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Merve GULTEKINOGLU BAYRAM
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Tez Danigsmani: Prof. Dr. Kezban ULUBAYRAM
Ocak 2019, 151 sayfa

Poli(poliol) sebakat (PPS) bazli polimerler degistirilebilir mekanik 6zellikleri,
biyobozunur ve biyouyumlu olmalari nedeniyle biyomedikal ve doku muhendisligi
uygulamalarinda umut vaat eden polimerlerdir. Ancak sentez kosullarinin
zorlugu, sentez slresinin uzun olmasi ve uretim kosullarindaki zorluklar PPS
elastomerlerin yaygin kullanimini kisittamaktadir. Bu tez calismasinda PPS bazli
polimerlerin sentezindeki zorluklarin mikrodalga polimerizasyonu ile asiimasi,
PPS elastomerlerine poli(etilen glikol) (PEG) katilarak fiber Uretim kosullarinin

iyilestiriimesi ve doku iskelesi olarak kullanimi hedeflenmistir.

Bu amagla tez calismasinin ilk béliminde poli(gliserol) sebakat (PGS),
poli(ksilitol) sebakat (PXS), poli(gliserol)sebakat-ko-poli(etilen glikol) (PGS-ko-
PEG) ve poli(ksilitol)sebakat-ko-poli(etilen glikol) (PXS-ko-PEG) polimerleri
mikrodalga polimerizasyonu ile yaklasik 4 dakikada sentezlenmistir. Termal



capraz baglanma reaksiyonlari dugik basing ve ylksek sicaklikta
gerceklesmistir. Ksilitol iceren PXS ve PXS-ko-PEG polimerlerinde serbest
hidroksil gruplarina bagl olarak g¢apraz baglanma suresinin uzadigi tespit
edilmistir. PEG’in poli(poliol) sebakat polimerlerine katiimasi ile elastik modulls
degerleri 1.20+0.01 MPa’dan, 0.060+0.004 MPa’a azalirken, kopma noktasindaki
% uzamanin ~%99'dan ~%160’a arttigi gorulmustur. Polimerlerin termal
ozellikleri incelendiginde camsi gegis sicakliklarinin -28.53 ve -35.48 °C
araliginda oldugu ve vucut sicakliginda elastik davranis sergiledigi gorulmusgtur.
Ayni zamanda % kutle kaybinin 21 ginde % 4.4’den 9.3’e arttigi gézlenmistir.
PEG’in polimer yapisinda su tutma kapasitesini arttirarak hidrolitik bozunma
hizini artirdi§i sonucuna varilmistir. Sentezlenen polimerlerin L929 fibroblast

hlcrelerinde toksik etki gostermedigi tespit edilmigtir.

Tezin ikinci bolumunde sentezlenen PPS polimerlerinden elektrohidrodinamik
(EHD) tasinabilir tabanca ve basingli jirasyon teknikleri kullanilarak fiber Gretimi
gerceklestiriimistir. EHD sistemi ile jirasyon teknigine gore daha dusuk ¢apli (~ 1
pum) fiberler elde edilirken, polimer ¢ozeltisinin iletkenligi ve yuzey gerilimine bagh
olarak uygulanan elektrik alan artis gostermistir. Yapiya PEG’in katilmasi ile
PXS-ko-PEG ve PGS-ko-PEG polimer c¢ozeltilerinin iletkenlik degerlerinde
yaklasik 3.5 kat artis gézlenmistir. iletkenlik degerlerindeki bu artis, siringa jet
olusumundaki mesafeyi kisaltirken, toplayicidaki fiber alanin artmasina neden
olmustur. EHD ile Uretilen PPS fiberlerin hicre tutunmasi ve proliferasyonunu
destekledigi belirlenmigtir. Ozellikle PXS-ko-PEG fiberlerin 7 giin sonra hiicre

canhligi digerlerine goére anlamli derecede artis gostermistir.

Basingli jirasyon teknigi ile Uretilen fiber ¢aplari (~ 10 um) EHD sistemi ile Uretilen
fiberlere kiyasla artis gostermektedir. Jiro-egrilmis fiber Gretiminde donus hizi,
basing, ¢ozelti konsantrasyonu ve viskozitesinin fiber olusumunu dogrudan
etkiledigi belirlenmigtir. Ayrica jiro-egrilmis fiberlerin artan ¢aplarinin, y1gin yapida
olusan poroziteyi arttirdigi ve hucrelerin ¢ boyutlu yapi igerisinde yayilarak
¢ogalmasina imkan vermis oldugu belirlenmistir. Ug-boyutlu jiro-egrilmis fiber
yuzeyine fibroblast hicrelerin tutundugu ve yayildigi mikroskobik incelemelerle

belirlenmistir.



Tezin son bolumunde jelatin metakrilat (Gel-M) hidrojeli sentezlenerek, farkli
derisimlerde hazirlanan hidrojelin su tutma kapasitesi, degradasyon ve
viskoelastik 6zellikleri belirlenmistir. Elastomerik PPS fiber yapilari, sentezlenen
jelatin metakrilat (Gel-M) jeline entegre edilerek, UV kurleme ile hibrid doku
iskeleleri elde edilmigtir. Fiberlerle guglendirilmis hibrid doku iskelelerinin
fibroblast ve keratinosit hiicrelerin ko-kulttrlerini destekledigi, hlicre canliliklarini
ve proliferasyonunu artirdigi gézlenmistir. Sonug¢ olarak gelistirilen hibrid doku
iskelelerinin dermal doku muhendisliginde kullanim potansiyellerinin yuksek

oldugu sonucuna variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Poli(Poliol)Sebakat, Elastomer, Mikrodalga

Polimerizasyonu, Fiber, Basingh Jirasyon, Hidrojel, Doku Iskelesi.
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Poly(polyol) sebacate (PPS) based polymers are promising polymers in
biomedical and tissue engineering field, thanks to tunable mechanical properties
and having biodegradable and biocompatible features. However, difficult
conditions and long duration in synthesis and also challanges in processability
limit the widespread use of PPS elastomers. In this thesis study, it is aimed to
overcome the difficulties in the synthesis of PPS based polymers by microwave
polymerization, to improve fiber production by adding poly(ethylene glycol) (PEG)

and to use them as tissue scaffolds.

By this regard, in the first part of thesis study poly(glycerol)sebacate (PGS),
poly(xylitol)sebacate (PXS), poly(glycerol)sebacate-co-poly(ethylene glycol)
(PGS-co-PEG) and poly(xylitol)sebacate-co-poly(ethylene glycol) (PXS-co-PEG)
polymers were synthesized approximately in 4 minutes by microwave

polymerization. Crosslinking time have been found to prolong in xylitol containing

iv



PXS and PXS-co-PEG polymers due to free hydroxyl groups. PEG addition to
poly(polyol) sebacate polymers, the elastic modulus values decreased from
1.20£0.01 MPa to 0.060+0.004 MPa, while the % extension at break point
increased from ~ 99% to ~ 160%. When the thermal properties of the polymers
were examined, it was found that the glass transition temperatures were between
-28.53 and -35.48 °C and they exhibited elastic behavior at body temperature. At
the same time, % mass loss increased from 4.4% to 9.3% in 21 days in the
presence of PEG. Itis concluded that PEG increases the amount of water uptake
and the rate of hydrolytic degradation in the polymer structure. It was determined
that the synthesized polymers had no toxic effect on L929 fibroblast cells.

In the second part of the thesis, PPS polymers were synthesized using
electrohydrodynamic (EHD) portable gun and pressurized gyration techniques.
Lower diameter (~ 1 um) fibers were obtained with the EHD system, compared
to the gyration technique and applied electrical field increased depending on the
conductivity of polymer solution and surface tension. The conductivity of PGS-
co-PEG and PXS-co-PEG polymer solutions was found to be increased by 3.5
times higher after PEG addition. This increase in conductivity values caused the
fiber area in the collector to increase while shortening the distance in the syringe
jet formation. It was determined that PPS fibers produced by EHD support cell
attachment and proliferation. Especially after 7 days of PXS-co-PEG fibers, cell

viability was significantly increased compared to other sample groups.

The fiber diameters produced by the pressurized gyration technique increased (~
10 um) compared to the fibers produced by the EHD system. It has been
determined that rotation speed, pressure, solution concentration and viscosity
directly affects the gyrospun fiber formation. In addition, the increased diameters
of the gyrospun fibers increased the porosity of the resulting bulk structure and
allowed the cells to propagate in the three-dimensional structure and were
advantageous compared to the fibers produced with EHD. Fibroblast cell
attachment and spreading on three-dimensional gyrospun fiber was determined

by microscopic investigations.



In the last part of the thesis, gelatin methacrylate (Gel-M) hidrogel was
synthesized and the swelling, degradation and viscoelastic properties were
determined for hydrogels with different concentration parameters. Elastomeric
PPS fiber constructs were integrated into synthesized gelatin methacrylate (Gel-
M) gel and hybrid scaffolds were obtained by UV curing. Fibers reinforced hybrid
tissue scaffolds support the co-cultures of fibroblast and keratinocyte cells and
increase the cell viability and proliferation. As a result, it has been concluded that

the hybrid tissue scaffolds have a high potential for skin tissue engineering.

Keywords: Poly(Polyol)Sebacate, Elastomer, Microwave Polymerization, Fiber,

Pressurized Gyration, Hydrogel, Scaffolds.
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1. GIRIS

Fonksiyonunu yitirmis doku ve organ kayiplarinin tedavisinde kullanilan birgok
geleneksel yaklagim vardir. Bunlar, (a) bir bireyden digerine organ nakli ile ilgili
cerrahi stratejiler veya ayni bireyin saglikli bir bélgesinden alinan ve hasarli
bdlgeye nakledilmesi ile ilgili cerrahi stratejiler, (b) hasarli doku ve organlarin
fonksiyonunu yerine getirmek igin mekanik cihazlarin kullaniimasi (6rnegin;
protez kalp kapaklari, eklem implantlari, diyaliz makineleri, vb) (c) farmakolojik
destekleri iceren tibbi stratejiler. Ancak uygun ve yeterli doku/organ
bulunamamasi, dondr azligi, organ reddi, kullanilan tibbi cihazlarin zamana bagl
yikimi veya implante edilen bdlgeye uyum saglamamasi, kronik rejeksiyon gibi
yasanan sorunlar nedeni ile hala doku ve organ kayiplari ginimuzde en buyuk
saglik sorunudur. Bu ihtiyaci kargilamak igin 1988 yilinda A.B.D. Ulusal Bilim
Vakfinda (NSF) Y. C. Yung tarafindan bir fikirle ortaya ¢ikmis ve 1993 yilinda
Langer ve Vacanti tarafindan yayinlanan bir makale ile ilk bilimsel temelleri

atilmistir [1].

