizosiyanatlar igerisinde en az maliyetli

renk degisikligine, hidroliz ve 1s1 ile bozulmaya kars1 direngli liretan polimerler elde

edilir [38]. Tablo 1.5’te alifatik diizosiyanatlar listelenmistir.
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Tablo 1.5. Alifatik diizosiyanatlar [38]

Alifatilkc dizosiyanatlar

Formiil

1,6- hexametilen duzosiyanat (HDT)

OCN /\\/W

m-tetrametilksilen duzosivanat
(TVIXDDT)

NCO

HaC——C——CHjg

CH3
C——NCO
HaC
NCO
Tzoforon diizosiyvanat (IPDT)
HaC CH.NCO
HaC CH,
- Disiklohekzilmetan-4,4°-diizosiyanat OCN CHz NCO
(H12MDI)
1,4-sikloheksan duzosiyanat (CHDI) OCN NCO
CHoNCO
Siklohekzan,l,4-bis (izosivanatometl)
(HeXDI, DDI)
I
CHoNGO

PU sentezinde kullanilan polioller molekiil agirhigi 400-5000 arasinda degisen

polieter ve poliester bazli bilesiklerdir.

Polieter polioller ile hazirlanan poliliretan hidrofilik veya hidrofobik olabilir ve

poliester poliollere goére daha stabildir.

Bu nedenle biyolojik ozelligi ve

biyoparcalanma 0Ozelliginin istenmedigi cihazlarin tasarimi ve gelistirilmesinde

kullanilmaktadir.

Polyester bazli poliiiretanlar, insan viicuduna implante edildiginde hizli hidrolize

ugrar, bu nedenle en yaygin olarak biyolojik malzemelerin hazirlanmasinda ve doku
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miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir [30,38]. Polyester poliol yapist sekil
1.13’ de gosterilmistir.

ﬁ

[ \
HO——R——0——C—+—R——OH
\ /x

Sekil 1.13. Polyester poliol kimyasal yapisi [38]

Bu calismada secilen poliiiretan, sert segment olarak biyouyumluluk nedeniyle
diizosiyanat (HDI), ve yumusak segment i¢in poliol olarak poli(e-kaprolakton)
(PCL) igermektedir. Yiiksek olefin icerigi PCL’ e essiz 6zellikler kazandirmaktadir.
Hidrolitik olarak stabil alifatik ester bagi varlig1 sebebiyle polimer, biyolojik olarak

parcalanabilir. Bu polimer Avrupa'da doku uyumlu olarak kabul edilmektedir [34].

Zincir uzatici olarak da polioller ve daiminler kullanilir. Amag, sert segmentin
boyunu uzatmak, hidrojen bagi yogunlugunu arttirmak ve molekiil agirligini
arttirmaktir. Ticari olarak kullanilan bazi zincir uzaticilari; etilen glikol ve etilen

diamindir [34].

Biyolojik olarak parcalanabilen sentetik polimerler, doku miihendisligi ile iiretilen
doku iskeleleri gelistirmek igin diger malzemelere gore birgok avantaja sahiptirler.
En Onemli avantajlari, bu polimerlerin mekanik 6zelliklerinin ve bozunma
kinetiginin ¢esitli uygulamalar i¢in uygunlastirilabilmesidir. Ayn1 zamanda yeni
doku olugmasini saglamak i¢in istenen sekil ve gozenek morfolojik ozellikleri ile

tiretilmeye elveriglidirler [40].

1.5.2. Poliiiretanlarin kullanim alanlar:

Politretanlar termoset ve termoplastik 6zellikte olabilen polimerlerdir. Termoset
politiretanlar ¢esitli bicimlerde olabilir; 6rnegin yumusak kopiik, sert kopiik gibi.
Yumusak kopiikler yatak, yorgan ve paketleme malzemeleri iiretiminde, sert

kopukler ise genellikle yalitim malzemesi olarak kullanilirlar.

Termoplastik poliiiretanlar dogrusal ve kristalinite dereceleri yliksek molekiillerden

olusur; bunlardan asinmaya dayanikli malzemeler yapilir; 6rnegin, ayakkabi ta-
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banlari, araba camurlugu, kap1 panalleri, ara¢ dis lastigi, conta, tamponu ve sentetik
deri, gibi [41].

Poliiiretanlar biyomalzeme olarak da birgok alanda kullanilmaktadir. Oncelikle
biyomalzemenin tanimini tapmak gerekirse, metal, polimer, cam, seramik gibi canli
viicut ile baglantili olarak protez, teshis veya tedavi amagclar ile viicutta herhangi bir
yan etki olusturmadan kullanilabilen materyaller biyomalzeme olarak kabul

edilmektedir [38,42].

Tip alaninda da, termoplastik poliiiretanlar daha yiiksek bir esneklik ve dayaniklilik,
yipranmaya, oksidasyona ve neme kars direng, elastomer benzeri karakter, yorulma
dayanimi, uyum ve kabul veya iyilesme sirasinda viicutta tolerans gibi 6zellikleri ile
diger elastomerlerin yerine kullanilmaktadir. Poliliretanlar, genis yapis1 / mal
cesitliligi olan, bugiin bilinen en biyo-ve kan uyumlu malzemelerden biridir. Bircok
yenilik¢i isleme teknolojileri daha fonksiyonel cihazlar imal etmek igin
kullanmaktadir. Bu 6zellikleri ile TPU’larin bu birgok tibbi cihaz gelisiminde énemli
bir rol oynadig1 sdylenebilir. Kan torbalari, birgok farkli vaskiiler kateterler ve tam
yapay kalp gibi birgok biyomalzeme gelistirilmistir ve basarili bir sekilde klinik
olarak kullanilmaktadir. Ayrica yara iyilesme siirecinde de olumlu etkileri oldugu
bilinmektedir. Digerleri arasinda en iyi performans gosteren vaskuler kateter
poliiiretandan {tiretilmektedir. Ayrica, en gelismis yara Ortlisii Urlinleri politiretan

tabanli gelistirilmistir [42].

1.5.3. Poliiiretanlarin yara ortiisii malzemesi olarak kullanim

Yara Ortii malzemeleri ilk olarak yaray1 dis etkilerden korumak amaciyla kullanilmais,
ancak daha sonra yaranin iyilesmesine katkida bulunmasina yonelik arayislar
baslamustir. Yara iyilesmesi ile ilgili yapilan ilk ¢alismalar M.O. 3000-2500 yillari
arasmnda yapilmustir. Ik olarak yara kaplamasinda bitkiler kullanilmig, daha sonra
yapiskan eklenmis kumaslarla yaralar sarilmaya baglanmistir. 1800’1 yillarin
ortalarina kadar keten sargilar temel Ortii malzemesi olarak kullanilmig, daha sonra
gazli beze yumusak parafin veya yag eklenerek yaraya yapismayan sargilar
tretilmistir. 1962 yilinda Winter, polietilen film sargt kullanildiginda yara

tyilesmesinin iki kat hizlandigi gozlenmistir. 1980’11 yillarin basinda polimerlerin
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yara ortiisii olarak kullanimi artmustir. lyi bariyer ézelligi ve oksijen gegirgenligi

gostermesinden dolay1 ¢alismalarin ¢ogunda PU’lar kullanilmistir.

Bu bulgular géz oOniine alinarak okliizif sargilar ile polimer filmler arasinda
karsilastirmalar yapilmistir. Yarada kullanilacak ortiiniin dogru se¢imi, yaranin dogal
sartlarda iyilesmesine katkida bulunur. lyi bir yara ortiisii yaray1 korumali ve deriye
uyumlu olmalidir [36,43]. Yara iyilesmesi, karmasik fizyolojik bir siiregtir. Yara
ortiileri, c¢ogunlukla yara iyilesme siirecinin hizi {izerinde kiigiik bir rol
oynamaktadir. Bununla birlikte; bir takim etkenlerle kombine edildiginde uygun yara

ortlisti kullanimi yara iyilesme siirecini hizlandirabilmektedir.

Modern yara oOrtiilerinin sahip olmast gereken Ozellikler Tablo 1.6’da

Ozetlenmektedir.

Tablo 1.6. ideal yara 6rtiisiiniin dzellikleri [44]

Kesinlikle olmasi gereken ozellikler Ek olarak istenen ozellikler
Aciy1 azaltmak Biyobozunur olmak
Akintiy1 absorbe etmek Transparan olmak
Toksik olmamak Kolayca uygulanabilmek

Yara alanina hiicre gociine yardimci

Nemli bir ortam saglamak
olmak

Yara yiizeyine yapismadan kolayca

Enfeksiyonu nlemek uzaklastirilabilmek

Optimum gaz gegirgenligi, sicaklik ve

pH saglamak Esnek ve konforlu olmak

Su buhar1 gecisine imkan saglamak

Yaranin kontaminasyonunu engellemek ancak bakteri gecisine engel olmak
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Modern yara Ortileri, genel olarak 5 ana grup altinda siniflandirilabilmektedir. Bu
urunler, genellikle cesitli fizyolojik yaralar iizerine farkli iyilesme siireclerinde tek
baslarina veya birka¢inin kombinasyonu halinde uygulanmaktadir. Bu yara ortiileri
Sekil 1.14°de listelenmistir.

Sekil 1.14. Modern yara Ortusi gesitleri a) Kalsiyum
alginat yara ortust, b) Transparan politretan film, c)
Hidrojel yara ortist, d) Hidrokoloid yara ortlsu, e)
Silikon bazli kopiik yara ortiisti, f) Politliretan kopiik
yara ortisu [44]

PU film vyara ortlleri yara oOrtiisinde bulunmasi gereken bir¢cok 6zelligi
saglamaktadir. Seffaf olan PU film yara ve etrafinin gézlem altinda tutulmasim
kolaylagtirmaktadir. Yara yatagmin nemli tutulmasi epidermal hiicre go¢iinii
hizlandirir. PU yara oOrtiileri nemli ortam saglayarak iyilesme siirecini hizlandirir.
Yar1 gecirgen olmasi sebebiyle de gaz gecirgenligi saglarken bakteriyel gecirgenligi

engeller.

Bu caligmada, ATT/TPU doku iskelesinin, keratin igeren yapisindan dolay: hiicre
uyumu ve yara iyilesme siirecini arttirict etkisi bulunacagi ongoriilmektedir. Bu
Ozellikleri sebebiyle, Uretilecek ATT/TPU kompozitlerinin yara ortiisi olarak
kullanilabilecegi distliniilmektedir. Bu yara ortiileri, birinci ve ikinci derece
yaniklarda ve sadece iist deri dokusunun onariminin gerektigi doku kayiplarinda
doku iyilesmesini hizlandiric1 ve yara bolgesinde yara izi olusumunu engelleyici bir

rol oynayabilir.
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1.5.4. Literatiir calismalari

Son yillarda PU’larin biyouyumluluk o&zellikleri sayesinde biyomalzeme olarak
medikal uygulamalarda kullanimi ile ilgili yapilan g¢alismalarin sayisinda artis

g6zlenmektedir.

™ olarak

[k olarak Boretos ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada ‘Biomer
tanimladiklar1 medikal uygulamalarda kullanilabilecek elastomerik politiretan
malzemelerden bahsetmislerdir. Uretilen poliiiretanin kan uyumu, yiiksek elastik
modiilii, dayaniklilik gibi 6zelliklerini kanitlayarak birgok uygulama alani oldugunu

gostermislerdir [45].

1970’lerde  termoplastik  poliliretanlarin ~ (TPU)  biyomalzeme  olarak
degerlendirilebilecegi kesfedilmistir. Bu donemim sonlarma dogru Colovos ve
arkadaslar1 tarafindan PELLETHANE-2363™ ad: ile farkli sertlik derecelerinde
polieter bazli TPU’lar tretilmistir. PELLETHANE-2363™ vaskiiler kataterler, kan
torbalar1, kalici implantlar gibi birgok medikal iiriinde kullanilmistir [46]. Daha
sonralarda da TPU’larin iretimi ve karakterizasyonu ile ilgili yiizlerce basarili

calismalar yapilmstir.

Poliiiretanlarin umut verici ge¢mislerinin yaninda olduk¢a gelecek vaat eden
caligmalar yapilmaya devam edilmistir. Marchant ve arkadaslari, PU’larin medikal
uygulamalarda hidrolize, kalsifikasyona ve makromolekiler oksidasyona karsi

direcli olduklarini kanitlamiglardir [47].

Plastiklerin bozunabilirlik sorunlarindan yola ¢ikarak arastiricilar iiretimde
degisikliklere yada biyobozunur polimerlere yonelmislerdir. Huang ve arkadaslari,
poliester PU’larin poliester zincirleri uzatildikga biyobozunurluklarinin arttigini
kanitlamiglardir. Poli(e-kaprolakton) diollerinden Uretilen PU’lar farkli poliester

zincir uzunluklarinda tiretilerek enzimatik bozunmalari incelenmistir [47].

Phua ve arkadaslari ise Biomer™ Griiniin biyobozunurluk — 6zelliklerini
arastirmiglardir. Capraz bagli PU yapisindan dolay1 iiriiniin enzimatik bozunmasinin

oldukga yavas oldugu sonucu elde edilmistir [48].

29



Bruin ve arkadaslari, yildiz seklinde biyolojik olarak pargalanabilir, polyester bazli
poliiiretan prepolimerler sentezini bildirmistir. Yildiz-prepolimerler, penta seker
molekiilii (myoinisitol) ile hazirlanmistir. Bu molekiil, L-laktid veya kaprolakton
iceren glikolid ile halka agma kopolimerizasyonu tarafindan {retilmistir.
Prepolimerler 2,6-diizosiyanat heksanoat kullanarak birbirlerine ¢apraz baglanmustir.
Bu poliiiretan aglarin Bozunma fiiriinlerinin toksik olmadigi kabul edilmistir. On
deneyler ile domuzlara subkutan olarak implante edilen polilretan malzemelerin

biyolojik olarak bozundugu gézlenmistir [49].

Yine Bruin ve arkadaslari, 6nceki ¢alismalarindan 2 yil sonra, 1990 yilinda, LDI ve
poli(glikolid-ko-y-kaprolakton) iceren poliiretan malzemeden iki tabaka suni deri
gelistirmiglerdir. Kobaylarda subkutan olarak implante edilen gdzenekli poliiiretan
aglar hizli hiicre biiylimesine izin vermistir. Ayrica implantasyon sonrast 4-8 hafta
igerisinde neredeyse tamamen bozunmustur ve hicbir yan etki veya doku reaksiyonu

gorulmemistir [50].

Akita ve arkadaslarinin yaptiklar calismada ise, bes farkli sekilde dizayn edilmis PU
ve hidrojel yapilarda yara ortiileri karsilagtirilmistir. Yapilan prospektif ( ileriye
doniik arastirmalar) calismada, poliiiretan yara Ortiinsiin hidrojel yara ortlisline gore
{istiinliikleri gozlenmistir. Iyilesme siiresi, yara ortiisiinii degistirme siklig1, agrmin
derecesi, yeni doku olusumu ve yara izi olusumu parametreleri kullanilmistir.
Yapilan karsilagtirmada, PU yara oOrtiilerinin hidrojellere gore iyilesme siiresi ve yara
oOrtlistinlin degisme sikliginda tistiin 6zellikler gosterdigi goriilmiistiir. Hidrojeller ise
daha az agr1 olugmasinda katki saglamistir. Her iki tirlinde doku olusumunu

hizlandirmis ve yara izi olusumunu biiyiik 6l¢iide azaltmistir [51].

Bir ¢ok literatiir ¢aligmas1 gostermistir ki, hizla ilerleyen doku miihendisligi alaninda
poliliretanlar sayisiz firsatlar sunmaktadir ve cesitli uygulamalarda doku iskeleleri

gelistirmektir amacina da uygundur.
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1.6. Kullanilan Deneysel Teknikler ve Cihazlarin Calisma Prensipleri
1.6.1. Diferansiyel taramalh kalorimetri (DSC)

Polimerik malzeme 1s1l analizlerinde en ¢ok kullanilan teknik ise diferansiyel
taramali kalorimetridir (DSC). Bu cihazin ¢aligma prensibi, 6rnek ve referans

malzemelerin sicakliklarinin ayni1 tutulmasi esasina dayanir [52].

DSC’de biri 6rnek, digeri referans i¢in olmak tiizere iki hazne bulunmaktadir. Bos
ornek kabi referans haznesine yerlestirilirken, i¢inde polimer bulunan ikinci kap
ornek haznesine yerlestirilmektedir. Polimerik malzemeler i¢in genellikle aliminyum
kaplar kullanilmaktadir. Analizin baglangi¢ sicakliginin belirlenmesinin ardindan iki
hazne de belirlenen baslangic sicakligina ulasincaya kadar isitilmakta, ya da
sogutulmaktadir. Baglangic sicakligina ulagsan hazneler, belirlenen metot kapsaminda
belirtilmis son sicaklik degerine ulasincaya kadar belirli hizda (°C/dak) 1sitilmakta,
ya da bir dizi 1sitma ve/veya sogutma islemlerinden gecirilerek hedeflenen son
sicaklik degerine ulasmaktadirlar. Ornek ile referans madde arasinda bir sicaklik
farki meydana gelmesi durumunda, sicaklik farkinin dengelenmesi amaciyla 6rnege
verilen 1s1 miktar1 degistirilmektedir. Bu sayede, faz degisimi sirasinda Ornege
aktarilan 1s1 miktar1 saptanabilmektedir [52]. Sekil 1.15°de DSC’nin sematik

gosterimi verilmistir.

Ornek Referans
Isiticilar iki hiicre arasindaki
fark
'\
—— JL l
et - I Hata \
] culen rogramlanan —’

sicaklik > Sicaklik w

— Hata

Olgiilen __pp| Programlanan I—

sicakhk Sicakhk /

Sekil 1.15. DSC’nin sematik gosterimi [53]
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Bu teknikte, referans ile drnekten gelen, ya da uzaklagan 1s1 farki sicakliga ve zamana
bagli olarak gosterilir. Analiz sirasinda 1s1 farki pozitif ise (endotermik), malzeme
1siticisina enerji verilir ve pozitif bir sinyal elde edilir. Is1 farki negatif ise
(ekzotermik), referans isiticisina enerji verilir ve negatif bir sinyal elde edilir. Bu
sayede malzemelerin entalpi, kristallenme sicakligi, erime sicakligi, camsi gecis
sicakligi, ¢agraz baglanma sicakligi ve saflik gibi 6zellikleri incelenebilir. Sekil

1.16’da 6rnek bir DSC termogrami verilmistir [54].

o) .
E Erime
8 AH kristallenme
=}
o
c
5 .
z .
=
7 Kristallenme
Tg T, T,
Sicaklik

Sekil 1.16. Ornek DSC termogrami [55]
1.6.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM), incelenecek 6rnegin yiizeyinin elektronlar ile
taranmas1 yoluyla yiiksek ¢Oziiniirliikte yiizey goriintiilerinin elde edildigi bir tdr
elektron mikroskobudur [56]. Orneklerin yiizeyindeki ok kiigilk girinti ve
cikintilarin, ya da gozeneklerin ayrintili bir sekilde goriintiilenmesini saglamaktadir
[53]. SEM; optik kolon, numune hiicresi ve gorlntileme sistemi olmak (zere g

temel kisimdan olusmaktadir [56].

Optik kolon kisminda; elektron demetinin kaynagi olan elektron tabancasi,
elektronlar1 numuneye dogru hizlandirmak i¢in yiiksek gerilimin uygulandigi anot
plakasi, ince elektron yogunlastirict mercekler, demeti numune iizerinde odaklamak
icin objektif mercegi, bu mercege baglh cesitli ¢apta apertiirler ve elektron demetinin
numune ylizeyini taramasi i¢in tarama bobinleri yer almaktadir. Mercek sistemleri
elektromanyetik alan ile elektron demetini inceltmekte veya numune Uzerine
odaklamaktadir. Tiim optik kolon ve numune 10* Pa gibi diisiik bir basingta

tutulmaktadir. Goriintii sisteminde, elektron demeti ile numune girisimi sonucunda
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olusan cesitli elektron ve 1s1malar1 toplayan dedektorler, bunlarin sinyal ¢ogalticilar
ve numune Yyiizeyinde elektron demetini goriintii ekraniyla senkronize tarayan

manyetik bobinler bulunmaktadir [53, 54].

SEM ile incelenen ornekler iletken ve yalitkan olanlar seklinde ikiye ayrilabilirler.
Yalitkan Orneklerin  goriintiilerinin  incelenebilmesi i¢in once iletken hale
getirilmeleri, bunun i¢in de altin, altin/paladyum veya aliiminyum gibi ince iletken
bir tabakayla kaplanmalar1 gerekmektedir. SEM’de biiylitme orani araligi 10 ile
50.000 arasinda olabilir. Ayrica numunenin belli bdlgelerindeki element
bilesimlerinin nitel, ya da yar1 nicel analizlerini de yapmak mumkindir [54].

SEM’in ¢alisma prensibi sematik olarak Sekil 1.17’de gorilmektedir.

Elektron demeti 4— Elektron tabancasi

«— Yofunlastirma lensi
TV ekram

Gerisacilim elektron
dedektori

Numune platformu —w

Numune

Sekil 1.17. SEM cihazinin galisma prensibi [57]

1.6.3. Cekme testi

Malzemelerin ¢cekme, basma, makaslama (shear) gibi dis etkenler sonucunda
gosterdikleri tepkileri incelemek ve bu sekilde malzemenin mekanik 6zelliklerini
anlamak i¢in malzemelere baz1 mekanik testler uygulanir. Bu sekilde malzemelerin,
test yapilan kosullara benzer ortamlarda test edilen mekanik o6zellikler agisindan
kullanish olup olmadiklar1 anlasilir. Bu amagla uygulanan testlerden en yaygin olani

cekme testidir [58].
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Cekme testinde standartlara gore hazirlanmis papyon (dog-bone) ornek, cekme
aletinin iki ¢enesi arasma Sekil 1.18’de gosterildigi gibi yerlestirilir. Ornek sabit
deformasyon hizinda ¢ekilirken deformasyona kars1 gosterdigi direng Olgiiliir. Direng

kuvvetine karst uzama verisi kaydedilir. Deney, test Ornegi kopana kadar

strddrdlebilir [58].
Hareketli iist
- Kavrayici L~ cene
o = j Uzama

bolgesi

Sabit alt
_— Kavrayici
— VIl =" cene

Sekil 1.18. Cekme cihazinin temel bilesenleri
[52]

Cekme testi sonucunda malzemelerin kopma dayanimi, akma dayanimi, kopma
anindaki uzama, ¢ekme dayanimi ve elastik modulu gibi énemli mekanik 6ézellikleri
elde edilir. Ayrica ¢ekme testi sirasinda gerilimin uzama miktarina karsi grafige
gecirilmesi ile de malzemenin mekanik karakterini yansitan gerilim-gerinim egrileri

elde edilebilir [58]. Sekil 1.19°da tipik bir gerilim-gerinim egrisi goriilmektedir.

Plastik bolge

b
|

| ORE— Akma noktasi

~ &—— Orantisal limit

" & Kopma noktas1

Gerilim (MPa)

Elastik bolge

Gerinim (%)
Sekil 1.19. Polimerik malzemeler icin tipik bir gerilim-gerinim
egrisi [59]
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Cekme hizi ve ortam sicakligi, ¢cekme testinden elde edilecek sonucglari 6nemli

6lcude etkilemektedir [53].

1.6.4. Dinamik mekanik analiz (DMA)

Dinamik mekanik analiz (DMA) yontemi, numune Uzerinde déngusel bir gerilimin
uygulandigr dinamik bir tekniktir. Bu teknik ile numunenin gerilime, sicakliga ve
frekansa kars1 gosterdigi tepkiler olgulir. DMA yontemi ile belirlenmis bir
geometriye sahip numunenin, sinusoidal deformasyon uygulanmasi prensibine gore
faz gegisleri saptanabilmektedir. Ayrica viskoelastik malzemelerin  mekanik
Ozellikleri sicaklik, frekans ve zamana gore belirlenip, yapi-morfoloji iliskisi
hakkinda bilgi alinabilmektedir [60].