Doku Mduhendisligi; fonksiyonunu yitirmis veya zarar gérmus doku/organlarin
yerine kullaniimak Uzere, biyoloji ve muhendislik prensipleriyle laboratuar
ortaminda doku/organ uretimini amaglayan multidisipliner bir alandir [1]. Doku
muhendisliginin temel ilkesi, hasta veya dondrden alinan hucrelerin biyouyumlu
ve biyobozunur tasiyici matriks (doku iskelesi) Uzerine ekilerek, uygun kultir
ortaminda U¢ boyutlu fonksiyonel dokularin gelistiriimesi ve bunlarin hasarli
dokularin onarimi i¢in kullaniimasidir. Ginumuze kadar pek ¢ok doku modelleri
uzerinde calisiimis olup deri, kikirdak gibi doku muhendisligi Granleri klinikte
kullanima girmistir. Bu alanda onemli gelismeler kaydedilmesine ragmen gerek
hlcre tasiyict matriksler gerekse uretim teknikleri alanindaki yasanan sorunlar
henlz ¢ézulmemigstir. Hedef dokular igin ideal doku iskeleleri gelistiriimesi GUzerine

calismalar halen devam etmektedir.

Doku iskelesi hitcreler icin fiziksel destek saglayan ve ayni zamanda hicre

gelismesi (tutunmasi, organizasyonu, buyume, ¢ogalma), farklilagsmasi ve
1



fonksiyonlari agisindan énemli gérevlere sahip yapay bir hiicre disi matrikstir. Ug
boyutlu doku olusumunu destekleyen doku iskelelerinde kullanilan malzemeler
ve tasarimlari kritk &éneme sahiptir. ideal bir doku iskelesi; biyouyumlu,
biyobozunur, hicrelerin ¢ogalmasi/doku olusumu ve besinlerin ve metabolik
atiklarin tagsinmasi icin yliksek yuzey alani/hacim oranina sahip, birbirine bagli
gozenek agi ile Ug boyutlu ve oldukga gozenekli yapida olmasi gereklidir. Ayni
zamanda Uretimi ve sterilizasyonu kolay olmalidir. GlinUimuzde fiber yapidaki
doku iskeleleri yuksek gbzenek yapisi ve yuzey alani ile bu kriterleri en iyi
saglayan yapilardir. Diger taraftan doku iskelesi olarak, polimerler, seramikler,
kompozitler veya bunlarin kombinasyonlari ve aseluler dokular olmak tzere pek
¢ok biyomalzeme kaynagi kullaniimigtir. Dokularin sahip oldugu mekanik
Ozelliklere benzetim agisindan polimerler diger malzemelere gore daha ¢ok 6n
plana c¢ikmaktadir. Ayarlanabilen mekanik o6zelliklerinin yani sira, polimerik
malzemeler gerek hucre kultir ortaminda gerekse vicut iginde fonksiyonlarini
yerine getirdikten sonra kolaylikla absorbe olabilmektedir. Biyobozunur polimerik
biyomalzemelerde arasinda polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve
bunlarin ko-polimerleri olan poli(laktik-glikolik asit) (PLGA), polikaprolakton (PCL)
gibi poliesterler siklikla kullaniimaktadir [2]. Poliesterler hidrolize ugrayarak dogal
metabolik yapitaslarina  bozunabilir ve kolaylikla vicut tarafindan
absorplanabilirler. Son yillarda sebasik asit ile seker alkollerinin (polioller)
polikondenzasyon reaksiyonlari ile elde edilen poli(poliol sebakat) (PPS) bazli
polimerler, gerek biyobozunur bir elastomer yapida olmalari gerekse FDA onayl
olmalari nedeniyle bu alanda ilgi gekmektedir. Ancak bu polimerlerin sentezlerinin
uzun olmasi ve uretimde yasanan zorluklar bu polimerlerin medikal ve doku

muhendisligi uygulamalarindaki kullanimini kisitlamaktadir.

Bu tez kapsaminda biyobozunur, elastomerik poli(poliol) sebakat (PPS) bazlh
polimerlerin mikro dalga teknidi ile sentezi, jiro fiberlerin Uretimi ve bu fiberlerin
UV ile muamele edilebilir metakrilatianmis jelatin (Gel-M) hidrojel ile entegre
edilerek fiber destekli hibrid doku iskelelerinin gelistiriimesi hedeflenmistir. Bu
amacla tezin ilk asamasinda poli(poliol) sebakat (PPS) bazli (poligliserol sebakat
(PGS), poliksilitol sebakat (PXS) ve bunlarin polietiien glikol (PEG) ile
kopolimerlerinin sentezi planlanmistir. Daha sonra sentezlenen polimerlerden
2



elektrodinamik tabanca diuzenegi ve basingli jirasyon teknidi ile jiro-egrilmis
fiberlerin  Uretilmesi ve iki teknigin Uretim agisindan karsilastiriimasi
amaclanmistir. Calismanin son bdlimunde ise Uretilen bu fiberlerin Gzerine Gel-
M hidrojelin uygulanarak, fiber destekli hibrid doku iskelelerin gelistiriimesi ve bu
hibrid doku iskelelerinin 3 boyutlu fibroblast-keratinosit ko-kulturlerinin

olusturulmasinda potansiyelleri degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elastomerler

Elastomerler, gekme kuvveti uygulandiginda ylksek miktarda uzama gdsteren ve
uygulanan kuvvetin kaldiriimasiyla baslangi¢ uzunluguna dénen, ¢apraz bagl
kauguk benzeri polimerlerdir. Bu 06zellikleri elastik davraniglarindan
kaynaklanmaktadir. Polimer zincirleri arasinda bulunan gapraz bag oraninin az
olmasinin etkisiyle polimer zincirleri hareket edebilmektedir. Ayrica c¢apraz
baglarin olugsmasiyla birlikte, elastomerlerin ¢ozunmesi veya erimesi mumkun
degildir. Amerikan Test ve Malzeme Dernegi (ASTM) tarafindan yapilan
elastomer tanimina gore elastomerler; malzeme boylar 1.5 katina kadar
esnetildikten sonra en az 1.25 katina kadar geri donebilen ve 0.1 — 20 MPa
arasinda lineer bir gerilim-uzama grafigine sahip olan malzemeler olarak
tanimlanmistir.  Bunlara ek olarak biyomalzeme olarak kullanilan
biyoelastomerler komsu ve ¢evre dokulara karsi biyouyumlu malzemeler olmalari
gerekmektedir. Biyoelastomerler ancak bu kosullarda teshis, tedavi, doku
onarimi ya da yenilenmesi veya doku fonksiyonlarini iyilestirici uygulamalarda

kullanilabilirler [3].

Elastomer malzemelerin biyomedikal alanda kullanimlari 19.yy’in sonlarinda
kauguk endustrisinin gelismesiyle baslamaktadir. Capraz baglanmis kauguk ilk
olarak cerrahi eldivenlerde kullaniimaya baslanmistir. Biyouyumluluklari,
dayanikhliklari, mekanik uyumlart ve ekonomik dUretimlerinden dolayi
kardiyovaskuler cihazlar, protezler, kateterler, ortodontik ve oftalmolojik
uygulamalarda siklikla tercih edilen bir malzeme olmustur. Biyobozunur
elastomerler; Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan Sinif Ill olarak
kategorize edilmis olup, doku muhendisligi uygulamalarinda kullanimi ise

yaklasik 100 yil sonra baglamistir [4].

Biyoelastomerler genel olarak vucutta kalig surelerine bagli olarak iki gruba
ayrilirlar. Uzun sureli biyoelastomerler kullanim amacina uygun olarak vucut
icinde vyillarca kalmak Uzere tasarlanirken; kisa sureli biyoelastomerler ise

implantasyon sonrasinda onceden belirlenmig bir zaman araliginda bozunma



yetenegine sahiptirler. Doku muhendisligindeki gelismelerle birlikte biyobozunur
elastomerler bu alanda 6nemli bir polimer sinifi olarak kargsimiza ¢ikmaktadir.
insan viicudundaki pek cok dokunun elastomerik dzellik sergilemesinden dolayi
deformasyon ve hasarlarin onarimi i¢in biyobozunur elastomerik doku iskeleleri

onemli avantajlara sahiptir [5].

Genel olarak biyomedikal elastomerler ylksek saflikta ve uygulama alanlarina
gbre optimum fiziksel, kimyasal ve mekanik o6zelliklere sahip olmalidirlar.
Biyobozunur elastomerler icin bozunma hizi doku rejenerasyonu ile uyumlu
olmali ve bozunma sonucu ortaya ¢ikacak kalintilar herhangi bir irritasyon ya da
enflamasyona yol agmamalidir. TUm biyobozunur elastomerler hidroliz olabilen
bagdlar icerir ve bu yluzden doku iskelelerinde bozunma; hidroliz ya da enzim
katalizli hidroliz mekanizmasi ile ilerler. Cok az bir oranda oksidasyon Uzerinden
degradasyon da gergeklesebilir. Cogu biyoelastomer igin pasif hidroliz
bozunmada baskin mekanizmadir ve polimerin sahip oldugu kimyasal yapi,
kristalinite, hidrofobiklik, pH degeri ve sicaklik gibi yapisal ve cevresel faktorler

tarafindan etkilenir.

Polimerin kimyasal yapisi hidroliz hizini belirlemektedir ve genel olarak anhidrit
ile esterler en kolay hidroliz olabilen baglardir. Hidrolizlenme yeteneginde bu
baglari ester ve amitler izlemektedir [6]. Hidroliz, su molekullerinin polimer
zincirlerinin arasina girmesiyle gerceklesen bir reaksiyon olarak dusunulebilir ve
sonu¢ olarak hidrofilik polimerler ylksek su tutma kapasitelerinden dolayi

hidrofobik polimerlere oranla ¢ok daha hizli hidrolize olabilirler.