Viskoelastik davranisi 6lgmek i¢in kullanilan yontemlerden biri olan DMA’da
numune gerilim kontrolll (stress-controlled) teste, ya da gerinim kontrolli (strain-
controlled) teste tabi tutulur. Bilinen bir gerilim altinda, belirlenmis bir geometriye
sahip numune belirli bir 6lclide gerinim goésterir, DMA yonteminde kuvvet
sinusoidal bir sekilde uygulanir ve numunenin ne kadar deformasyon gosterecegi
malzemenin sertligine (direngenlik, rijitlik) baghidir [60]. Sekil 1.20’de DMA’da

uygulanan kuvvetin zamana gore dagilimi sematik olarak verilmistir.

kuvvet (dinamik)

kuvwvet /-I\ /_\

kuvvet (statik) $

ZAman

fazfarkn = §
malremenin cevabi ﬁ
ceril M genlk =k
Zaman

Sekil 1.18. DMA analizinde kuvvetin siniisodial salinimi [60]

Bir bagka tanimla, DMA sertligi ve soniimii dlger ve bu 6zellikleri modil ve sonim

(tan delta) degerleri ile takip eder. Olgiimler sinusoidal kuvvet uygulanarak alindig
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icin, modul iki bilesenden olusur. Bunlar depo modiil ve kayip modiil’diir. Depo
moduli, E', numunenin elastik davranigini gosterirken, kayip modiil (E") malzemenin
viskoz davranisini belirtir. Kayip modiiliin depo modiiliine oran1 ise séniimii, yani

tan deltay1 verir (tan delta = E"/E") [61].
1.6.5. Yiizey temas acis1 6lcUmu

Temas acis1, kat1 ylizeylerin hidrofobikliginin 6l¢iimii igin siklikla kullanilan bir
yontemdir ve bir katinin bir sivi tarafindan 1slatilan miktarinin nicel 6l¢iisii olarak
tanimlanir. Bir kat1 ylizeyi ile temastaki bir siv1 yiizeyi bir ag¢1 olusturur. Temas agis1
ad1 verilen bu acinin biiyiikliigii, sivinin kendi molekiilleri arasindaki ¢ekim
kuvvetleri (kohezyon kuvvetleri) ile sivi kati arasi ¢ekim kuvvetlerinin (adezyon
kuvvetleri) goreceli biiyiikliigiine baglidir. Kohezyon kuvvetlerinin biiyiikligii,
adhezyon kuvvetlerinin biiyiikligiinden ne kadar fazla ise, sivi kat1 arasindaki temas
acist da o denli biiyiik olur. Diger bir ifade ile biiyiik bir temas agis1 siv1 kat1 ¢ekim
kuvvetlerinin azliginin, kiiciik bir temas acis1 ise bu kuvvetlerin biiylik olmasinin bir
gostergesidir [62]. Sekil 1.21°de Temas agilarinin Olgiilmesi i¢in kullanilan test
diizenegi gosterilmistir. Sivi, kat1 yiizeyine damlatildiginda durgun hale ge¢mesi
beklenir ve ondan sonra 6l¢iiliir. Dogru ve saglikli dl¢limlerin yapilabilmesi i¢in kati

yiizeyinin diizglin olmas1 gerekir [63].

su .
CCD :, damlas1 Ormelc
il (1 I : : ._.-"f

kamera
| l

PC

Sekil 1.21. Temas agis1 6lgiimii [63]

Temas agis1 degerinin 0 <90° oldugu durumlarda siv1 kat1 yiizeyi 1slatmaktadir ve
yiizey hidrofilik olarak adlandirilir. Yiizey hidrofobik 6zellik gosterdiginde ise temas
acis1 degeri 969 <150° arasinda degismektedir. Sivinin kati1 yiizey {izerinde
neredeyse tam bir kiire halinde durdugu durumda ise temas acis1 degeri 150°<0<180°

arasindadir ve siv1 ylizeyi 1slatmamaktadir (Sekil 1.22) [64].
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Sekil 1.22. Hidrofilik, hidrofobik ve stiperhidrofobik yizeylerde
temas agisi

Temas agisini etkileyen en 6nemli faktorler katinin yilizey enerjisi ve piirtizliliigiidiir.
Ylzey enerjisi, yiizey gerilimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir ve ylizey gerilimi diistiikge
temas agis1 degeri de diisiis gostermektedir. Yiizey piirtizliliigliniin artmasi ise hem
hidrofobik hem de hidrofilik 6zelliklerin artmasina neden olmaktadir. Yiizey
puriizliiliigi olmadan ulasilabilecek maksimum temas agis1 hidrofobik bir ylizey i¢in
120°’yi gecmemektedir. Purtzlilik yizeyle su damlasi arasinda hava sikismasini
sagladig i¢in ylizeyle damlacik arasindaki etkilesme miktarini diistiriir ve boylelikle

temas agis1 hirofobik yiizeylerde artis gostermektedir [64].
1.6.6. Dondurarak kurutma ve ¢éziicii dokiimii/parcacik uzaklastirma yontemi

Doku miihendisligi ¢aligmalarinda, doku iskelesi tasarimi ve tiretimi ¢ok énemli bir
basamaktir. Cilinkii doku iskelelerinin sahip olmasi gereken uygun gozeneklilik,
yeterli mekanik dayanim gibi pek c¢ok fiziksel ozellik biyomalzemenin isleme
yontemine gore farklilik gostermektedir. Ayrica hasara 6zgu geometriye sahip doku
iskelelerinin hazirlanmasi da hem segilen biyomalzemenin uygunluguna, hem de
tercih edilen fabrikasyon yonteminin teknolojik altyapisina ve basarisina baghdir.
Seramikler ve metaller islenmesi ve sekil verilmesi zor malzemelerdir. Bu nedenle
ancak yiiksek sicakliklarda islenerek, belirli geometrilerde doku iskelesi Gretimi

yapilmaktadir.

Polimerler ise kolay islenebilir malzemelerdir. Bu nedenle polimerik doku
iskelelerinin fabrikasyonuna yonelik olarak pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Bu
yontemler; fiber baglama, ¢0zlci-dokiimii/parcacik-uzaklagtirma, —membran
laminasyonu, eriyik kaliplama, ekstriizyon, gaz kopuklendirme, faz ayrimi, elekro-
egirme, yerinde (in-situ) doku iskelesi Gretimi, dondurarak kurutma, 1s1 kullanarak

doku iskelesi Oretimi, 1s1k kullanarak doku iskelesi Uretimi, yapistirici kullanarak
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doku iskelesi uretimi, kalip kullanarak doku iskelesi uretimidir. Bu metodlar

uygulamaya gore ayr1 ayr1 veya kombinasyon halinde kullanilirlar.

COzucu-dokiumii/pargacik-uzaklastirma yontemi ile gozenek boyutu ve gdzeneklilik
oOzellikleri kontrol edilebilen membran formundaki doku iskelelerinin Gretimi
mimkunddr. Polimer uygun ¢ozlcu iginde ¢Ozundikten sonra bu ¢6zeltinin igine
porojen adi verilen kati parcaciklar atilmaktadir. Tuz, seker, jelatin ve parafin
porojen olarak kullanilabilen malzemelerdir. Daha sonra bu karisim, yapismayacagi
diiz bir yiizeye dokiilir ve ¢oziicii uzaklastirilir, boylece icinde porojenlerin
bulundugu membran formunda kati polimerik yap1 elde edilir. Bu yapt porojenin
icinde ¢oOziinecegi herhangi bir ¢oziicliyle etkilestirildiginde porojen yapidan
uzaklagtirilir. Tuz, seker ve jelatin i¢in su; parafin i¢in hekzan kullanilmaktadir. Bu
islem sonrasinda porojenlerin terk ettigi bolgeler yapida gozenek olarak kalmaktadir.
Sekil 1.23’de goriildiigii gibi porojen geometrisi ve boyutu godzenek yapisina

dogrudan yansimaktadir.

Sekil 1.23. C0zlcu-dokiimii/parcacik-uzaklagtirma
yontemiyle tretilmis PLGA doku iskelelerine ait SEM
goruntileri [65]

Dondurarak kurutma yoéntem ile siinger formundaki godzenekli 3 boyutlu doku
iskelelerinin iiretimi i¢in kullanilan bu yontemde hazirlanan polimer c¢ozeltileri
uygun sartlar altinda dondurulmakta, sonrasinda liyofilizasyon cihazina
yerlestirilmektedir. Diislik sicakliklarda, vakum altinda c¢alistirilan cihaz donmus
olan ¢Oziiciinlin siiblimlesmesini ve daha sonrasinda cihazin i¢ duvarlarinda

kristallenmesini veya yogusmasini saglamaktadir. Hizli bir sekilde kurutmanin

38



saglandigi bu yontem ile, dogal ve sentetik polimerlerden, mikro ve makro gozenekli
yapilarin elde edilmesi miimkiindiir [66]. Sekil 1.24’de polimer ve ¢ozlcusl ile

dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan gozenekli doku iskelesi gorilmektedir.
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Sekil 1.24 Dondurarak kurutma yontemi ile polimer doku iskelesi olusturma
[67]

Bu iki yontem beraber kullanildiginda daha kontrollii gozenek boyutu ve mekanik

Ozellikler elde edilmektedir [67].
1.6.7. In vitro hicre kiltlra ve sitotoksisite testi
1.6.7.1. In vitro hiicre kaltlru

Hicre kaltird yonteminin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in vitro
kosullarda yasama ve {remelerini saglamaktir. Tip, sise gibi laboratuvar
gereclerinde uygun besleyici sivilarin iginde liretilerek kullanilan canli dokulardir.
Bu amagla c¢esitli canlilarin (insan, maymun, fare, tavsan gibi) ¢esitli dokulari
(bobrek, akciger, tiimor, amniyon zarlar1) Once parcalanarak tek tek hiicrelere
ayrilirlar. Bu hiicreler ¢esitli tuzlar, tampon maddeleri, amino asitler, vitaminler,
dana veya at serumu igeren besleyici sivilarda stspanse ederek steril tlp veya
siselere koyulur. Bu hiicre siispansiyonu 36°C’de bekletildiginde hiicreler kabin

ceperine yapisarak iirerler. Ureme sonucunda olusan yapiya hiicre kiiltiirii denir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda iki tip hiicre kullanilir. Bunlar primer hiicreler ve
devamli hiicre hatlaridir. Primer hiicre kiiltlirleri doku ve organlardan ayrilan
hlcrelerin 24 saatten daha uzun sire kiltiire dilmesiyle elde edilir. Dis eti ve pulpa
fibroblastlari, primer kiiltiir hiicrelerine 6rnektir. Primer hiicre kiiltlirlerinde ¢ogalan

hiicreler buradan alinip baska kiiltiirlere ekilebilir ve ¢ogaltilabilir. Bu sekilde elde
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edilen ilk alt kulturlere sekonder hucre kiltlrleri denir ve bir seri Kkultur
islemlerinden sonra hiicre hatlar1 elde edilir. Fakat primer kiiltiirlerin insandan izole
edilmesi ve kiiltiiriniin yapilmas1 oldukg¢a zordur. Primer kiiltiirler farkli bireylerden
alindigr icin fonksiyonel durumlari yansitmas: farklidir. Devamli hiicre hatlari
stiresiz ¢ogalabilme 6zelligine sahip transformasyona ugramis primer hiicrelerdir ve
daha stabil bir fenotipe sahiptir. Devamli hiicreler meydana gelen transformasyondan
dolay1 in vivo Ozelliklerinin tiimiinii koruyamazlar. Devamli hiicre hatlar1 kolaylikla
cogaltilabilir. Calismalarda siklikla kullanilan devamli hiicre hatlar1 fare

fibroblastlar: (L929, 3T3) veya insan epitelyal hicreleridir (HeLa) [68].
1.6.7.2. Sitotoksisite testi

Uygulanan materyalin hiicrenin yasamina olan etkisi biyouyumlulugu belirleyici
etkendir. Sitotoksisite molekiiler olaylar sonucu ¢esitli makromolekiilerin
sentezlenmesinin engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve
yapisinda belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanir. Sitotoksisite
testlerinde hiicre kiilttirleri kullanilarak olasi toksikolojik reaksiyonlar in vitro olarak

degerlendirilmektedir. Sitotoksite testleri:

Hiicre canlilig1 ve 6limii

e Hiicre membranm

Hicre organelleri

Protein veya DNA sentezi

Hiicre boliinmesi ile ilgili detayli bilgiler verir.
Sitotoksisite degerlendirme yontemleri dort baglik altinda incelenebilir. Bunlar:

1) Canlilik (viability) degerlendiren testler: Kisa donemde olusan toksik

reaksiyonlarin etkileri incelenir.

2) Yasam (survival) degerlendiren testler: Uzun donemde olusan toksik

reaksiyonlarin etkileri incelenir.

3) Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler

40



4) Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleridir [68].

Bu calismada canlilik degerlendirme testi uygulanmis ve “Tripan mavisi testi”
yapilmigtir. Tripan mavisi, membran biitiinligli bozulmus hiicrelerde biriken bir
boyadir. Hemositometre yardimi ile tripan mavisi ile boyanmis hiicrelerin orani tespit

edilir.