Bozunma mekanizmasi, yuzey ve yigin bozunmasi olarak siniflandirilabilir.
Yuzey bozunmasi esnasinda polimer implantin formu korunur ve gogunlukla
kontrolll ilag salim sistemleri uygulamalarinda kullanilan bir yaklasimdir. Ylzey
erozyonu ile ortama salinan ilag miktari kontrol altina alinmig olur [7]. Yigin
bozunmada ise mekanik 6zellikler dogrudan degisecedi icin bu tip biyoelastomer
uygulamalari genellikle doku iskelelerinde kullanilir ve implantasyon bolgesinde
yeni dokunun gelismesi ile birlikte gegici polimerik elastomer bozunarak absorbe
olur. Doku muhendisligi uygulamalarinda geligtirilen sentetik biyoelastomer

malzemelere oOrnek olarak politretanlar (PU), polihidroksialkanoatlar (PHA),



silikon elastomerler ve en son Uyelerinden biri olarak da poli (poliol sebakat)

turevleri verilebilir.

2.1.1. Poliluiretanlar

Polidretanlar, temel yapilarinda Uretan grubu (Sekil 2.1) igeren ¢ok genis bir
polimer ailesidir. ilk kez 1937 yilinda Alman bilim insani Otto Bayer tarafindan
diizosiyanat (1,6-diizosiyonatoheksan) ile diol (1,4-bitandiol) tepkimesi ile

sentezlenmistir [8].

——NH—C—0——

Sekil 2.1.  Uretan grubu.

Poliuretanlar kimyasal bilesen olarak ¢ok genis cesitlilige sahip bir polimer
ailesidir. Mekanik Ozellikleri, dokuya 6zgu biyouyumluluklari ile biyomedikal
uygulamalarda en sik kullanilan sentetik polimer tipi olarak 6n plana ¢ikmislardir.
ik olarak kan torbalari, kardiyovaskiiler ve uriner kataterler olarak kullaniimaya
baslanmistir. Biyobozunur politretanlar ise 90’li yillardan itibaren sentezlenmeye

baglanarak biyomedikal uygulamalarda kullaniimaya baslanmistir.

Politretanlar genel olarak diizosiyanat (O=C=N-R1-N=C=0) ve diol ya da poliol
iceren ¢oklu serbest terminal hidroksillere (-OH) sahip bilesiklerin tretan bagi
(-NHCOQO-) ile baglanmasi ile elde edilir [9]. Sentezlenen polimer dusik mekanik
dayanima sahip olur ve zincir uzaticilarin kullanimi ile polimer zincirleri
birbirlerine baglanarak daha uzun politretan zincirleri elde edilir. Zincir uzaticilar
diol (HO-R-OH) veya diamin (Hz2N-R-NH2) fonksiyonelligine sahip olabilir ve eger
diamin kullanilir ise elde edilen polimer “politretan Ure” olarak isimlendirilir. Poliol
zincirleri (polieter ya da poliester) yumusak segmentleri olustururken, diizosiyanat
ve zincir uzaticinin bulundugu bdlgeler sert segmentleri olustururlar. Yumusak
segmentler amorf yapida olup, polimere kaugugumsu 06zellik ve dusik camsi

gecis sicakh@i saglarlar. Uretan kisimlar ise polimere sertlik saglar.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Otto_Bayer&action=edit&redlink=1

Polidretanlar genel olarak iyi biyouyumluluga sahip olup fibroblast ve endotel
hicreler gibi sitotoksisite testlerinde siklikla kullanilan hucreler ile gogunlukla
olumlu sonuglar vermiglerdir [10]. Ancak uzun dénem biyouyumluluk
calismalarinda bazi dezavantajlara sahip oldugu rapor edilmistir. Ozellikle
aromatik diizosiyanat kullanilan politretanlarin potansiyel karsinojen olduklarina
dair calismalar literaturde mevcuttur [11, 12]. Degradasyon urunleri izosiyanatlar
olmasa da polimerik biyomalzeme igcinde reaksiyona girmemis ve
uzaklastirlamamis eser miktarda serbest izosiyanat monomer kalintilari toksisite
acisindan risk olusturmaktadir. Bu yuzden biyomedikal uygulamalarda lizin
diizosiyanat ve butil diizosiyanat gibi duz zincirli diizosiyanatlar aromatik
izosiyanatlarin yerini almislardir. Bu diizosiyanatlar kullanilarak sentezlenen
politretanlar ile gergeklestirilen ¢alismalarda immun cevap olusumu ya da doku
O0lumu rapor edilmemigtir [13]. Biyouyumluluklarina ek olarak poliuretanlar,
sert/yumusak segment oraninin ayarlanmasi ve oldukg¢a genis polidiol/poliester
ve zincir uzatici segimleri ile farkh mekanik o6zelliklere sahip olarak

sentezlenebilirler [14, 15].

2.1.2. Polihidroksialkanoatlar

Polihidroksialkanoatlar (PHA) 6zel ireme ortamlarinda degisik turlerde Gram-
pozitif ve Gram-negatif mikroorganizmalar tarafindan sentezlenirler [16]. Bu
karbon zengini Ureme ortamlarinda besiyerleri amonyum, potasyum, slilfat,
magnezyum ve fosfat gibi temel natrientler yoksundur. Bu ortamda Ureyen
bakteriler fazladan karbon kaynagini hiicrelerinde depolamaya basglarlar ve kuru

hdcre agirhginin %90’ 1ina kadar depolama gergeklesebilir [17].

Gunumuze kadar R grubu farkhh 150’nin Uzerinde hidroksialkanoat polimeri
bakteriyel kaynaklardan izole edilmistir [18]. Poli 3-hidroksibutirat (P3HB) en fazla
calisiimis ve dretiimis ve karakterize edilmis PHA tird olarak 6n plana
ctkmaktadir [19]. Diger dogal biyopolimerler gibi P3HB de yuksek biyouyumluluga
sahiptir ve hayvan hucrelerinin membranlarinda yaygin olarak bulunmaktadir
[20]. P3HB’nin bozunma drund olan 3-hidroksibutirik asit de beyin, karaciger,
bdbrek gibi dokularda da bulunan bir metabolit olarak yer almaktadir [21]. Ote

yandan PHA’larin bakteriyel bir fermentasyon urtinu olarak yer almasindan dolayi



protein gibi dogrudan bakteriyel ya da ylzey aktif malzemeler gibi 6zutleme iglemi
artiklarini pirojen etki gostererek inflamasyon cevabi olugturabilmektedir. Kisa
donem biyouyumluluklarinin degerlendirildigi calismalarda PHA elastomerlerin iyi
sitouyumluluga sahip olduklari, bozunma drunlerinin genel olarak hicre
canlihgini negatif yonde etkilemedigi ancak hayvan deneylerinde oldukca fazla
sayida inflamasyon reaksiyonu gelistirme potansiyeline sahip olduklari rapor
edilmistir [22].
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Sekil 2.2. Polihidroksialkanoatlar.

PHA'larin mekanik Ozellikleri de yan zincirlerin gesitliligine ve ester baglari
arasindaki uzakliga gore kirilgan tirden, sentetik kauguga kadar genis bir 6lgekte
farklihk gostermektedir (Sekil 2.2) [23]. Kisa yan zincirlere sahip PHA’lar daha
kristalin ve kirilgan bir karaktere sahipken; yan zincir uzadikga polimer yumusak
ve elastik bir hale gelmektedir. Polimerlerin kristalinitelerine bagh olarak
termoplastik elastomer 6zellikleri de farkhlik gostermektedir [24]. Artan kristalinite
beraberinde sert ve kirilgan bir yapi getirdiginden dolay! yuksek kristalin PHA'lar

doku muhendisligi uygulamalarina uygun polimerler degillerdir.

2.1.3. Silikon Elastomerler

Silikon elastomerler silisyum-oksijen baginin tekrar edildigi sentetik polimerlerdir
ve silisyuma bagl olan gruplarin degigimi ile farkhlik gosterirler. Silisyuma bagli
olan R grubu sadece metil ya da vinil, fenil, siyanoalkil, hidroksil veya alkoksi gibi
farkli turlerde olabilir [25].

Si-O-Si baginin reaktif olmamasindan ve biyolojik olarak bozunmamasindan

dolayi silikon implant malzemeleri biyolojik olarak inert ve non-toksik olarak kabul



edilmektedir [26]. Silikon elastomerler basta sert doku ve ortopedik uygulamalar
olmak uzere gesitli implantlarda kullanilmakla beraber, diyaliz, oksijenator ve
bypass cihazlari gibi harici biyomedikal uygulamalarda ve dermal tabakalar,

yanik ortuleri ve estetik implantlarda kullaniimaktadirlar.

2.1.4. Poli(poliol)Sebakatlar

Poli(poliol sebakat) (PPS) turevleri sebasik asit ile seker alkollerinin (polioller)
polikondenzasyon reaksiyonlari ile tepkimeye girmesi sonucunda elde edilen
poliester elastomer yapilardir ve ilk defa Langer ve ark. tarafindan medikal
uygulamalarda kullanilmak Gzere geligtiriimigtir [5]. PPS’ler sentezlerinde
kullanilan poliollerin turine gore adlandirlirlar. Yiyecek endustrisinde kullanilan
gliserol, ksilitol, sorbitol, mannitol gibi seker alkolleri kullanilarak hazirlanan
turlerin her biri PPS’lerin bir alt tGrinG olusturur (Cizelge 2.1). Tlrevlendirilen
poli(poliol) sebakatlarin yapi taslari olan sebasik asit, gliserol, ksilitol ve sorbitol
Birlesik Devletler Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan medikal uygulamalarda
kullanilabilirlikleri konusunda onaylanmistir. FDA tarafindan onaylanan bir diger
polimer olan PLGA’ya gbre de bozunurken sisme gdstermez ve ¢ok daha az

enflamasyon ve fibréz doku olusumuna yol acgarlar [27, 28].

PPS sentezi genellikle iki basamakta gerceklesmekte olup ilk basamak 6n
polimerizasyon olarak adlandiriimakta ve sebasik asit ile gseker alkolinun
tepkimesi sonucu olusan jel benzeri yapinin ortaya ¢ikmasi ile sonlanmaktadir.
Bu reaksiyon, poliolun tiriine gore 110 ile 140 °C arasindaki sicaklikta ve 4 ile
24 saat arasinda gerceklesir. Esterifikasyon tepkimesi esnasinda seker
alkolindeki primer hidroksiller ile sebasik asitin karboksil gruplari arasinda ester
bag! olusur ve on polimer olarak adlandirilan oncul zincirler elde edilmis olur.
ikinci basamakta ise birinci basamakta olusturulan sartlar vakum esnasinda
tekrarlanarak daha fazla hidroksil grubunun serbest karboksilik asit gruplari ile
etkilesmesi ve yaplyi ¢capraz baglamasi saglanir. Capraz baglanan polimer eriyik
hale gelemez ya da coziculer tarafindan cozilemez. Ancak o6n polimer
tetrahidrofuran, dioksan, N,N-dimetilformamit gibi organik c¢o6zlculerde
¢Ozunerek ya da eriyik hale getirilerek kaliplara dokulmesi ile farkl geometrilerde

polimerik malzemelerin eldesi mumkunddar.