Oncelikle incelenecek hiicreler tripan mavisi ile boyanir. Bu boya, canli hiicreler
tarafindan disar1 atilirken Oli hiicreleri koyu mavi renge boyar. Hiicreler,
hematositometre olarak adlandirilan bir ¢esit bdlmeli lama damlatilir ve bunun
tizerinde mikroskop altinda tek tek sayilir. Sekil 1.25°de hematositometre ve

mikroskopta hiicre sayimi1 gosterilmistir.

a
“ktchand R M L -H‘
P ¥
E I
o S
b
1.0 mm I

Sekil 1.25. Hematositometre lami ve hiicre sayimi1 [69]
1.6.8. Lazer taramah konfokal mikroskop

Lazer taramali konfokal mikroskop (LTKM), giiniimiizde cisimleri ii¢ boyutlu olarak
izlemesinde kullanilan en 6nemli cihazdir. LTKM, fluoresan mikroskop esaslarina
benzer sekilde calisan bir mikroskop olup, burada aydinlatma kaynag: olarak lazer

1sinlar kullanilmaktadir.
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LTKM’ta, objektifteki optiklerin optimal kullanimi i¢in bir lazer 1s1n1 gonderilir. X-
Y yansitma mekanizmasi ile bu 1sin, tarama i1smina gevrilir ve objektif lensi
yardimiyla fluoresan isaretlenmis 6rnek Uzerindeki tek bir kiiclik noktaya odaklanir.
Optik kesit alma XY duzleminde veya XZ, YZ dikey duzlemlerinde
gerceklestirilebilir ve gercek i¢c boyutlu veri setleri toplanabilir. Fokal duzlemlerden
elde edilen optik kesit katmanlari tekrar {ist liste yapilandirilarak ti¢ boyutlu gorinti

uretilir. Sekil 1.26°da konfokal mikroskobun ¢alisma prensibi verilmistir [70].

| Lazer
Konfokal Yapi
Uyarilma Gecisi

r"‘""f
= Uyarilma Filtresi

| PMT
—
N —
Objektif j\ Sogrulma
iltresi

Sogrulma gecisi

Sekil 1.26. Lazer taramali konfokal mikroskop ¢alisma prensibi [70]
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Malzemeler

Tablo 2.1°de deneysel ¢alismada kullanilan malzemelerin genel 6zellikleri, kimyasal

yapilari ve temin edildikleri firmalar belirtilmistir.

Tablo 2.1. Tez kapsaminda kullanilan malzemelerin genel ozellikleri, kimyasal
yapilar1 ve tedarik edildikleri firmalar

Malzeme

Temin Edilen
Firma/Kaynagi

Kimyasal Yapisi

Genel Ozellikleri

Termoplastik

Yogunluk: 1,16 g/cm?
Ty -26,10°C

0
Poliiiretan ESTANE 54351 . . ? Cekme dayanimi: 42 MPa
NATO021 TR-O-C_\H_R:_\H_C_U ?'n .

(TPUL) Isleme sicakligi: 200-210 °C
E Biyouyumlu, biyobozunur
(5]
[<5]
% O Saflik: 99%
= THF Merck KGaA Te: -108,5°C
E (tetrahidrofuran) (Almanya) Yogunluk: 0,89 g/cm?
S MA: 72.11 g/mol

Atik Tavuk Yerel
ere
Tayi ) Ty 232,8°C
kesimhane
(ATT)
Saflik: 99%

« . Te: 12°C
g Merck KGaA
= 1,4-Dioxan Yogunluk: 1,03 g/cm?3
*2, (Almanya) ogun g
= 0 (20 °C)
8 MA: 72.11 g/mol
£
8 Tuz Billur Tuz NaCl fri deniz tuzu
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Tablo 2.1. Tez kapsaminda kullanilan malzemelerin Hiicre Kiiltiirii ¢alismalari
kisimina ait olanlarin genel ozellikleri, kimyasal yapilart ve tedarik edildikleri
firmalar (devam)

Malzeme

Temin Edilen

Genel Ozellikleri

(PBS)

Firma
Somatik  hiicre  kiiltiirlerinde en sik
kullanilan besiyeri bilesenidir. Hicrelerin
Yiiksek Glikoz igeren . Lo .
¢ beslenebilmeleri icin gerekli glukoza,
Dulbecco’s Modified e oL
i Sigma-Aldrich canliliklarii siirdiirebilmeleri i¢in uygun
Eagle Media ozmolarite ve pH’a, fonksiyonlarin
(DMEM) R - L .
gorebilmeleri icin gerekli aminoasitlere ve
vitaminlere sahiptir.
Hiicrelerin tutunabilmeleri ve ¢ogalmalari
Fetal sigir serumu icin kullanilan ve igerigi tam olarak
£ Sigma-Aldrich ¢ sene
(FBS) tamimlanmamis ~ zengin  bir  protein
cozeltisidir.
£ Hizla bolinen hucreler icin alternatif bir
E L-glutamin ) ) enerji kaynagidir. Stabil olmadigi igin
=z Sigma-Aldrich
8 (L-Glu) hucre kultir ortami kullanilmadan hemen
= i L
= once eklenmelidir.
E Penisilin-streptomisin
§ iceren Alpha Islemler esnasinda herhangi bir mikrobik
D
I Minimal Essential Sigma-Aldrich kontaminasyonu Onlemek amaciyla
Medium kullanilir.
(P/S)
Hiicre pasajlamalarinda kullanilan temel
Tripsin Sigma-Aldrich | enzimdir. Hiicrelerin tutundugu ortam ile
bagini kopararak hiicreleri ayirmaya yarar.
Hiicre i¢i ve disindaki ozmotik basinct
dengede tutan bir tuz solisyonudur.
Tuzlu fosfat tamponu ) ) Icerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre
Sigma-Aldrich

metabolizmasin1 destekler. pH’1t olmasi
gereken seviyede tutarak hicreler icin

uygun ortami saglar.
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2.2. Yontem
Tablo 2.2.’de calismada kullanilan yontemlerin genel plani verilmistir.

Tablo 2.2. Deneysel yontemlerin agsamalart

\

ATTve TPU
j ] ] j 1. Basamak: Kompozit
ATT/TPU COZELTIDEN FILM DOKME film uretme ve
(agirhikea %0, %10, %20, %40,%80 ATT/TPU) karakterizasyonu

KOMPOZIT FILM KARAKTERIZASYONU

DOKU ISKELELERININ URETIMIi VE
KARAKTERIZASYONU

2. Basamak: In vitro

hicre kultiri
HUCRE KULTURU CALISMALARI calismalar:

HUCRE CANLILIK TESTLERI

_/

2.2.1. Kompozit film ve doku iskeleleri tretimi

Bu bolumde; ATT/TPU kompozitlerinin dnce film halinde tretilmesi sonra da ideal

g6zeneklilik oranina sahip doku iskelesi olusturulmasi detayli olarak verilmistir.
2.2.1.1. Cozeltiden film dokme

Atik tavuk tiyleri (ATT), US005705030 patent [71] temel alinarak once iizerindeki

yag dokusunun temizlenmesi i¢in 1 saat %95’lik etanol ile yikanmistir. Sonra genel

45



sterilizasyon amaci ile 1 saat %75’lik etanol ile temizlenmistir. 60C sicaklikta

etivde kuruttuktan sonra ATT, BRAUN marka ogiitiici ile 30 dakika boyunca
parcalanmistir. Elde edilen ATT boyutunu daha da kigcultebilmek icin, tavuk tiyi ve
sap kismindan olusan homojen karisima kriyojenik pargalama uygulanmistir.
Kriyojenik pargalama, kriyojenik sicakliklarda yapilan dondurarak kirma prensibi ile
uygulanan bir yontemdir. Kriyojenik sicakliklar -273°C altindaki sicakliklardir ve en
yaygin kriyojen Sivi azottur. Sivi azot suya benzeyen berrak ve renksiz bir sividir.
Erime noktas1 -210°C, kaynama noktas1 -195,8°C’dir. Tiimiiyle buharlasip u¢gmasini
onlemek icin Ozel kaplarda saklanir. Bu kaplar 6zel olarak yapilmis biiyiik
termoslardir ve bunlari bulan kisinin adiyla ‘Dewar’ kaplari olarak da anilir.
Termostan alinan sivi azot ile tavuk tiiyii ve sap kismindan olusan homojen karigim,
kriyojenik olarak daha ufak pargalara ayrilmistir. Karisim ¢ok kisa siirede
dondurularak, sicakligi saniyeden ¢ok daha kisa bir slirede mutlak sifir noktasina

diisiirilmistiir. Malzemeler donduktan sonra mekanik olarak parcalanmistir.

Cozelti dokiim teknigiyle kompozit filmlerin iiretimi i¢in toplam agirlik 5 gr olacak

sekilde belirlenen oranlara gére TPU ve ATT tartilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. TPU ve ATT numuneleri

%20’lik TPU/THF ¢06zeltisi hazirlanmis ve igerisine ATT eklenerek 6 saat
karistirllmistir. Cozelti petri kabina dokiilerek 48 saat oda sicakliginda, 24 saat 40°C
vakumda ¢oziiclinlin uzaklastirilmas: amaci ile bekletilmistir. Bu strenin sonunda

film petri kabindan kaldirilarak polietilen posetler i¢inde saklanmistir. Sekil 2.1.”de
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gosterildigi gibi ¢ozelti petri kabma dokiilerek kurutulmus ve sonrasinda kolayca
kaldirilarak film halinde elde edilmistir. Filmler isimlendirilirken % agirlik¢a
oranlar1 kullanilmistir. Ornegin 20ATT/80TPU seklinde gosterilen filmde %20
oraninda ATT ve %80 oraninda TPU oldugu anlasilmaktadir. Sekil 2.2°de Gretilen
10ATT/90TPU kompozit film 6rnegi gosterilmistir.

Sekil 2.2. Cozeltiden dokme ile tretilen L0ATT/90TPU film

2.2.1.2. Gozenekli doku iskelelerinin eldesi icin dondurarak kurutma ve ¢dztcu

dokiimii/parcacik uzaklastirma yontemleri

Toplam agirhk 5 gr olacak sekilde % agirlikga saf TPU, 10ATT/90TPU,
20ATT/80TPU, 40ATT/60TPU ve 80ATT/20TPU filmler hazirlanmak iizere ATT ve
TPU tartilmistir. Dondurarak kurutma islemi igin literatiirde belirtildigi gibi 5 gr PU,
53,5 gr dioksan ve 21,5 gr tuz ile ¢oziilmistiir. Bu karigim miktarlar1 gz Oniine
alinarak % oranlarina gore PU lar ¢ozllmiis ve ATT eklenmistir. Daha sonra ¢ozelti
karigtiritlirken 1 ml distile su ilave edilmistir. Bu iglemin amaci, ¢dziicii olmamasi
Ozelligi ile soguma esnasinda sivi fazlarin ayrigmasini hizlandirmaktir. En son tuz
eklenerek cozelti mekanik olarak karistirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti petri kabina
dokiilerek dondurarak kurutma iglemi igin 1-2 saat dnceden -110°C sicakliga kadar

sogutulan liyofilizatdr cihazina koyulmustur. Dondurarak kurutma iglemi 24 saat
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stirdiirilmistiir. Elde edilen doku iskelelerindeki tuz pargaciklarini uzaklastirmak
icin iskeleler 24 saat saf su icerisinde mekanik olarak karistirilmistir. Uretilen saf

TPU doku iskelesi Sekil 2.3’de gosterilmistir.