Yukarida bahsedildigi Uzere PPS’ler biyouyumlu, biyobozunur ve degistirilebilen
mekanik Ozellikleriyle biyomedikal teknolojilerde yakin ge¢miste kullanilan
biyoelastomer yapida poliesterlerdir. Yiyecek endustrisinde kullanilan gseker
alkolleri ve dogal bir Grlin olan kastor yagindan elde edilen sebasik asit bilesenleri
ile toksik 6zellige sahip degildirler. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde poli(poliol)
sebakat sentez ¢alismalarinda poliol kaynagi olarak genellikle gliserol kullanildigi
gbze garpmaktadir. Kullanilan polioltn zincir uzunlugu, molekul agirligi, hidroksil
gruplarinin sayisi v.b. ézelliklerine bagli olarak elde edilen poli(poliol) sebakat

polimerinin mekanik ozellikleri farklilik gostermektedir [29].

Cizelge 2.1. Poli(poliol)sebakatlarin poliol tliriine gore siniflandiriimasi [4].

Seker Alkol Tiiri Molekil yapisi PPS
Glikol (2C) HOke o e PES
Gliserol (3C) OH PGS
vo. BB
Eritritol (4C) OH PES
Ho A~
OH
Ksilitol (5C) He PXS
HO/\K‘Y\OH
HO HO
Mannitol (6C) OH oH PMS
HO/\:)\I/'\,OH
OH OH
Sorbitol (6C) OH ©OH PSS
/Y'\{T\/OH
HO
OH OH




Poli(gliserol)sebakat (PGS)

Gliserol ve sebasik asitin kondenzasyon polimerizasyonu ile sentezlenen
poli(gliserol)sebakat (PGS) kisa slre igerisinde biyomalzeme alaninda
kullaniimaya baglanmistir [30]. Poli(poliol)sebakatlar arasinda PGS (Sekil 2.3) en
sik ¢aligilan tiir olmustur. Ozellikle bu polimerin biyouyumlu olmasi, biyobozunur
olmasi ve ayni zamanda degredasyonunun enzimatik ve hidrolitik olarak
gergeklesmesi, bozunma urunlerinin toksik etki yaratmamasi medikal alanda 6ne

cikan ozellikleridir.

OH

HO OWO
4

Sekil 2.3. PGS polimer yapisi.

PGS biyomalzeme ve doku muhendisligi uygulamalarinda mekanik 6zellikleri
sebebiyle ozellikle kikirdak, kalp kasi, sinir doku muhendisligi, kan damarlari vb.
yumusak doku uygulamalarinda basari ile kullaniimaktir. Ayrica kullanim alaninin
cesitlendirilebilmesi icin PGS temelli harman yapilar ve/veya kopolimer yapilarin
kullanildigi calismalar da mevcuttur [31-33]. Biyouyumlu ve biyobozunur
Ozellikteki poli(poliol) sebakat yapilarinin sentezi literattirde ilk defa Wang ve ark.

tarafindan geleneksel kondenzasyon polimerizayonu ile gergeklestirilmistir [34].

PGS’in bozunma hizi mol oranlari ve c¢apraz baglanma yogunluguyla kontrol
edilebilir. Capraz baglanma yogunlugu reaksiyonun ikinci basamaginda sicaklik
ve sure ile dogru orantili olarak arttirilabilmektedir. PGS’in in vitro ¢alismalarda
sergiledigi bozunma profiline gore hidrolitik olarak 2 aylik bir sirede %10 — 25
oraninda bozundugu rapor edilmigtir. Ancak in vivo ¢alismalarda bu slrenin ¢ok
daha kisa olabilecegine dair bulgular da vardir. 37 °C’de PBS iginde ¢alkalanarak

bozunma orani izlenen PGS %17 +6 oraninda agirhgini kaybederken hayvan

11



uygulamasinda ayni surede tamamen absorbe olmustur [35]. Canli vicutta
enflamatuar hucreleri tarafindan salgilanan enzimler veya dogrudan makrofajlar
tarafindan parcgalanan polimer baglari bozunma iglemini katalizler ve in vivo
bozunmanin ¢ok daha kisa suUrede gergeklesmesini saglamaktadir. Wang ve
arkadaslar tarafindan gercgeklestirilen in vivo ¢alismada sikisma modulisunin
bozunma ile lineer olarak azaldigi gorulmus ve bu ylzden bozunma
mekanizmasinin yutzeyden gergeklestigi bildirilmistir [34]. PGS implantin sekli
korunmus, PLGA o&rneklerinde oldugu gibi genis c¢apli bir deformasyon
gOzlenmemigtir.

Literatirde PGS’in Young’s modulus degerinin 0.056—1.5 MPa arasinda degistigi
ve %40 — 450 arasinda uzamaya sahip oldugu belirtiimistir. PGS’nin Young’s
modulus degeri 0.282 + 0.025 MPa, ¢ekme uzamasi % 267 = 59.4 ve gcekme
direnci de 0.5 MPa olarak rapor edilmistir [33-35]. Liu ve arkadaslari, PGS’nin
mekanik dayaniminin bilesenlerin mol oranlari ve reaksiyon kosullari ile
degistigini ve bunun sonucu olarak elastikiyet, bozunma ve termal isleme
Ozellikleri farkli malzemelerin Uretilebilecegini gostermiglerdir [36]. Bu ozellikleri
PGS’nin deri, kas ve ligament doku muhendisligi uygulamalari icin yuksek

potansiyel tagidigini gostermektedir.

Poli(ksilitol)sebakat (PXS)

PXS polimeri, PGS’den sonra en fazla ¢aligilan poli(poliol)sebakat turevi olarak
one cikmaktadir. PXS’de gliseroliin yerini ksilitol almistir ve artan hidroksil orani
ile capraz baglanma derecesi daha ylksektir. PXS’nin biyouyumluluguna dair
gergeklestirilen ¢calismalar sonucunda malzemenin biyobozunur medikal implant
ve cihaz Uretiminde umut vadeden Ozellikte oldugu vurgulanmistir. Ayrica
monomer mol oranlarinin polimer Uzerine etkisi incelendiginde; PXS
biyoelastomerinin camsi gecis sicakldi, ksilitol:sebasik asit mol oraninin 1:1 ve
1:2 oldugu durumlarda 7.3 ve 22.9 °C olarak bulunmustur ve vicut ici
uygulamalar igin uygun olarak kabul edilmistir. Mol orani 1:1 olan biyoelastomerin
Young's modulus degeri 0.82 MPa olarak hesaplanirken, 1:2 oraninda
sentezlenen ornekte bu deger 5.33 MPa’a ¢gikmistir. Kopma anindaki uzama ve
cekme direngleri de sirasiyla 1:1 mol orani i¢in % 205.2 ve 0.61 MPa; 1:2 mol
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orani i¢in ise % 33.1 ve 1.43 MPa olarak rapor edilmigtir. Mol oranlarindaki
degisim bozunma hizlarini da etkilemekte olup, 1:1 mol oranina sahip érnekler in
vivoda 7 hafta iginde tamamen absorbe olurken; 1:2 mol oranina sahip
orneklerde ise 28 hafta sonra kitle kaybi olmadigi gértlmustir. Bozunma siresi
mol orani ve gapraz baglanma yogunlugu ile ayarlanabilen PXS polimeri hem
kisa hem de uzun donem implantasyon uygulamalari i¢in kullanilabilir oldugu

belirlenmistir [37].

2.2. Hidrojeller

Hidrojeller, ¢capraz bagl polimer zincirlerinden olugsan, agsi yapida ve yuksek
oranda su tutma kapasitesine sahip makromolekuler U¢ boyutlu yapilardir.
Hidrojeller, yuksek su igerikleri, yumusaklik, esneklik ve biyouyumluluk gibi
Ozellikleri nedeniyle doku muhendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilan bir
destek malzemesidir. Hidrojellerin canli dokularla benzerlikleri biyomalzeme
uygulamalari igin birgok firsat yaratmaktadir. Glinimuzde hidrojeller, kontakt
lens, hijyen urunleri, doku iskeleleri, ila¢g salim sistemleri, yara ve yanik ortu

malzemelerinin Uretiminde siklikla kullaniimaktadir.

Hidrojeller su tutma ve sigsme Ozelliklerine bagl olarak, yluksek sivi igerikleriyle
hicre digi matriksi basari ile taklit etmektedir. Hidrojellerin eldesinde kullanilan
¢apraz baglanma yodntemleri arasinda kovalent baglanma, iyonik etkilesim,
fonksiyonel akrilat gruplarinin uv isinlari ile ¢capraz baglanmasi ¢ogunlukla
kullanilan yéntemler arasinda yer almaktadir [38]. Ayrica hidrojel sistemlerinin
dinamik kovalent baglar sayesinde; mekanik deformasyonlara karsi direng,
yenilenme gdsterebildigi, fizyolojik kosullarda kendiliginden duizenlenebilen ve
kendini yenileyebilen uygulamalari da son yillarda populerlik kazanmigtir.
Ekstraselluler matriksteki biyomakromolekullerden ilham alinarak tasarlanmis
bircok hidrojel yapi vardir. Doku iskelesi olarak kullanilan hidrojeller ¢esitlerine
gore farkl basliklar altinda siniflandirilabilir (Cizelge 2.2).

Hidrojellerin siniflandiriimasi sirasinda baslica ve en 6nemli 6zellik hidrojeli
olusturan polimerik yapinin kaynagidir. Dogal, sentetik ya da yari sentetik olarak

siniflandirilan hidrojellerin kendine 6zgl avantajlara sahiptirler.
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Cizelge 2.2. Hidrojellerin siniflandiriimasi [38].