Sekil 2.3. Gozenekli doku iskelesi

2.2.1. Kompozit filmlerin ve doku iskelelerinin karakterizasyonlari
2.2.2.1. Termal analiz

Bu calismada, kompozit filmlerin 1s11 6zelliklerini belirlemek amaciyla Mettler
Toledo marka DSC1 model DSC cihazi kullanilmistir. Taramalar -70 ile 350°C
sicaklik araliginda ve 10°C/dk hizinda yapilmistir. Analizler esnasinda sisteme
stiptiriicli gaz olarak 20 ml/dk hacimsel akis hizinda azot gazi1 beslemesi yapilmistir.
Yapilan analizlerin ardindan paket program yardimiyla numunelerin Ty degerleri, Tr,

degerleri, erime entalpileri ve denatiirasyon sicakliklar1 hesaplanmustir.
2.2.2.2. Su temas acis1 6lcimu

ATT/TPU filmlerinin islatilabilirlik o6zellikleri su temas agist Olglimleriyle
belirlenmistir. Su temas acis1 degerleri, oda sicakliginda, asili damlacik yontemiyle
Attension Teta Lite cihazi ile 6l¢iilmiistiir (Sekil 2.4). Her 6l¢tim en az bes kez tekrar

edilmistir. Ortalama degerler rapor edilmistir.
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Sekil 2.4. Attension Teta Lite cihazi ve asili damlacik
yontemi gorintisi [72]

2.2.2.3. Mikroyapisal inceleme

ATT/TPU kompozit filmlerin mikro igyapilari, ¢gekme testi ile kopan 6érneklerin
yuzeylerinden JEOL JSM-6510 marka SEM cihazi ile yapilmistir. Inceleme oncesi

ornekler altin ile kaplanmistir.
2.2.2.4. Cekme testi

Kompozit filmlerin gekme 0zellikleri Tinius Olsen marka ve HSKT model universal
test cihazi ile 37°C sicakligindaki su banyosu i¢inde 5 mm/dk ¢ekme hizi ile ASTM
D882 standardina gore gergeklestirilmistir (Sekil 2.5). Paket program yardimiyla
ATT/TPU filmlerin kopma dayanimi, kopma enerjisi ve kopmada uzama degerleri
hesaplanmistir. Her bir harmandan 10 numune test edilmis ve ortalamalar1 test

sonucu olarak kaydedilmistir.
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Sekil 2.5. 37 °C sicakligindaki su banyosu icinde
yapilan film ¢gekme testi

2.2.2.5. Dinamik mekanik analiz (DMA)

ATT/TPU kompozit filmlerin dinamik mekanik ozellikleri, 01dB-Metravib marka
DMAS50 model DMA cihazi kullanilarak incelenmistir. Olgiimler 37°C sicaklikta 1-
200 Hz arasinda frekans taramasi ile yapilmistir. Ornegin depo, kayip ve kompleks

modiil degerlerinin frekans ile degisimi elde edilmistir.
2.2.2.6. Gozeneklilik analizi

Doku iskelelerine ait % gozeneklilik degerlerinin belirlenmesi i¢in, en az 15 yapi
iskelesi ornegi kullanilarak dlgiim ve hesaplamalar yapilmistir. Oncelikle silindirik
orneklerin yogunluk (pg) ve gorunir hacim (Vo) degerleri dl¢ilmiistiir. Vo degerleri,
silindirik numunelerin hacimlerinin hesaplanmasi ile belirlenmistir. Farklt % ATT
oranina sahip her bir doku iskelesinin yogunlugu (po), sivilarin kaldirma kuvveti
prensibi ile ¢alisan Mettler Toledo PCE-ABZ 200C yogunluk 6l¢timii cihazi ile tayin
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edilmistir. Buradan doku iskelesi drneklerinin gortnlr kitlesi (Mg), polimer hacmi

(Vo) ile yogunluklarin ¢arpilmasi ile bulunmustur;
Mo= Vo X po (2.1)

Hassas terazi yardimi ile oOlgiilen M jgele degerleri doku iskelesinin kitlesini
vermistir. Iskelelerin goriiniir kiitlelerinden (Mg) doku iskelesinin gézenekli halinin

kutlesi (M iskele) cikarildiginda gozenekli kiitle edilmistir (Mpogiuk);
Mboostuk= Mo—Miskele (2.2)

Doku iskelesinde bulunan gbézenek hacimi (Vgszenek), esitlik (2.2) ile hesaplanan

g6zenek kitlesinin, dlgiilen yogunluk degerlerine bdliinmesi ile hesaplanmistir;

Vgszenek= Moogiuk / Po (2.3)

En son asamada %-gozeneklilik degerleri, hesaplanan gézenek hacimlerinin gérinar

numune hacim degerleri ile orantilanmasi sonucu elde edilmistir;
% GOzeneklilik= [Vgszenek / Vo] X 100 (2.4)
2.2.2.7. Doku iskelelerinin mekanik ozellikleri

Doku iskelelerinin mekanik dzelliklerini belirlemek amaci ile Sekil 2.6’da gosterilen
Lloyd Instruments TA plus Texture Analyser basma testi cihazi ile yapilmistir. ATT
katkilt TPU doku iskeleleri, 15 mm ¢apta silindirler halinde kesilerek hazirlanmistir.
Analiz oda sicakliginda 2mm/dk deformasyon hizinda gerceklestirilmistir. Basma

modiili %20 gerinim degeri esas alinarak hesaplanmustir.

Sekil 2.6. Basma testi numuneleri
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2.2.3. In vitro hiicre kultura ve sitotoksisite

Bu ¢alismada 1.929 hiicre hatt1 kullanilarak tiretilen doku iskeleleri Gizerinde hiicre
¢ogalmasi arastirilmistir. Ayrica sitotoksisite testi ile de toksik etki sonucu kdlttrde

canli kalan hiicre oran1 belirlenmistir.
2.2.3.1. Hicre kultara

Calismada L1929 fare fibroblast hiicre kiiltiirii kullanilmistir. Hiicreler saklama
ortamindan ¢ikartildiktan sonra 37°C deki su banyosunda ¢ozdiirtimiis ve 10 dk 1500
rpm devirde santrifiij edilmistir. Santrifiijj sonrasi yiizeydeki siipernatan kisim
atilmistir. Coktiiriilen hiicreler, 75 cm?’lik flasklarda i¢inde %10 fetal s1g1r serumu
(FBS) ve yiksek glikozlu Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) besiyeri
iceren blyume ortaminda 37°C’de inkiibe edilerek (inkiibasyon kosullari: %95 nem
ve %5 CO;) cogaltilmistir. Cogaltilan hiicrelere pasajlama yapilmig, her yeni
pasajlamada hiicreler 1:2 oraninda seyreltilerek flasklara aktarilmistir. Kiiltiir
ortamindaki hiicreler %70 oraninda ¢ogalmaya ulagincaya dek (yaklasik 4 giin) bu
islem strdiriilmiistiir. Hiicreler kiiltiir ortaminda c¢ogaltildiktan sonra flask
yiizeyinden (hiicre ekimi yapilan yiizey) hiicreleri ayirmak amaciyla tripsin/etilen
diamin tetraasetik asit (EDTA) soliisyonu ile yikama iglemi yapilmistir. Bu agamada
cogaltilan hiicreleri ortamindan ayirmak ve yapi iskeleri lizerine ekime hazirlamak
hedeflenmistir. Tripsin-EDTA soliisyonu ile yikanan hiicreler 10 dakika 37°C’deki
inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi hizlandirilmistir. Bu
siire sonunda kiiltiir kabindan ayrilan hiicreler 10 dk 1500 rpm devirde santrifiij
edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Doku iskelelerinin tzerine ekim yapabilmek icin yeniden 9
mL yuksek glikozlu DMEM, 1 mL FBS, 140 pL L-Glu ve 100 pL P/S igeren besi
ortami hazirlanmistir ve ¢oktiiriilerek elde edilen hiicreler bu besi yeri ile beraber
ekime hazir hale getirilmistir. . Elde edilen hiicre siispansiyonu herbiri 1.5 cm ¢apa
sahip 24-gdzlii polistiren hiicre kiiltiir kaplarinda, hiicre yogunlugu 10° hiicre/doku
iskelesi olacak sekilde 1.5 cm gapindaki doku iskelelerine ekilmistir. Sekil 2.7°de
hiicrelerin flask yiizeyinden toplanmasi ve doku iskeleri (zerine hicre ekimi

gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Cogaltilan hiicrelerin flask ylizeyinden toplanmasit ve doku iskeleri
uzerine hticre ekimi

Hiicre ekimi yapilan doku iskeleleri %5 CO, igeren inkubatorde inkibasyona
birakilmigtir. Sonrasinda 72. ve 120. saatlerde hiicre ¢ogalmasini (proliferasyon)
kanitlamak igin iskeleler inkiibatorden alinarak analizlere hazir hale getirilmistir.

Steril ortam gerektiren tiim islemler laminer akis kabininde yiiriitiilmiistiir.
2.2.3.2. Doku iskelelerinin taramal elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmesi

L929 hiicrelerinin doku iskeleleri iizerindeki morfolojilerinin, yapisma ve yayilma
egilimlerinin incelenmesi i¢in hiicre kulturu ile hicre ekilen saf TPU, 20TPU/80ATT
ve 80TPU/20ATT doku iskeleleri SEM ile analiz edilmistir. Hiicre kiiltiiriiniin 72. ve
120. saatlerinde iskeleler kiiltiir ortamindan alinarak hafif¢e PBS ile yikandiktan
sonra hucreleri sabitlemek icin 0.1 M PBS (pH=7.4) icerisindeki %2.5’lik (v/v)
glutaraldehit ¢ozeltisi ile 1 gece +4°C sicaklikta muamele edilmistir. Sonrasinda
artan konsantrasyonlarda ( %15, 30, 50, 70 Vv\v) etanol ¢ozeltileri hazirlanarak
iskelelerin dehidrasyon islemi yapilmistir. Sabitlenen hiicrelerin bulundugu dehidre
edilen iskeleler en son iglem olarak distile su ile yikandiktan sonra oda sicakliginda
kurutularak incelemeye hazir hale getirilmistir. Analiz 6ncesi altin ile kaplanan hiicre
ekimi yapilmis saf TPU, 20TPU/80ATT ve 80TPU/20ATT doku iskeleleri JEOL
JSM-6060 marka SEM cihazi ile analiz edilmistir.
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2.2.3.3. Doku iskelelerinin lazer taramal konfokal mikroskop ile incelenmesi

ATT/TPU doku iskelelerinin {izerinde tutunan ve ¢ogalan hiicrelerin morfolojik
Ozellikleri Zeiss LSM 510 marka lazer taramali konfokal mikroskop ile analiz
edilmistir. Analiz Oncesinde 24 gozli kiiltiir kabinda saf TPU, 20ATT/80TPU, ve
80ATT/20TPU doku iskeleleri izerinde 72. ve 120. saatlerde kultlirasyonu gozlenen
L929 hucre hatt, formaldehit ¢ozeltisi (113 pL FA ve 1000 pL PBS) ile 20 dakika
sabitleme (fiksasyon) protokoliine uygun olarak 45 dakika ¢oOzeltide bekletilerek
sabitlenmistir. Daha sonra doku iskeleleri siras1 ile 5’er dakika PBS, NH4CI, tekrar
PBS ve Triton X100 cozeltilerinde bekletilmigtir. Triton X100, uzun siire hiicrelere
temas ettiginde zarar verebileceginden iskeleler hemen sonrasinda U¢ kez PBS
soliisyonu ile yikanmistir. Sonrasinda iskele iizerine sabitlenmis hiicreler primer
antikor olan vimentin antikoru ile 1 saat muamele edilmistir. Ikinci antikor ile
boyamaya ge¢meden oOnce iskeleler 5’er dakika PBS ile yikanarak fazla olan
vimentin boyas1 alinmustir. ikinci antikor olan teksas red ile doku iskeleleri karanlik
ortamda 1 saat muamele edilerek hazirlanmistir. En son asamada tiim fazla
kimyasallar1 arindirilmak i¢in PBS ve distile su ile yikanan ATT/TPU doku iskeleleri

gorintilemeye hazir hale getirilmistir.
2.2.3.4. Sitotoksisite testi

Hicre sitotoksisite testi, hucre kultirinin 72. ve 120. saatlerinde tripan mavisi

boyasi (Biochrom ®) canlilik testi ile degerlendirilmistir.

1929 fare fibroblast hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS) igeren yiiksek glikozlu
Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) iginde baslangi¢ hiicre sayisi 120.000

hiicre/ mL olacak sekilde hazirlanmistir.

Orneklerin iizerine hiicre ekimi yapildiktan sonra 72. ve 120. saatlerde disklerin
tizerinde kalan hiicre ve besiyeri siispansiyonu alinarak 10 dk 1500 rpm devirde
santrifiij edilmistir. Sekil 2.8’de 1929 hiicrelerinin ¢oktiiriilerek elde edilmesi ve

doku iskeleleri Gzerine sitotoksisite testi i¢in hiicre ekimi yapilmas1 gosterilmistir.
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Sekil 2.8. L929 hicrelerinin ¢oktrilmesi ve hucre ekimi

Daha sonra yiizeydeki siipernatan kisim atildiktan sonra ¢okeltideki hiicreler tripan
mavisi kullanilarak boyanmis, boylelikle disklerin {izerinde kalan, canli olmayan

veya tutunamayan hiicrelerin sayimlar1 yapilmistir.