Hidrojellerin Siniflandirmasi
Kaynak Dayanikhilik Uyaran Yuk Yapi Kompozisyon
cevabi
Dogal Dayanikli Akilh Katyonik Amorf Homopolimer
Sentetik Bozunur Geleneksel Anyonik Yari Kopolimer
kristal
- - - Noétral - Yari-gegisimli
Amfolitik ad

2.2.1. Dogal Kaynakh Hidrojeller

Dogal kaynakl hidrojeller, polisakkarit ya da protein temelli hidrojeller olarak iki
alt baglhkta incelenebilir. Cesitli hidrojellerin hazirlanmasi icin Onerilen sayisiz
polimer turlerinden biri olan polisakkaritler, biyomedikal uygulamalarda uzun
suredir kullanilan malzemeler arasindadir. Bozunan polimer zincirlerinden ortaya
¢tkan monomer kalintilarinin canli sistemlere toksik etki gostermemesi, suda
¢ozunebilirlikleri, yuksek sisme kapasiteleri ve ¢ok cesitli fonksiyonel gruplar
Uzerinden basit kimyasal modifikasyonlara agik olmalari en énemli avantajlaridir.
[39, 40]. Ayni zamanda polisakkarit temelli hidrojeller, insan vicudundaki
enzimatik olaylar ile biyobozunurlar. Polisakkarit malzemelere 6rnek olarak

aljinat, kitosan, karragenan, gellan, ksantan, seluloz, agar ve pektin sayilabilir.

Protein yapilardan elde edilen hidrojeller, hucre digi matriks ile yapisal, mekanik
ve kimyasal benzerlik gosterir ve biyolojik uyumluluklari yuksektir. Bunlara ek
olarak, protein temelli hidrojeller vicutta proteolitik enzimler ile toksik olmayan
yap! taslarina bozunabilme 6zelliklerine sahiptirler. Bu nedenlerden dolayi,
protein temelli hidrojeller gok yonli malzemeler olarak siniflandirilmaktadir [41].
ipek fibroin, kolajen, jelatin, fibrin, elastin, keratin basta olmak tizere cogunlugu
fibriler protein yapilar siklikla protein temelli hidrojel calismalarinda tek basina ya
da bilesen olarak kullaniimaktadir. Dogal hidrojeller biyoaktif yapida
olduklarindan dogal adezyon bolgelerine sahiptir.
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Gunumuzde polisakkaritler ve proteinlerden olusan yapilar, kontrolll ilag salim
ve gen tasinim sistemlerinde ve doku muhendisligi ¢calismalarinda kullaniimak
uzere siklikla modifiye edilmektedir. Dogal, yenilenebilir, toksik olmayan ve
biyobozunur kaynaklardan gelistirilen polisakkarit bazli hidrojeller, “cevre dostu”

urunler olarak gorulmektedir.

2.2.2. Sentetik Kaynakl Hidrojeller

Sentetik polimerik hidrojeller, biyomedikal alanda siklikla kullanilan ve surekli
gelistirilen bir biyomalzeme grubudur. Sentetik hidrojeller genellikle poli
(hidroksialkil metakrilat), poli (akrilat), poli (akrilik asit), poli (akrilamit), poli
(metakrilamit), poli (vinilpirolidon) ve poli (vinil alkol) turleri ve tarevieri ile
sentezlenmektedir [42]. Bunlar ylksek su tutma kapasiteleri, uygun jel kuvveti ve

yuksek olgekte dusuk maliyette Uretim gibi avantajlar sergilemektedir.

Sentetik hidrojeller sentez sirasinda sicaklik, kimyasal konsantrasyon ve
cevresel etmenlerin kontrolu ile duzenlenebilmektedir. Ayrica zamana bagl
olarak hidrolize olabilen ve/veya biyobozunur yapi kompozisyonlari da
duzenlenebilmektedir. Ancak hucrelerin hidrojel yapilarina tutunmasi, yayilmasi,
go¢ etmesi ve ¢ogalabilmesi icin hicre adezyon molekullerine sahip olmasi
gerekmektedir. Sentetik yapilar adezyon molekdillerinin kovalent asilanmasi,
adsorpsiyonu veya elektrostatik etkilesimleri ile biyoaktif hale getiriimektedir.
Dogal ve sentetik kaynakli hidrojeller ve uygulama alanlari ile ilgili bazi 6érnekler

Cizelge 2.3’te verilmigtir.

2.2.3. Yarisentetik Hidrojeller

Dogal polimerlerin mekanik ozelliklerinin disuk ve sinirli olmasi nedeniyle
makromolekiler yapinin sentetik polimerlerle desteklenmesi gerektiginden yari
sentetik olarak adlandirilan hidrojeller ortaya ¢ikmigtir. Bu tip hidrojeller arasinda
kollajen-akrilat, alginat-akrilat, PLGA-ko-serin, PEG-ko-peptitler, alginat-g-(PEO-
PPO-PEO), kitosan-g-(PEO-PPO-PEO) gibi hidrojel sistemleri medikal

uygulamalarda genig olarak yer almaktadir. Mevcut hidrojeller arasinda son
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yilllarda 3-boyutlu yazici sistemlerde siklikla kullaniimasi nedeniyle jelatin
metakrilat (Gel-M) hidrojeller oldukga fazla ilgi toplamistir. Bu tez galismasinda
da jelatin metakrilat jelin kullaniimasi nedeniyle bu bélimde jelatin metakrilata yer

verilmistir.

Jelatin bazl hidrojeller uygun biyolojik ve ayarlanabilir fiziksel 6zellikleri nedeniyle
siklikla birgok biyomedikal uygulamalarda kullaniimaktadir. Hicre digi matriksin
en dnem bilesenlerinden biri olan, kolajenin hidroliz GrinG olan jelatin hicre
tutunmasini saglayan arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) sekansini yapisinda
barindirir [43]. Dogal kaynakli bir bilesen olan jelatinin sentetik modifikasyonu ile
uretilen jelatin metakrilat (Gel-M) hidrojeli her iki hidrojel tariintin de avantajlarini
barindirmaktadir. Gel-M hidrojeller sahip olduklari hicre tutunma ve matriks
metalloproteinaz duyarl peptit motifleri sayesinde hicre tutunma, ¢ogalma ve
yayllmasina uygundurlar ve bu 6zelliklerinden dolayi hticre digI matriks yapilarina
blylk benzerliklere tasirlar [44]. UV isini ile c¢apraz baglanabilme
yeteneklerinden dolayi istenilen formda Uretilebilirler, capraz baglanabilir uglarin
yogunlugu ve Gel-M konsantrasyonu sayesinde de mekanik ozellikleri timuyle
kontrol edilebilir [45]. Kolajen ile karsilastirildiginda ise daha fazla ¢ézunurluk ve
daha az antijenlik Ozellikleri 6n plana c¢ikar. Gel-M c¢ozeltileri, UV 1sIk ve
fotobaslatici varliginda kovalent olarak ¢apraz baglanmis ag yapilari olusturmak
uzere radikal polimerizasyon tepkimelerine girer. Gel-M hidrojeli bu 6zelligi
saglayan metakrilat gruplari, metakrilik anhidritin jelatindeki o6zellikle lizin
uglarindaki amino gruplari ve hidroksil uclari ile dogrudan tepkimeye girmesiyle
gerceklesir [46]. Reaksiyon jelatinin timuyle suda ¢ozunebilir oldugu 45°C ve
yukarisindaki sicakliklarda ve pH 7.4’te gerceklesir (Sekil 2.4). Jelatinin ve
metakrilik anhidrit oraninin degistiriimesi ile jelatinin metakrilatlanma orani kontrol
altinda tutulabilir ve dolayisiyla ayni derisimde Gel-M ile farkli fiziksel 6zelliklere

sahip hidrojellerin sentezi mamkuindur [64].
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Cizelge 2.3. Dogal ve sentetik hidrojellerin uygulama ornekleri [38].

DOGAL SENTETIK
Polimer Uygulama alani Polimer Uygulama alani

Hiyaluronik Deri, damar, kemik PEG-PLA Kemik [48]

asit (HA) vb. [47]

Fibrin Kikirdak, deri, PEG Kemik, kikirdak,
kardiyovaskuler vb. kardiyovaskdler,
[49, 50] damar vb. [51]

Aljinat Kikirdak, deri, kemik, | PEGDA Damar, kikirdak
vb.[52, 53] [54]

Kolajen Kikirdak, deri, sinir, PLA-PEG-PLA | Kikirdak, pankreas
omurilik vb. [55] [56]

Peptit amfifil | Kemik, kikirdak vb. PEG-PLA-PVA | Kikirdak
[57]

Kondroitin Kemik, kikirdak vb. PHEMA-MMA Sinir [59]

sulfat [58]

Kitosan Kemik, deri vb. [60] | PVA Kikirdak [61]

Gelatin Damar, deri, PHEMA GOz, iskelet kasi,
vaskuler, kikirdak, omurilik vb. [63]
sinir vb. [62]

Gel-M hidrojeller
immunojenik  cevaplarinin
ayarlanabilir mekanik ve bozunabilme o&zellikleri

harmanlanabilme yetenekleri sayesinde doku muhendisligi uygulamalarinda

biyouyumluluklari,

olmamasi

biyobozunabilirlikleri,

gibi temel

avantajlarinin

ve farkl

sayisiz ¢calismada kullaniimiglardir. Bu ¢alismalar Cizelge 2.4’'te 6zetlenmistir.
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Sekil 2.4. Jelatinin metakrilik anhidrit varliginda metakrilatlanma reaksiyonu

(htcre tutunmasinda rol oynayan RGD sekansi [43]).

Cizelge 2.4. Doku muhendisligi alaninda kullanilan Gel-M hidrojellerin farkli

Ozellikleri.
Noral [41] Elektriksel iletkenlik (iletken bilesenler ile)
Ayarlanabilir sertlik
Deri [65] Elastik mekaniksel 6zellik

Ayarlanabilir biyobozunma

Vaskdler [66, 67]

Anti-trombojenite

Mekanik dayanim ve elastiklik
Hucre yonlenmesi
Endotelizasyon

Kas [68, 69]

Yuksek mekanik dayanim
Hucre yonlenmesi

Kardiyak [70]

Yuksek mekanik dayanim
Hucre yonlenmesi
Elektriksel iletkenlik (iletken bilesenler ile)

Kikirdak [71]

Yuksek sikisma direnci
Ayarlanabilir mekanik dayanim
Ayarlanabilir hlicre yonelmesi

Kemik [72, 73]

Yuksek mekanik dayanim
Osteojenik farkllasma
Osteointegraasyon
Biyomineralizasyon

Karaciger [74]

Yuksek gozeneklilik
Vaskulerizasyon
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2.2.4. Jellesme Tirlerine Gore Hidrojeller

Hidrojel yapilarinin ¢ozelti formundan jel haline gegmelerini saglayacak jellesme
diger bir deyis ile capraz baglanma turleri agagidaki alt bagliklarda 6zetlenmigtir.
Capraz baglanma, jellerin in vitro ortamda hazirlanirken, ya da biyomedikal
uygulama esnasinda vicut igine enjekte edilmesinin ardindan in vivo olarak

gerceklesebilirler.

2.2.2.1. Fiziksel Capraz Baglanan Hidrojeller

Hidrojel yapilarinin fiziksel olarak jellesmesine neden olan etmenler pH, sicaklik
gibi fiziksel uyaranlardir. Sicaklik duyarl jellesen polimerler arasinda en ¢ok
bilinen poli (N-izopropilakrilamit) (PNIPAAm) olarak 6ne ¢ikmaktadir. PNIPAAm,
biyobozunur bir yapiya sahip olmamakla beraber, sulu ortamda alt kritik ¢cozelti
sicakhginda (32 °C) (LCST) keskin bir faz gecisi gostermektedir [75, 76]. LCST
sicakhginin altinda, esnek ve geniglemis sarmal konformasyona sahip olan
PNIPAAmM, LCST sicakhgina hidrofobik hale gecerek polimer zincirleri
cOker/agregasyon olusur [77]. PNIPAAmM’In  hidrofilik  polimerler ile
kopolimerlerinin  sentezlenmesiyle polimer-su etkilesimi arttinlarak LCST
degerinin yukselmesi mumkundur. Diger yandan daha hidrofobik polimerler ile
kopolimerizasyyon sonucu daha dusuk LCST degerine sahip polimerler de
hazirlanabilmektedir [78]. PNIPAAm hidrojeller ilag tasiyici sistemler [79], hlicre
enkapsulasyonu/tasinimi [80] ve hicre kultlr ytzeyleri [81] olarak biyomalzeme

uygulamalarinda siklikla kullaniimaktadir.

2.2.2.2. Kimyasal Capraz Baglanan Hidrojeller

Hidrojellerin kimyasal olarak capraz baglanmalari, polimer zincirleri arasinda
dogrudan ya da capraz baglayici molekuller yardimi ile kovalent baglarin
kurulmasi ile gergeklesir. Kimyasal jellesmede siklikla kullanilan yaklagimlarin
basinda fotopolimerizasyon ile ¢apraz baglanma gelmektedir. Fotobaslaticilarin
UV 1sin varhiginda bozunarak olugsturduklari serbest radikaller Gzerinden ilerleyen
reaksiyonda polimerik zincirlerdeki akrilat ve metakrilat gibi bolgeler capraz
baglanarak ag yapisini olusturur. Fotogaprazbaglanan polimerlere poli(etilen

glikol diakrilat), poli(etilen glikol dimetakrilat), poli(propilen fumarat) [82, 83] gibi
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sentetik bilesikler ile son yillarda akrilat ve metakrilat uclar ile modifiye edilmig
dekstran, aljinat, jelatin ve hiyaluronik asit [84, 85] gibi dogal protein-polisakkarit

yapilarin turevleri ornek olarak verilebilir.

Sulu c¢ozeltilerde gerceklesebilen organik tepkimelerden biri olan Michael
katiimasi tepkimelerinde ise tiyol ve akrilat ya da vinil sulfon fonksiyonel gruplari
arasinda reaksiyonlar gerceklesir. Oda sicakhginda ve fizyolojik pH’da
gerceklesen bu tepkimelere 6rnek olarak tiyol ile fonksiyonellendiriimis
hiyaluronik asit ve poli (etilen glikol dimetakrilat) yapilarin adipoz doku kok hucre
ve fibroblast hucreleri ile gergeklestirilen ¢alismalari 6rnek olarak gosterilebilir
[86].

Hidrojeli olusturan farkli bilesenlerin amino ve aldehit gruplari arasinda ek bir
kimyasal capraz bagdlayicliya gereksinim duymadan karbon azot cift bagi
olusturan bir reaksiyon olan Schiff bazi reaksiyonu, tersinir bir kimyasal jellesme
metodu olarak sayilabilir. Hyaluronik asit, dekstran ve kondroitin sllfat gibi
kismen oksitlenmis polisakaritlerin sahip olduklari aldehit gruplari, hidrojel
olusturmak Uzere N-suksinil-kitosan, karboksimetil kitosan ya da jelatin gibi
amino gruplari igceren diger dogal veya poli etilen imin gibi sentetik ve suda

¢6zunen polimerler ile reaksiyona girebilir [87].

2.3. Doku iskelesi Uretim Teknikleri

Doku iskeleleri; dondurarak-kurutma, faz ayirma, kati serbest form,
elektroegirme, islak egirme, mikrobaloncuk olusturma, kalip tabanl Uretim, 3-
boyutlu yazim, kendiliginden dizenlenen yapilar vb. teknikler ile singer, elyaf,
fiber, jel, mikro/nano pordz vb. formlarda gelistiriimekedir. Doku iskelesi Uretim

yontemleri, avantaj ve dezavantajlar Cizelge 2.5’de belirtilmistir.

Doku iskelesi uretim teknikleri arasinda, mikro/nano olcekli fiberler yliksek ylzey
alan/hacim orani ve godzenekliliklerinden dolayr buyudk ilgi goérmektedir.
Mikro/nano fiberlerin bu 6zellikleri, filtrasyon malzemeleri, sensér uygulamalari,
yara Ortiileri vb. bircok uygulama alani bulmaktadir. Ozellikle doku mihendisligi

iskeleleri olarak ideal malzemelerdir [88-90].
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Cizelge 2.5. Doku iskelesi uretim tekniklerinin avantaj ve dezavantajlari [91].

Yontem Avantaj Dezavantaj

Gozucu Gozeneklilik, gozenek Mekanik Ozelliklerin
buharlastirma/parcacik | bayUkligu ve kristalinite limitasyonu, ¢6ztcu artigi
uzaklastirma [92] kontroll ve porojen 6zellik ihtiyaci
Porojen uzaklastirma Gozeneklilik ve gozenek Uygun olmayan g6zenek
[93] geometrisi kontrolU boyutu ve gézeneklerin

baglantili olmamasi

Gaz koplrtme [94] Organik ¢ozlici gerekmez, Mekanik ozelliklerin
g6zeneklilik ve gbézenek limitasyonu, gézenek
buyukliglu kontrolu baglantisinin uygun

olmamasi

Kendiliginden Gozeneklilik ve gozenek Yuksek malzeme maliyeti,

dizenlenme [95, 96] buyuklugu ve fiber ¢api karmagik tasarim
kontrol( parametreleri

Elektroegirme [97] Go6zeneklilik ve gbzenek Mekanik 6zelliklerin
blyUklGga ve fiber ¢api limitasyonu, fiber capina
kontroll bagli olarak gozenekliligin

azalmasi

Faz ayrimi [98] Molekiil etkinliginde azalma Morfoloji kontroliinde
olmamasi yasanan zorluklar

Hizl prototipleme [99, Destekleyici malzemeye Yuksek maliyet, kisith

100] ihtiyac duyulmadan polimer turd

mikemmel geometri ve
gOzeneklilik kontrolu

Fiber ag [101] Hucre tutunmasi igin yuksek | Kisith yapisal kararhlik
ylzey alani, hizli besin
transferi

Fiber baglanma [102] Yuksek g6zeneklilik ve Zayif mekanik 6zellik,
ylzey-hacim orani limitli polimer uygulamasi

Eriyik kaliplama [103] Gozeneklilik ve gozenek Amorf olmayan polimerler
boyutunun bagimsiz kontrolli | igin ylksek sicaklk

gerektirir
Zar laminasyonu [104] | 3 boyutlu makriks eldesi Duslk mekanik kuvvet,

gOzenek baglantisinin
uygun olmamasi

Dondurarak kurutma Yuksek sicaklik veya ayri bir | Gézeneklilik boyutu, uzun
[91] ayirma basamagi gerekmez Uretim slresi
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2.3.1. Elektrohidrodinamik Egirme

Fiber yapilarin Uretimi i¢in kullanilan teknikleri arasinda en sik kullanilan yontem
elektrohidrodinamik (EHD) egirmedir. EHD egirme, biyomalzeme, doku
muhendisligi ve farmasdétik alanlarda siklikla kullaniimaktadir. EHD isleminde
sivilarin puskurtulmesi/egrilmesi; iletken bir sivinin yuzeyine bir elektrik kuvveti
uygulamasindan kaynaklanmaktadir. Sistem, sivi halde islenecek malzeme ile
doldurulmus yuklu bir kilcal ile topraklanmig toplayici arasinda gerekli elektrik
alanini olusturan yuksek voltajli bir beslemeden olusur. Elektrostatik kuvvet, kilcal
uctaki sivinin yuzey gerilimini astiginda, nozul ucundan ince bir jet yayllmaktadir
(Sekil 2.5). Bu islemde, malzeme olusturmada gerekli olan kararl jet, koni-jet

olarak da tanimlanmaktadir [105].

igne <~
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e ?
g 13
I toplayici & ¢
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elekrot

Sekil 2.5.  A) Elektroegirme dizenegdinin sematik gosterimi, B) Tasinabilir EHD

dizeneginin goruntisu, C) Tasinabilir tabanca [106].

Viskozite, yuzey gerilimi, elektrik iletkenligi, elektrik gecirgenligi, yogunluk ve
nozuldeki uygulanan voltaj, akis hizi, nozil ¢api, nozil ucu ve arasindaki mesafe

gibi isleme kosullari, toplayici ve besleme ucu ile toprak elektrotu arasindaki
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mesafe gibi Ozellikler optimizasyon parametrelerini olusturmaktadir. Ayrica,
ortam sicakhgi, nemi ve ortam basinci da EHD uretim sureci sirasinda dikkate
alinmalidir [107]. Geleneksel EHD'de kurulum, enstrimantasyon ve guvenlik
gereksinimleri nedeniyle sabit ve yerlesik bir pozisyondadir. Bununla birlikte,
arastirmacilar, tasinabilir ve laboratuvar disinda uygulanabilir bir el tipi cihaz
tasarlamayi bagarmislardir. EHD surecindeki bu son gelisme, yontemin sinirlarini
genigletmis ve donusturulebilir bir teknik haline getirmigtir. Arastirmacilar yeni
tasarlanan ve uretilen bu cihazi klinisyenin yara yataklarini kapatmasina yardimci
olabilecek bir alete uyarlamiglardir. Lau ve ark. elektrod ve kollektor mesafesinin,
uretilen poli (D, L-laktit-ko-glikolit asit) (PLGA) fiberler Uzerine etkisi ve Uretilen
fiber yapilarinin yara ortsu olarak uygulanabilirligi arastirmistir [L06]. Elde edilen
veriler yeni tasarlanan mobil EHD cihazi yardimiyla, mukemmel bir yapisma ile
birka¢ dakika i¢inde insan cildinde opak, su gegirmez bir yara orttisu olusturabilen
mikrometre boyutunda PLGA liflerinin kontrollt bir sekilde biriktirilebildigini ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte, elyaf tGretme isleminde zorluklar getiren dnemli
kisittamalar da vardir. Bunlar; yuksek voltajli elektrik alanlari ve elektriksel
iletkenlik ihtiyaci, liflerin yonlenme sorunlari ve dusuk uretim verimi nedeniyle

ortaya ¢ikan maliyet ve guvenlik sorunlaridir [108].