Sonraki asamada hemositometre lam1 yardimi ile mikroskop altinda koyu mavi renge

boyanmis hiicreler sayilarak canli olmayan hiicrelerin orani tespit edilmistir.

Canli ve doku iskelelerine tutunan hiicre sayilart bu oranlar temel alinarak

hesaplanmistir ve grafige dokiilmiistiir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu béliimde deri doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak {izere hazirlanan
ATT/TPU kompozit doku iskelelerinin tretimi, karakterizasyonu ve in vitro ortamda
yiiriitiilen hiicre kiiltiir ¢aligmalart ile ilgili deneysel sonuglar sunulmusg ve elde edilen
bulgular iizerine tartigsmalar yapilmistir. Bu kisim, “kompozit film {retimi ve
karakterizasyonu” ve “kompozit doku iskelesi dretimi ve karakterizasyonu” olmak
Uzere iki ana baslik altinda toplanmis, “hiicre kiiltiirii ¢alismalar1” ise ayr1 bir bashk
altinda verilmistir. Hazirlanan kompozit film bilesimleri ve kodlar1 Tablo 3.1°de
verilmigtir.

Tablo 3.1. Hazirlanan karisimlarin kodlar1 ve bilesimleri

Karisim kodu ATT miktar1 (%) TPU miktar (%)
TPU 0 100
10ATT/90TPU 10 90
20ATT/80TPU 20 80
40ATT/60TPU 40 60
80ATT/20TPU 80 20

3.1. Kompozit film tretimi ve karakterizasyonu
3.1.1. Kompozit film tretimi

Sunulan ¢aligmada 6ncelikle ¢ozeltiden dokme teknigi ile farkli oranlarda atik tavuk
tiiyli (ATT) igeren ATT/TPU biyokompozit film Ornekleri iiretilmistir. Yapilan 6n
caligmalarda, farkli ATT oranlarina sahip polimer filmlerin tiretiminde PCL temelli
TPU icin THF, toluen ve kloroform olmak tizere ii¢ farkli ¢oziici denenmistir. Bu
cozlculer ¢ozundrlik parametrelerinin, PCL’nun c¢ozlndrlik parametresine olan
yakinliklar1 nedeniyle tercih edilmistir. Tablo 3.2°de c¢Ozicller ve PCL igin

¢cozunlrlik parametreleri ile gosterilmektedir.
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Tablo 3.2. Cozicller ve c¢ozunurluk
parametreleri [73]

Cozunurluk Parametresi

Malzeme
&, ((callcm®)?)
PCL 9,20
THF 9,48
Kloroform 9,29
Toluen 8,90

THF kullanilarak hazirlanan ¢ozeltilerde TPU’nun daha kisa siirede ¢oziildiigilinii
sOylemek mumkiindir. Bu sebeple ¢oziicli olarak THF secilmistir. Literatiirde de
PCL temelli doku iskelelerinin hazirlanmasinda THF’in kullanildig1 ¢alismalara
rastlamak miimkiindiir Tang ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada farkli c¢ozeltiler
kullanarak, cozictu dokim yontemiyle PCL filmler iretmistir. PCL ¢ozeltileri,
kloroform ve THF kullanilarak hazirlandiginda, tam ¢oziinme gergeklesmistir [74].
Cozeltiden dokme teknigiyle iiretilen filmlerin kalinligi, ATT oram ile dogru orantili

artig gostererek 0,2-0,6 mm mertebesinde elde edilmistir.

Ortalama ATT fiber boyunun eldesi i¢in yaklasik 150 fiber iizerinde yapilan
analizlerde ortalama fiber boyunun 48,7 um oldugu tespit edilmistir. Incelemede en
uzun liflerlerin uzunlugu 100 pm civarinda Olclilmiistiir. Sekil 3.1°de yapilan

inceleme sirasinda elde edilen fotograflardan biri 6rnek olarak gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. ATT fiberlerin uzunluklari
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3.1.2. Kompozit filmlerin karakterizasyonu
3.1.2.1. Is1l ozellikler

Calismanin bu kisminda ATT oraninin, ATT/TPU kompozitlerinin 1s1l gegislerine
etkisi tartisilmistir. ATT/TPU kompozit filmlerin 1s11 6zellikleri DSC yontemiyle
belirlenmistir. Ty ve Tr, degerleri, erime entalpileri ve denatiirasyon sicakliklar: paket
program yardimi ile belirlenmistir. Sekil 3.2’de ATT/TPU kompozitlerinin, saf TPU

ve saf ATT nin DSC termogramlari beraber verilmistir.
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DSC analizleri sirasinda ATT/TPU kompozitlerinde ATT miktarindaki artis ile 230
°C (zerinde keratinin denatirasyonu baslamistir ve bu sebeple agirlik degisimleri

meydana gelerek temel ¢izgide (base-line) kaymalar gézlenmistir [75].

Tablo 3.3. Isil ozellikler
Tg (OC) Tsu kayb1 (OC) AH su kaybi ('J/g) Tm (OC) AHm (J/g)

Saf TPU -40,9 - - 176,6 2,41
10ATT/90TPU  -41,1  14,7-116,9 23,1 - -
20ATT/80TPU -48,1  22,2-105,9 41,2 - -
40ATT/60TPU  -41,8  115,8-126,7 341 - -
80ATT/20TPU -46,5  41,7-135,9 78,8 - -

Saf ATT 232,8  98,5-101,1 99,9 - -

Tablo 3.3’de goriildiigii gibi saf TPU nun Ty degeri -40,9°C olarak belirlenmistir.
ATT miktarindaki artis ile Tq degerlerinde belirgin bir degisiklik gézlenmemistir. Saf
ATT’nin Tq degeri ise 232,8 °C olarak bulunmustur. Bu bulguyu destekler nitelikte
literatiirde de 6rnekler bulunmaktadir [76]. Yapilan ¢aligmalara gore tavuk tlydnan
Ty degerinin 235 °C civarinda olmas1 keratinin alfa heliks yapisinin birbirine siki bir
sekilde bagli oldugunu gostermektedir. Boylece tavuk tliylu daha fazla miktarda su
tutabilmektedir. Sekil 3.2’de verilen DSC termogramlarina bakildiginda bu yarginin
desteklendigi goriilmektedir. Saf ATT nin 1s1l 6zelliklerine incelendiginde su tutma
ozelligi dikkat ¢ekmistir. ATT oranindaki artis ile su kaybinin gerceklestigi sicaklik
araliginda artis olmustur (Tablo 3.3). Benzer sekilde entalpi degerlerinde de %10, 20,
40 ve 80 ATT iceren kompozitlerde saf TPU ya gore belirgin bir oranda artis
gozlenmistir. 80ATT/20TPU’da su kaybi saf TPU ya gore yaklasik 40 kat fazla
olmustur. Bu sonuglar ATT’nin biiylik olgiide su tutma Ozelligine sahip oldugu

seklinde yorumlanabilir.
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Calismada, 230°C’nin lizerindeki sicakliklarda keratin denatlire olmakta ve DSC
termogramlarinda denatlrasyona iliskin ¢esitli endotermler gdzlenmektedir. Saf
TPU’nun T, degeri 176,6°C bulunmustur. ATT ilavesi ile erime ve denatiirasyon
ard1 ardina olmaktadir ve T, endotermi ayirt edilmemistir. 10ATT/90TPU’nun DSC
termograminda denatiirasyon sicakligi 233,3 civarinda iken 80ATT/20TPU’da 240,6
civarindadir. Bu bulgular 1518inda, 230°C’nin iizerindeki sicakliklarda bagslayan
denatirasyon sirasinda alfa heliks yapisinin bozularak malzemenin daha amorf bir
yapiya gectigi diisiiniilmiistiir. Benzer bulgular literatiirde de bulunmaktadir [21,76-
78].

3.1.2.2. Mekanik ozellikler

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak doku iskelesinin yeterli mekanik
Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Doku iskelelerinin in vitro kiiltiir sirasinda ve

implantasyondan sonra viicut icinde maruz kalacagi yiiklere dayanacak kadar gii¢lii

olmasi gerekmektedir [8,9].

ATT/TPU kompozit filmlerinin mekanik 06zellikleri ¢ekme testi sirasindaki
davraniglari ile belirlenmistir. Standartlara uygun 6lgiide papyon (dog-bone) seklinde
hazirlanan numuneler ¢ekme testine tabi tutulmustur. Elastik modiil, cekme dayanimi
ve gerinim degerleri hesaplanarak kiyaslanmistir. Sekil 3.3’de 80ATT/20TPU ¢ekme

testi numunesi gosterilmistir.

Sekil 3.3. 80ATT/20TPU c¢ekme testi numunesi
(dog-bone)
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Sekil 3.4’te goriildiigii gibi, saf TPU elastomerik karakteri sebebiyle diisitk modiillii
bir polimerdir. Bu matrise ATT ilavesi ile TPU’ya kiyasla elastik modiil degerinde
artis gézlenmektedir. ATT miktarindaki artis ile %40 ATT bilesimine kadar modiil
dogrusal olarak artmaktadir. Bu artis karisim kurali ile agiklanabilir. Zayif modiillii
bir matris olan TPU’ya, ondan modiilii daha yiiksek olan ATT ilave edildiginde elde
edilen kompozitin modiilii, ilave edilen elyafin hacim kesri oraninda artmaktadir
[79]. Ancak %80 elyaf oranmi gibi yiiksek bir yiikleme oranina ¢ikildigindan TPU

stirekliligini yitirdiginden modiil degeri diismektedir.

Yapilan ¢alismalara bakildiginda tavuk tiiyiiniin elastik modiilii 0.045 GPa ile 10
GPa (45-10000 MPa) arasinda elde edilmistir [80]. Literatire gore insan derisinin
Young Modiil degeri ise 15-150 MPa arasindadir [7]. Elde ettigimiz sonuglar ile
karsilastirilirsa iiretilen ATT/TPU kompozitlerinin deri doku miihendisliginde

kullanilabilecegi soylenebilir.

Elastik modiil (MPa)

B -._. l
D -
0 10 20 40 20

ATT orami(%o)

Sekil 3.4. ATT/TPU kompozitlerinde elastik modil degerlerinin
ATT orani ile degisimi

Saf TPU’nun ¢ekme dayanimi degeri 50,9 MPa olarak oOlg¢lilmistiir (Sekil 3.5).
Literatiirde tavuk tiiyliniin ¢ekme dayanimi 100-200 MPa olarak verilmistir [81].
ATT ilavesi ve oraninin artmasi ile gekme dayanimi degeri de artmistir. Bu artis %40
ATT igeren kompozitlerde 4 kata varmaktadir. Elyaf takviyeli kompozitlerde ¢ekme
dayanimu elyaf ile matris ara yiizeyindeki yapismanin derecesi ile alakalidir. lyi bir
ara yiizey etkilesimi, giiclii bir yapismaya ve dolayisiyla yiiksek bir ¢ekme
dayanimina sebep olmaktadir [82]. ATT ile TPU arasinda bir etkilesim olduguyla
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ilgili ilk bulgular 1s1l ozellikler kisminda ifade edilmistir (Bolim 3.1.2.1). Bu
etkilesim sebebiyle, ATT ilavesiyle kompozitlerde yiiksek ¢ekme dayanimi
degerlerine ulasilabilmistir. Benzer sekilde, literatiirde tavuk tiiyii ile desteklenen
PLA kompozitlerinin mekanik 6zelliklerinin de ATT oran1 arttikga iyilestigi
gosterilmistir [76].