2.3.2. Islak Egirme

Islak egirme metodunda egrilmesi istenen polimer ¢dzeltileri dogrudan baska bir
¢cOzelti banyosu igine ekstriizyona tabi tutulur. Sivi icine egrilen filament Uzerine
uygulanan suruklenme kuvveti dogrudan havaya egrilen orneklere gore daha
fazla oldugundan egrilme hizi disuktir. Bu esnada igine egrilen ¢ozelti, polimerin
¢OzucusunU c¢ekerek geriye sadece polimerik malzemeden olusan fiberleri
birakir. Elde edilen elyaf malzemenin ¢oziuclsu tamamen uzaklagtiktan sonra
polimerik fiberler gekilip gerilerek istenlen sekil verilebilir ya da ¢oktirme -
koagulasyon banyosu i¢inden makara sistemleri yardimiyla ¢ekilerek toplanabilir
[109, 110].

Islak egirme teknigi esasta ¢okturmeye dayal bir igslem olup, ¢ézucu olmayan bir

¢cOzelti icinde polimer malzemenin ¢okelmesi ya da koagule olmasi sonucu

malzeme sentezlenir. Genellikle ugucu olmayan ¢ozuculere sahip olduklarindan
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dolayl EHD egirme i¢in uygun olmayan seluloz turevleri, aljinat ve kitosan bagsta
olmak Uzere cogunlukla polisakkarit temelli yapilarin i1slak egirme teknigi ile
gerceklestiriimis fiber ornekleri literatirde mevcuttur [111]. Islak egirme
tekniginde de kullanilacak koagulasyon ¢ozeltilerinin toksisitesi, EHD egirmeye
gore oldukga buyuk fiber ¢api ve dusik fiber Uretim hizlari baglica dezavantaj

olarak sayilabilir.

2.3.3. Donel Egirme Teknikleri

Konvansiyonel egirme teknikleri igcinde 6zellikle EHD egirme nanometre Olgekte
ve surekli bir proseste fiber Gretebilmesi agisindan basarili ve en sik kullanilan
tekniklerden biridir. Polimer ¢o6zeltisinin egrilecedi nozilden fiber olusumuna
gecmesi igcin yuzey gerilimine kargi koyacak ylksek potansiyel gerilimlere
cikilmasi gereklidir ve bu da lokal elektrostatik dengesizlikler ve kararsizliklar
sonucu rastgele fiber yonelimleri ve boyut farkliliklarina yol agmaktadir. Egrilme
proseslerinde potansiyel fark gerektirmeyen ve merkezkag kuvvetinin yardimiyla
fiber olusumuna imkan veren nozulsuz fiber Uretim teknikleri gelistiriimis olup elde
edilen malzemeler enerji depolamadan doku muhendisligine kadar degisik
uygulamalarda calisiimistir [112-114]. Merkezka¢ kuvveti ile fiber elde edilen
donel egirme teknikleri ile EHD egirmeye gore oldukga fazla verimde fiber

uretildigi de rapor edilmistir [115].

2.3.3.1. Basingh Jirasyon

Basingli jirasyon, doner kuvetin yuzeyinde bulunan deliklerden radyal olarak
coklu ¢ozelti jetleri ¢cikarmak igin yuksek hizli donustu (merkezkag kuvveti) ve
basinci birlikte kullanan yeni gelistirilmig bir tekniktir [115]. Silindirik ve aliminyum
metalinden yapilmis bir kap kendi ekseni etrafinda bir elektrik motoru yardimiyla
donebilmekte ve kabin Ustinde bulunan bir giris yardimi ile gaz qirisi
saglanmaktadir. Metal kap Uzerinde polimer ¢ozeltinin ¢ikigina olanak saglayan
mikron oOlgekte delikler bulunmaktadir. Tipik bir islemde kesikli Gretim yapiimakta
ve onceden hazirlanan polimer ¢ozeltisi kap icine dnceden eklenmektedir. Kap
dondukcge deliklerden polimer jeti uzaklasarak fiberleri olusturmaktadir. Teknige

ait basit sematik gosterim Sekil 2.6.’da verilmistir.
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Sekil 2.6. Basingli jirasyon tekniginin sematik gosterimi [116].

Basingli jirasyon, Rayleigh-Taylor kararsizli§i prensibini kullanan bir teknik olup,
santrifij egirme ve ¢Ozelti puskirtme yontemlerinden olusan hibrid bir
yaklagimdir [117]. Kendi ekseni etrafinda donen bir kabin yuksek hizla donmesi
ile artan donel hiz, yuksek bir merkezka¢ kuvvetine yol acar ve polimer
¢ozeltisinin yerdegistirmesine sebebiyet verir. Bu kuvvet ile beraber kap igine
uygulanan gaz basinci da polimer ¢dzeltisini yanal alan boyunca siralanmis
deliklerden disari dogru hareket etmeye zorlar. Merkezka¢ kuvvetinin de
yardimiyla olugan yuzey gerilimi gradienti sonucu sivi-hava ara yuzeyinde bir
polimer jeti elde edilir. Fiberler, polimer jetinin deliklerden merkezkag kuvvetinin
yardimi ile uzaklagmasi ve gazin yarattigi basing¢ farklihgindan dolayi olusmaya
baglar (Sekil 2.7). Polimer ¢ozeltisi uzaklasmaya basladik¢ga dereceli olarak

buharlasir ve fiber iplikgikler toplama elemanlari Gzerinde birikirler.
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Merkezkac kuvveti polimer jetin
uzayarak incelmesini saglar

Sekil 2.7.  Basingh jirasyon tekniginde merkezka¢ kuvvetinin polimer jeti

uzerindeki etkisi.

Mikro-kabarcik, fiber ve kapsul formundaki malzemeler basingh jirasyon teknigi
ile Uretilebilmektedir [118]. Elektroegirme teknigine karsi basingli jirasyon
tekniginin en dnemli Gstinltgu, fiber Uretimi icin elektriksel iletkenlik ve dielektrik
sabiti gibi elektriksel 6zelliklerle ilgili herhangi bir kisitlamaya sahip olmamasidir.
Dolayisiyla, bu avantaj, elektroegirme yonteminde karsilagilan, iletken olmayan
¢ozeltilerin  kullaniminin  sinirlandiriimasini  ortadan kaldirmaktadir. Basingli
jirasyon ile uretilen fiber yapilarinin gap dagilimi, morfolojideki homojenligi gibi
fiziksel 6zellikleri Gretim (donus hizi, basing ve toplama elemanlarinin dizeni)

parametreleri ile iligkilidir [119].

Bu parametrelere deginecek olursak ilk olarak donel hizi inceleyebiliriz.
Merkezkag kuvvetinin buyuklugu artan donel hiz ile siddetlendigi igin polimer
¢ozeltisinin daha buyuk oranda manipulasyonuna yol agar ve dolayisiyla surekli
olarak uzayan polimer jetinin daha ince fiberler meydana getirmesine sebebiyet

verir. Fiber olusumu i¢in minimum bir donel hiza ulasmak gerekmektedir ve bu
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minimum degerden asagida kalan hizlarda polimerin yuzey gerilimine kargi bir
kuvvete ulasilamayacagi igin jet olusumu gozlenemez [117]. Bununla birlikte
dusuk hizlarda, polimer ¢ozeltisinin kendisi duguk yuzey geriliminden dolayi

polimerden ayrilarak kabin duvarlarina yayilabilir.

Fiber olusumuna etki eden ikinci parameter ise gaz basincidir. Optimum bir fiber
olugsumu igin gaz basinci gerekli kritik donel hiza ulagtiktan sonra uygulanmalidir.
Bu degere ulasiimadan uygulanacak gaz basinci, yuzey gerilimi daha dusuk
bilesen olan ¢dzicunun kap duvarindaki deliklerden disari buharlagsmasi ile
sonuglanacaktir. Kritik hiza ulastiktan sonra uygulanacak gaz basinci ile fiber
morfolosinin kontroll saglanabilir. Kap i¢i ve digi arasindaki basing farki polimer
jetine ek bir kuvvet uygulayarak jetin kinetic enerjisini arttirir ve daha da fazla
uzamasini saglar. Daha fazla uzayan jet, capi daha dar olan fiberler olusturur ve

¢6zucunun daha hizl buharlagsmasina olanak tanir [120].

Elde edilen fiberlerin morfolojisine etki eden parametrelerde son olarak toplama
elamanlarinin duzeninden sz edilebilir. Toplama duzeneginin mesafesi fiber
kalinligina dogrudan etki eder, toplama duzeneginin artan mesafesi ile incelen
polimer jetindeki ¢6zlcl buharlasmasi aartmakta ve fiber ¢aplari kigulmektedir.
Yakin toplama mesafesinde ise ¢Ozicl buharlasmasi tam olarak
saglanamayabilir ve toplama elemanlari Uzerinde fiberler Gzerinde ¢oézucunun
topaklanmasi sonucu boncuk olusumu gdzlenebilir. Boncuklu fiber yapilari da
cOzelti derisiminin arttiriimasi ile 6nlenebilir [121]. Toplama mesafesinin ¢ok
yakin olmasi ise gerekli ¢oztucu buharlagsmasi tamamlanamayacagindan dolayi
fiber jetinin toplama elemanlari tzerinde birikerek sonlanmasi ile sonuglanir ve

fiber olusumu goézlenmez.