350

300

Celane dayammi (MPa)

0 10 20 40 20
ATT oram{%o)

Sekil 3.5. ATT/TPU kompozitlerinde ¢ekme dayanimi degerlerinin
ATT orani ile degisimi

Sekil 3.6’da, ATT/TPU kompozitlerinin kopmadaki uzama degerleri goriillmektedir.
ATT ilavesiyle kopmadaki uzama degerleri hafifce artmakta, ancak bu artis %40
ATT yiiklemesinden sonra diigmektedir.
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Sekil 3.6. ATT/TPU kompozitlerinde kopmadaki uzama
degerlerinin ATT orani ile degisimi
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3.1.2.3. Dinamik mekanik analiz (DMA)

ATT/TPU kompozit filmlerin dinamik mekanik 6zellikleri 37°C sabit sicaklikta 1-
200 Hz arasinda frekans taramasi yapilarak belirlenmistir. Orneklerin depo ve kayip
modiilleri kullanilarak kompleks modiilleri hesaplanmistir. Sekil 3.7’de goriildigi
gibi  ATT/TPU kompozit filmlerinin dinamik mekanik analiz sonuglar
incelendiginde elastik &zellikleri gosteren depo modiill E' ve viskoz ozellikleri
gosteren kayip modiil E" degerleri 0-10 Hz arasinda beraber artig gostermistir. Bu
sonuglar, filmlerin elastik 6zelliklerinin ve viskoz 6zelliklerinin birlikte arttigi ve
enerjinin hem i¢ enerji olarak depolandigi hem de 1siya doniistigi seklinde
yorumlanmustir. Ancak 20-200 Hz arasindaki sonuglara bakildiginda farkli bulgular
elde edilmistir. Saf TPU, 10ATT/90TPU kompozit filmlerinin 20-200 Hz arasinda
kayip modiil degerlerinde degisme gostermezken, elastik modiil degerlerinde belirgin
artislar  gézlenmistir. Benzer sekilde 20ATT/80TPU, 40ATT/60TPU ve
80ATT/20TPU kompozit filmlerinin analiz sonuglarina bakildiginda kayip modiil
degerlerinde bir miktar azalma gozlenirken elastik modiil degerlerinde biiyiik 6l¢iide

artis gorilmistiir.

Bunun sebebi yiiksek frekanslarda ortaya ¢ikan enerji i¢ enerji olarak depolanmistir

ve ATT/TPU filmlerinin elastik 6zelliklerinde artis seklinde agiklanabilir.
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Sekil 3.7. TPU/ATT kompozitlerinin dinamik mekanik 6zellikleri: (a) Saf TPU
(E":depo modilu ve E": kayip modiilii)
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Sekil 3.7. (devam) TPU/ATT kompozitlerinin dinamik mekanik 6zellikleri
(b) 10ATT/90TPU, (c) 20ATT/80TPU, (d) 40ATT/60TPU, (E’:depo modilu
ve E”’: kayip modiilii)
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Sekil 3.7. (devam) TPU/ATT kompozitlerinin dinamik mekanik 6zellikleri (e)
80ATT/20TPU (E":depo modulu ve E": kayip modiilii)

Deri doku miihendisliginde kullanilacak ATT/TPU kompozit filmleri diisiik
frekanslardaki ozelliklerine gore degerlendirilmistir. Buna sebep olarak, insan
viicudunda meydana gelen hareketler veya maruz kalinan etkiler genellikle 0-10 Hz
arasindadir. Benzer sekilde poliiiretan doku iskeleleri ile yapilan doku miihendisligi
calismalar1 da ayn1 yonde olmustur [83]. Bu sonuglar 1s1ginda ATT/TPU kompozit

filmlerinin kompleks modiil degerleri hesaplanmistir.

Tablo 3.4. ATT/TPU kompozitlerinin frekansa bagli kompleks moddl
(E*) degerleri

E* (MPa)
Frekans(Hz) %0ATT %10ATT %20 ATT %40ATT %80ATT
1 7,5 111 199,9 194,6 60,4
2 9,7 13,6 202,8 199,1 61,4
4 11,2 15,6 209,3 205,8 63,3
9 11,4 16,3 213,9 212,2 64,9

3.1.2.4. Ylzey hidrofilitesi
ATT/TPU kompozit filmlerinin yiizey su severlik 6zellikleri su temas agis1 6lgiimleri

ile belirlenmistir. Temas ag¢isinin bilesim ile degisimi Sekil 3.8’de gosterilmistir.
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Sekil 3.8. ATT/TPU kompozit filmlerin su temas agisinin ATT
orantyla degisimi

Saf TPU’nun yiizeyi hidrofobiktir. Bu hidrofilik karakterin yapisindaki kaprolakton
poliester  bloklardaki doymus hidrokarbondan  (-(CHy)s-) ileri  geldigi
diisiiniilmektedir. ATT ilavesi ve oranindaki artig ile su temas acis1 azalma egilimi
gostermektedir. Hidrofiliklikteki bu artis keratinin yapisinda bulunan polar
gruplardan ileri gelmektedir. Keratin proteinin biiyiik bir boliimiinii olusturan serin
amino asitlerinin (Bakiniz: Tablo 1.3) yapisinda bulunan -OH gruplart sayesinde
ATT buyuk oranda su tutma kapasitesine sahiptir [84]. Cok yiiksek ATT oranlarinda
ise (6rnegin 80ATT/20TPU) yiiksek su temas acist degerleri elde edilmistir, bir
baska degisle yiizeyi hidrofobiktir. Literatiirde yapilan c¢aligmalarda, yiizey
piirtizliigii arttikga su-malzeme ara yiizeyinin, piiriizlillige bagh olarak ara ylizeyde
kalan hava ile farklilastig1, dolayisiyla daha hidrofobik hale geldigi goriilmiistiir [85,
86]. Bu bilgiler 1s1ginda 80ATT/20TPU Orneginin daha yiiksek su temas agisi
degerlerine ve dolayisiyla daha yiiksek hidrofobiteye sahip olmasinin nedeninin

yiizey piirtizliiliigii oldugu diisiiniilmektedir.
3.1.2.5. Morfoloji

ATT/TPU kompozit filmlerinin ¢ekme testi sirasinda olusan kirilma yiizeyleri
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir (Sekil 3.9 ve 3.10). Saf
TPU’nun kirilma ylizeyi, uzun, derin ¢atlaklarla ayrilmis platolar ile karakterize

edilmektedir. ATT/TPU kompozitlerinde ise kirilma elyaflarin  etrafindan
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gerceklesmistir. Kirillma sirasinda sokiilen (pull-out) elyaflar gorilmektedir. Matris-
fiber ara yiizeyinin iyi oldugu, matris ile kaplanmis elyaflardan anlasilmaktadir (bkz:
Sekil 3.8-b, 3.9-b).

SEI 10KV WD1Smm

Sekil 3.9. ATT/TPU kompozit filmlerine ait 750X biiyiitmede ¢ekilmis
SEM fotograflari: (a) TPU, (b) 10ATT/90TPU, (c) 40ATT/60TPU, (d)
80ATT/20TPU
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Sekil 3.10. ATT/TPU kompozit filmlerine ait 1500X biiyiitmede ¢ekilmis SEM
fotograflari: (a) TPU, (b) 10ATT/90TPU, (c) 40ATT/60TPU, (d) 8OATT/20TPU

3.2. Doku iskelesi Uretimi ve Karakterizasyonu
3.2.1. Doku iskelesi Uretimi

Doku iskelesi iiretimi amaciyla bu ¢alismada dondurarak kurutma ve faz
ayirma/parcacik-0ziitleme yontemleri beraber uygulanmistir. Faz ayirma/pargacik-
Oziitleme yontemi i¢in kullanilacak tuz parcalanip elekten gecirilerek 125-250 pm
boyutlarinda elde edilmistir. Bu islemin amaci deri doku miihendisligi i¢in hiicre

migrasyonu ve besin aligverisi i¢in uygun gozenek boyutunu saglamaktir.
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Sekil 3.11. 125-250 pum boyutlarindaki
porojen NaCl

Doku iskelelerinin gozenek yapisi ve mekanik Ozellikleri analiz edilmistir. Yara

ortiisti uygulamalari i¢in uygunlugu arastirilmstir.
3.2.2. Doku iskelelerinin karakterizasyonu
3.2.2.1. Gozeneklilik ve gbzenek boyutu

Doku iskelelerinin % gozeneklilik degerleri Tablo 3.5’de verilmistir. Doku
iskelelerinin gbzenek morfolojisi ve gozenek boyutu SEM analizleri ile belirlenmistir
(Sekil 3.9).

Tablo 3.5. Doku iskelelerinin gézeneklilik degerleri
% Gozeneklilik

TPU 90
10ATT/90TPU 86
20ATT/80TPU 93
40ATT/60TPU 88
80ATT/20TPU 80

Kompozit film karakterizasyon analizleri sonucunda o6zelliklerinin iyi oldugu
diisiilen ve segilen TPU, 20ATT/80TPU ve S80ATT/20TPU doku iskelelerinin
gbzenek morfolojisi ve go6zenek boyutu SEM goriintiileri ile Sekil 3.12°de
verilmistir. Saf TPU i¢in yiizeyden, diger iskeleler i¢in kesitten goriintiiler

cekilmistir.
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SEl 10kV  WD21mm
TUBITAK

Sekil 3.12 Doku iskelelerinin gbzenek morfolojisi ve gézenek boyutlari (a) TPU, (b)
20ATT/80TPU, (c) BOATT/20TPU (100X ve 250X)

Biiyiik gbozenekler, parcacik Oziitleme sirasinda uzaklasan tuz parcalarinin, kiiciik

gbzenekler ise dondurarak kurutma sirasinda ugurulan dioksan ve THF
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coziculerinden olusmustur. iki metodun beraber kullanilmasiyla % gdzeneklilik
arttirtlmis ve birbirleriyle bagli gozenekler elde edilmistir. Heijkants ve ekibi
tarafindan yapilan ¢alismada dondurarak kurutma ve pargacik-0zitleme teknikleri
beraber kullanilarak doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in doku iskeleleri tiretilmistir.
Iki metodun beraber kullanilmast ile % gozeneklilik degerlerinde artmis ve birbirleri
ile baglantili gozenekler sahip doku iskeleleri elde edilmistir [84]. En iyi %
gozeneklilik degeri 20ATT/80TPU iskelesinde %93 elde edilmistir. GOzeneklilik
degerleri ise genel bir egilim gostermemekle birlikte %80 ile %93 arsinda
degigmektedir. Literatiirde %65 ve iizeri gozeneklilige sahip olan doku iskelelerinin
kiitle aktarimi ve gaz gegisine izin verdigi bilinmektedir. Ayrica birbirine baglh
gbzenek ag1 olmast 6nemli bir Ozelliktir. Bu nedenle, elde edilen gdzeneklilik
sonuglarinin, hiicre infiltrasyonu, besin ve atik aktarimi i¢in yeterli oldugu ve doku
iskelelerinin yara Ortiisii olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Sonuglar hiicre

kiltlirii analizleri ile de 6rtiismektedir (bkz boliim 3.3.3).

Deri doku miihendisligi i¢in kullanilacak gozenekli doku iskeleler icin énemli olan
bir diger ozellik gozenek biyiikligiidiir. Literatiirde, hiicrelerin doku iskelesinin
icerisine ilerlemesi, damarlanma ve dokunun yenilenmesi i¢in gozenek biiyiikligi
50-500 pm araliginda olmasi gerektigi belirtilmistir [87]. SEM fotograflarindan,
gozenek biiyiikliikleri yaklagik 50 ila 350 um arasinda oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglara gore yara Ortiisii uygulamalar i¢in keratin fiber katkili TPU iskelelerinin

uygun olabilecegi diisiiniilmektedir.
3.2.2.2. Mekanik Ozellikler

Keratin fiber katkili TPU doku iskelelerinin basma testinden elde edilen elastik

moduli %20 gerinimden hesaplanmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Basma testi sonucu elde edilen elastisite modiil
(basma modil) degerleri

Basma testi sonucunda elde edilen basma modiil degerleri, ¢ekme testi sonucu
bulunan elastik modiil degerlerinde de oldugu gibi ATT miktarindaki artis ile genel
olarak artmaktadir. Bu artis, 6zellikle %20 ATT igeriginden itibaren belirgin bir hal
almaktadir. Bunun sebebi olarak ATT’nin bu degerden sonra perkolasyona ugradigi

diistiniilebilir.
3.3. In vitro Hicre Kiltlri ve Sitotoksisite Testi
3.3.1. Hucre kaltiru

Tez c¢alismasinin bu kisminda ATT/TPU kompozit filmlerinden iiretilen doku
iskelelerinin deri doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilme potansiyeli
incelenmistir. Ozellikle ATT/TPU doku iskelelerinin yara ortiist olarak tiretilmesi ve

hasarli dokunun onariminda hiicre ¢gogalmasini arttirmast hedeflenmistir.

Bu dogrultuda yapilan hiicre kultliri ¢alismalarinda fare bag dokusuna ait fibroblast
hicrelerinden elde edilmis 1929 hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicrelerin hiicre kulttrd
ortaminda invert mikroskop altinda giinliik gozlemleri yapilmis; 3, 5 ve 7. glnlerde

sahip olduklar1 morfoloji ve yayilimlara ait goriintiiler Sekil 3.14’de verilmistir.
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Sekil 3.14. (a) L929 hiicre hatti morfolojisi (40X), (b) 3. gunde hiicre
yayilmi (4X), (¢) 5. giinde hiicre yayilimi (4X), (d) 7. ginde hicre
yayilimi (4X)

3.3.2. Sitotoksisite testi

Sitotoksisite ¢alismalarinda kontrol dahil 4 grup 6rnek ele alinmistir. Bunlar, TPU,
20ATT/80ATT, 80ATT/20TPU ve kontrol grubu olarak kullanilan lameldir. L929
hiicre hatt1 ile tripan mavisi canlilik testi yapilmistir. Doku iskeleleri tzerine ekilen
hiicreler 5 giin hiicre kiiltlirii ortaminda birakilmistir ve 5. glin sonunda iskeleler
iizerinde kalan siispansiyon alinmistir. Hemositometre yardimi ile tripan mavisi
boyanan soliisyondaki hiicreler invert mikroskop altinda sayilarak canli olmayan
veya doku iskelelerine tutunamayan hiicrelerin orani tespit edilmistir. Daha sonra

sonuglardan canli hiicre orani1 elde edilerek degerlendirilmistir.
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Sekil 3.15. 1929 hiicre hatt1 canlilik oran1

Sekil 3.15’de goriildiigii gibi incelenen doku iskelelerinde ve lamel yiizeyinde hiicre
canliligr %80’den fazladir. Keratin fiber destekli TPU doku iskelelerinin deri doku
miithendisligi ve yara Ortlisii uygulamalar1 i¢in kullanilabilirligi diger analizlerle

beraber bu sonuglarla da desteklenmistir.
3.3.3. Morfolojik inceleme

Saf TPU, 20ATT/80TPU, 80ATT/20TPU ve lamel uzerindeki, L929 hcrelerinin,
kilturasyonun 3. ve 5. gunlerine ait SEM gortintiileri Sekil 3.16, 3.17, 3.18 ve 3.19’
da verilmistir. Kultlrin 3. gininde doku iskelelerinin Uzerindeki L929 hucreleri
hizla yapisip yayilirken 5. giiniin sonunda ise doku iskelelerinin ylizeyi tamamen

hiicreler ve hiicrelerin iirettigi HDM proteinleriyle kaplanmistir.

Yapilan SEM analizlerinden, hiicrelerin keratin fiberlerin ylizeylerinde yapisip
iiredigi tespit edilmistir. Sonuglarda goriildiigii gibi, keratin fiber miktar arttikca 3.
giinde hiicrelerin iskeleye tutunarak cogaldigi, 5. gunde hicrelerin g¢ogalmaya
devam ederek fiberleri kapladigi gozlenmistir. Tum iskelelerde 5. glinde hcre
proliferasyonu artmis ve hiicreler kendi HDM’lerini olusturmustur. Ozellikle
20ATT/80TPU ve 80ATT/20TPU iskelelerinde yiiksek buyutmelerde L929
hiicrelerinin keratin fiberleri sardigi ve tabaka halinde biyiiyerek ilerledigi

gorilmiistiir.
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Sekil 3.16. Lamel (zerinde 3. ve 5. glinlerde hiicre ¢ogalmasini gosteren SEM
analizleri (500X ve 1000 X)

Fibroblast hiicre morfolojileri incelendiginde diiz yiizeyler {izerinde hiicrelerin daha
yuvarlak sekiller aldiklar1 dikkat ¢ekmistir. Diger bir yandan girintili ¢ikintili ve
gozenekli yiizeylerde hiicreler uzayan ve yayillmis sekillerde biiylimislerdir.

Literatiirde de bu yargiy1 destekleyen o6rnekler bulunmaktadir [88].
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Sekil 3.17. Saf TPU doku iskelesi tzerinde 3. ve 5. gunlerde hiicre ¢ogalmasini
gosteren SEM analizleri (500X ve 1000X)
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Sekil 3.18. 20ATT/80TPU doku iskelesi (zerinde 3. ve 5. ginlerde hicre
¢ogalmasini gosteren SEM analizleri (500 X ve 1000 X)
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Sekil 3.19. 80ATT/20TPU doku iskelesi (zerinde 3. ve 5. ginlerde hicre
cogalmasini gosteren SEM analizleri (500 X ve 1000 X)
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3.3.4. Konfokal lazer mikroskobu analizi

TPU, 20ATT/80TPU, 80ATT/20TPU ve lamel (zerindeki, L929 hcrelerinin,
kilturasyonun 5. ginlerine ait konfokal lazer mikroskobu goriintiileri incelenmistir.
Bu analizin amaci ATT/TPU doku iskelelerinde ¢ogalan hicrelerin varligim
desteklemektir. Sekil 3.19°da goriildiigii gibi HDM’de bulunan vimentin proteinleri
analiz Oncesi hazirliklar ile teksas red boyasi ile boyanarak hicrelerin varligr ve

cogalmasi kanitlanmistir. Keratin fiberleri de protein yapida olduklari i¢in vimentin

ile boyama isleminde boyanarak goriintiilerde 151ma vermislerdir.

Sekil 3.20. (a) Lamel, (b) saf TPU, (c) 20ATT/80TPU ve (d) 80ATT/20TPU doku
iskelelerinin konfokal mikroskop gortntleri

Keratin fiber miktar1 arttikga 5. glinde hiicre proliferasyonu ( ¢ogalmasi) fark edilir
bigimde artmistir (Sekil 3.20). Ozellikle 20ATT/80TPU ve 80ATT/20TPU doku
iskelelerinde 1.929 hiicre hattinin fiberleri ag gibi sardigi goriilmektedir. Hiicrelerin

proliferasyon sirasinda uzantilart Sekil 3.19°da gosterilmistir ve hiicrelerin varligi
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kanitlanmistir. Konfokal lazer mikroskobu incelemeleri ile SEM analizleri sonuglari

paraleldir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, literatiirde ilk defa atik tavuk tiiyiinden geri kazanilmig Keratin
fiber ile giiclendirilmis poli(e-kaprolakton) diol esasli biyobozunur termoplastik
politretan (TPU) kompozitlerden doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak
Uzere doku iskelesi olusturulmasi amaglanmistir. Keratin bakimindan olduk¢a zengin
olan bu atigin degerlendirilmesi, hem atik probleminin ¢dziimii hem de bu degerli

maddenin ekonomiye kazandirilmasi agisindan son derece dnemlidir.

Calisilan bilesimler agirlikca %0, %10, %20, %40 ve %80 atik tavuk tiiyti (ATT)
oranlar ile se¢ilmistir. Elde edilen kompozit filmlerde ATT ylikleme orani1 ve ATT
boyutunun etkisinin mekanik, termal ve morfolojik O6zellikleri sirasiyla ¢ekme
testleri, diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) analizleri, taramali elektron
mikroskopisi (SEM) ve temas agis1 6lgtimii ile arastirtlmistir. Dondurarak kurutma ve
¢cozlcu dokiimii/par¢acik-uzaklastirma yontemleri bir arada kullanilarak gozenekli
doku iskeleleri elde edilmistir. Hiicre kiiltiirii caligmalari ile biyouyumluluk

calismalari da yapilmistir.
Calismanin sonucunda ortaya ¢ikan genel sonuclar sunlardir:
- ATT ve TPU, THF’de tam ¢6zlinme gdstermistir.

- Cozelti dokiim teknigiyle agirlikca 0%, 10%, 20%, 40% ve 80% atik tavuk tiiyli
(ATT) iceren ATT/TPU kompozit filmler tretilmistir. Sonra da ideal gozeneklilik
oranina sahip ayn1 ATT oranlarinda ATT/TPU doku iskeleleri elde edilmistir.

- Kullanilan ATT fiber boyutlari ortalama 48,7 pum’dir.

- ATT ilavesi ile saf TPU’nun mekanik 6zelliklerinde iyilesme gdzlenmistir. insan
derisinin mekanik ozellikleri ile karsilastirildiginda, ATT/TPU kompozitleri deri

doku miihendisliginde 6zellikle yara ortiisii olarak kullanilabilir.
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- Saf TPU’ya gore ATT/TPU kompozitlerinin su tutma kapasitesi artmigtir. Bu bulgu
hem hidrofilite testleri hem de DSC analizi ile desteklenmistir. Yara iyilesmesi igin
gereken nemli ortam elde edilmistir ve bu sonug 1518inda malzemenin yara Ortiisti

olarak kullaniminin uygun oldugu yargisina varilmstir.

- Yiizey morfolojisine bakildiginda matris-fiber ara yiizeyinin iyi oldugu ve keratin

elyaflarin matrisi kapladig1 sonuglarina varilmistir.

- Ideal gbzeneklilige ve gdzenek boyutlarmna sahip doku iskeleleri iiretilmistir. Doku
iskelelerinin hiicre migrasyonu, gaz aligverisi ve besin- atik transferine uygun oldugu
gOriilmiistiir. Yara Ortiisii malzemesi olarak kullanomi bu sonuglar ile de

desteklenmistir.

- Hidrofiliteyi arttiran ve bu sayede hiicre tutunmasini ve biiylimesini destekleyen
keratin fiberleri ile deri doku miihendisligi uygulamalarina kullanilmak tizere
ATT/TPU doku iskeleleri tiretilmistir. Ayrica ¢ boyutlu Uretildiklerinde diyabetik
deri {ilseri veya derinin dermis tabakasini da kapsayan derin yanik ve yaralar igin

kullanilabilecektir.

- Fare bag dokusuna ait fibroblast hicrelerinden elde edilmis 1929 hiicre hatti
kullanilarak hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilmistir. L929 hicreleri keratin fiberlere
hizla tutunup ¢ogalmistir. 5. guiniin sonunda ise doku iskelelerinin yiizeyi tamamen
hiicreler ve hiicrelerin tirettigi HDM proteinleriyle kaplanmistir. Hedeflendigi gibi,
doku iskelesi gorevini en iyi sekilde yerine getirerek hiicre tutunmasimi ve
cogalmasini tetiklemis, hiicrelerin kendi HDM’lerini olusturmalarina uygun ortami

saglamigtir.

- Konfokal lazer mikroskop ile incelenen doku iskelelerinde istenen hticrelerin doku

iskelelerine tutunarak kisa zamanda ¢ogaldigi bir kez daha kanitlanmustir.

- Tiim degerlendirmeler sonucunda en iyi sonuglarin 20ATT/80ATT ile elde edildigi

distiniilmistiir.

Calisma sonunda, piyasaya yara Ortlisii olarak sunulabilecek hasarli dokunun
onarimina katkida bulunacak, diger tiriinlere gore avantajlar1 bulunan doku iskeleleri

tretilmistir.
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Bu tezde tavuk tiiyiinii olusturan keratin fiberlerin kullanilabilecegi yeni bir alan olan
doku miihendisligine yonelik aragtirmalar yapilmistir. Boylece ucuz ve bol bulunan
atik tavuk tliyleri kaynaklari ile {iriin gelistirilmesi planlanmis, ekonomiye ve ¢evreye
katkida bulunarak keratinin iilkemize kazandirilmasi hedeflenmistir. Tezin genelinde
de bahsedildigi gibi gelistirilen doku iskelelerinin yara oOrtiisii olarak kullanilabilme

potansiyeli ele alinmustir.

Tum sonuclar bir arada degerlendirildiginde ATT/TPU kompozitlerinin mekanik,
fiziksel ve yuzey 6zelliklerinde saf TPU’ya gore iyilesmeler goriilmiistiir. ATT/TPU
doku iskelelerinde yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda da benzer olumlu sonuglar
elde edilmistir. Bu sebeple arastirmalara hayvan deneyleri ile devam edilmesi
onerilmektedir. In vivo yapilacak bu galismalar, deney hayvanlar1 {izerinde kii¢iik
yara benzeri kesikler agilarak takip edilebilir. ATT/TPU doku iskelelerinin yara
yuzeyinde hiicre prolirasyonunu arttirict ve ya azaltici etkileri gézlemsel galigmalar

ile rapor edilmelidir ve boylece in vitro ¢alismalarimiz desteklenmelidir.

Diger bir agidan bakildiginda keratin hidrojeller iiretilerek, daha yiiksek o6lcglde
dallanmis ve mikro gozenekli bir yapilar elde edilebilir. Ayrica hidrojeller su tutma

kapasitesinin artmasina da sebep olabilir.
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