Yuksek dretim hizi, Gretim kolayligi ve oldukca kontrolli fiber morfolojisi bu
teknigin dikkat cekici 6zellikleridir. Poli etilen tereftalat, poli akrilonitril, poli metil
metakrilat, poli (etilen oksit), poli (vinil pirolidon) gibi ¢esitli sentetik polimerler ile
sodyum aljinat, nigasta, karboksimetil selliléz gibi gibi dodal malzemelerin
kullanildigi yuksek verimde mikro-nano lifler Uretilen ¢alismalar literatlirde yer
bulmustur [115, 119, 122-124]. Calismalar arasinda doku ila¢ salan fiber

malzemeler, doku muhendisligi igin iskeleler ve diyagnostik uygulamalar igin
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mikro baloncuk ornekleri bulunmaktadir [125-127]. Basingli jirasyon ile uretilen
fiberlerin doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimasinin nedenleri arasinda
yuksek derecede ydnlenmis olarak Uretilebilmesi ve ylksek ylzey alani/hacim
orani yatmaktadir. Is1 yardimi ile ¢bzucu gerekmeden, dogrudan polimerin eriyik
hale getiriimesi ile gergeklestirilen bir calismada, erime sicakhgr dusuk ve
biyouyumlu bir polimer olan poli kaprolakton kullaniimis, elde edilen yapilar
C2C12 duz kas hidcre hatti ile denenmistir. 95 — 200 °C arasinda degisen
sicakliklarda ve basing yardimi ile Uretilen drneklerde fiber ¢apinin artan sicaklik
ile azaldigi ve boyama deneyleri sonucunda hucrelerin yapilar arasina penetre
olabildigi gosterilmistir [116]. Basingli jirasyonun kullanildigi bir bagka ¢alismada
ise yara Ortl malzemesi olarak kullaniimasi dugstunulen bakteriyel selltldz yapisi
poli metil metakrilat ile harmanlanarak jiro-egrilmistir. Elde edilen fiberlerin su
tutma kapasiteleri yuksek, mikrofibriler ag yapisina sahip ve hiicre uyumluluklari
yuksektir [128].

2.3.3.2. Eriyik Jirasyon

Eriyik jirasyon ¢ozucu kullanimina gereksinim olmayan polimerlerden fiber
dretiminde kullanilan bir tekniktir. Organik ¢oézlculerin kullanilmamasi potansiyel
sitotoksik etkilerini ortadan kaldirir [129]. Uretim diizenegi olarak klasik donel
jirasyon ile ayni elemanlara sahiptir; ancak polimerin eriyik hale ge¢cmesini
saglamak amaciyla bir de 1sitma tabancasi ya da kaynagi sisteme eklenmigtir
[116]. 400°C’ye kadar isitilabilen aliminyum jirasyon kabinin igindeki eriyik hale
gecen polimer, ¢ozelti ile ayni davranislari sergiler ve igne ucundan disari ¢ikarak

fiber olusumu gergeklesir.

Yuksek 1sitmalarda erimis polimer daha uzun sire dusuk viskozitede kaldigi igin
igne ucundan ayrildiktan sonra esnemesi daha uzun surer ve boylelikle caplari
daha dusuk fiberlerin eldesi mumkindir. Fiberlerin  olusumu ¢ozelti

buharlagmasinin yerine jetten ayrildiktan sonra hizla sogumasi ile gergeklesir.

2.3.3.3. Beslemeli Jirasyon

Beslemeli jirasyon donel jirasyon tekniginin bir alt baghgi olup, gaz girisinin yerini

¢cOzelti beslemesi almigtir. Bir siringa pompasi tarafindan istenilen hizda ortama
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eklenen polimer ¢ozeltisi yuksek donus hizinda ylzeydeki deliklerden gikarak
fiber olusumu gergeklesir. Beslemeli jirasyonda fiber ¢api ve morfolojisi akis hizi
ile kontrol edilmektedir. Sabit ve iyi kontrol edilmis bir donus hizi ile iyi hizalanmig
ve duz fiber eldesi mimkundur [130]. Fiber ¢api artan akis hizlarinda gerceklesen
yuksek kutle transferi ile artig gosterir. Cozucu buharlagmasi ve kitle transferinin
birbirine yakin oldugu dgerlerde homojen ve daha dusuk gapa sahip fiberlerin
eldesi mimkundur. Fiber tretim hizi da yine artan akis hizina paralel olarak artis

gOstermektedir.

2.4. Deri Doku Mihendisligi Yaklagimlari

Kronik yaralar guiniumuzde kuresel bir saglik sorunu olmakla birlikte beraberinde
getirdikleri agri, fiziksel rahatsizlik ve psikolojik sikintilar gibi olumsuz etkiler ile
hastalarin yasam kalitelerini dlisirmekte ve dinya capinda yilik 9.5 milyar
dolarlik ekonomik bir maliyete sebep olmaktadir [131-133]. Dunya nifusunun %
1'inden fazlasinin diyabetik ve basi Ulseri gibi kronik yaralar yasadigi
bilinmektedir. Ornegin; enfeksiyon, amputasyon (% 15'e kadar) ve mortalite gibi
sik gorulen komplikasyonlar nedeniyle, diyabetik ayak Ulserlerine sahip yaklasik
600.000 kisi hastanede tedavi gérmektedir [134].

Travma veya operasyonlara bagh akut yaralar, iyilesmenin normal fazlarini takip
eder ve 4 haftadan kisa surede iyilesme belirtileri gosteren vyaralari
kapsamakadir. Ancak kronik yaralarin iyilesmesi, karmagsik ve iyi anlasiimamis
nedenlere bagl olarak dort haftadan fazla sirmektedir. Diyabet, ileri yas, venoz
veya arteriyel yetmezlik, bobrek hastaliklari, lokal basing etkileri, vb. dahil olmak
uzere birgok faktor iyilesmede gecikmeye neden olabilmektedir [135]. Kronik
yaralar ile genellikle diyabet, obezite ve kanser gibi hastaliklarda daha sik
karsilasiimaktadir. Genellikle, néropati ve yetersiz dolasima bagl olarak,
hastalarda diyabetik ayak Ulseri olusabilir, amputasyona kadar giden ciddi
vakalarda da hastanede kalmayi gerektirecek durumlar ile kargilagilabilmektedir
[136]. Kuresel olarak, erigkin diyabetik hasta sayisinin 2030 yilinda 439 milyona
ulasacagi tahmin edilmektedir [133]. Bu tahmin g6z ontnde bulunduruldugunda
Birlesik Krallik ve ABD nufusunun sirasiyla %6.0 ve %9,3'Unun diyabete sahip

olacag! 6ngorulmektedir [137]. Ayrica, basing ve venoz Ulserasyonlarin gorulme
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sikhgi da yaslanan nufusa (AB'nin yaklasik olarak % 60 nufusu 2050 yilina kadar
65 yasini doldurmaktadir) [132] ve obeziteye (2030 yilina kadar diinya nufusunun
% 20’sinin obeziye sahip olacagdi tahmin edilmektedir) bagl olarak artmaktadir
[138]. Geleneksel diyabetik ayak Ulseri tedavisi, yara boélgesinden 6lU dokularin
temizlenmesi, cikarilmasi (debridman) ve vyara Ortusinin uygulanmasini
kapsamaktadir. Bazi durumlarda, enfeksiyon nedeniyle antibiyotik tedavisi de
uygulanmalidir. Tedaviyi takiben 3-4 hafta sonra iyilesme olmamasi durumunda,
mevcut tedavi rejimininin basarili olmadigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Boyle
durumlarda, ileri yara bakimi gerekmekte ve doku muhendsiligi Grinleri ile ilgili
tedaviler 6n plana ¢ikmaktadir. Benzer sekilde, ven6z bacak Ulserleri de kronik
yaralardir ve siklikla kronik ven6z yetmezligi veya damarlarda zayif kan dolagimi
bulunan hastalarda (orta yash ve yash niufusun yaklasik% 1'i) goérulur. Vendz
bacak ulseri icin standart olarak kompresyon tedavisi uygulanmaktadir. Yaranin
enfekte olmasi durumunda ise antibiyotik ile tedavi edilmektedir. lyilesme
surecinde hastalar protein, demir, C vitamini veya ¢inko takviyesi yapiimis diyet
uygulamaktadirlar. Kompresyon tedavisi bazi durumlarda etkili olabilmektedir;
ancak, uzun zaman almasi ve dusuk verime sahip olmasindan dolay! daha iyi
tedauvi stratejileri gelistirmek igin arastirmalar devam etmektedir. Otolog deri grefti
altin standart olmasina ragmen, sinirli kaynak ve donor bdlgesinde bir hasara

neden olmasi en buyuk dezavantajlaridir [135].

Genellikle, geleneksel yara ortisu uygulamalarinda iki katmanli silikon-kolajen
yara ortlleri [139-141], hidrokolloid yara yanik ortlleri [142] vb. gegici yara ortlleri
kullaniimaktadir [143-146]. Ancak kronik yaralarda beklenen etkiye sahip
degildirler. Diger yandan, biyolojik yara ortisi sinifi olarak allograft, heterograft,
amniyotik membran ve sigir ya da diger kaynaklardan elde edilen kollajen filmler
ise viral kontaminasyonlarin yani sira potansiyel olarak hastalik tasiyici risklere
sahiptirler [147]. Belirtilen bu zorluklarin Gstesinden gelmek igin, fonksiyonel lg¢
boyutlu (3D) deri eslenikleri Uretmek Uzere doku muhendisligi yaklagimlari
gelistiriimistir. GUnUmUzde Apligraft®, Dermagraft®, Transcyte®, Biobrane®,
Epicel®, Alloderm® gibi muhendislik Grunleri gelistirilerek deri dokusunu
yenilemek/tedavi etmek igin kullaniimaktadir [148]. Organogenesis firmasi
tarafindan gelistirilen Apligraf®, fibroblast ve keratinosit hucrelerle kultlre

edilmig, sigir kollajen tip I'den olusan gift katmanh bir tedavi Grintduar. Basarili in
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vitro, in vivo galismalardan sonra klinikte de kullaniimaya baslanmistir [149-151].
Apligraf® oncelikle Ulseratif yaralarin tedavisinde kullaniimak tzere onaylanmis
olup, daha sonra yanik yaralarinda kullanim igin onay almistir. islevsel olarak,
muahendislik GrGnd olarak Uretilen Apligraf® deri eslenigi, ter bezleri ve kil
folikullerine sahip degildir. Stnnet derisinden izole edilen hicrelerden gelistirildigi
icin yara iyilesme suresince gegici olarak kullaniimakta olup reddedilme sorunu
bulunmamaktadir. Apligraf® uygulamalarinda konakgi antikor veya hicre aracil
yanitl olustuguna dair bir rapor bulunmamaktadir. Bir bagska doku muhendisligi
arinu olan Dermagraf® ise fibroblast hicreleri, hicre digi matriks (ECM) ve
polimerik tasiyicidan (biyolojik olarak pargalanabilir poliglaktin) olusmaktadir
[152, 153]. Bu Urln, enfekte olmayan diyabetik ayak Ulseri i¢cin hazirlanmis ve

klinik deneylerde basarili olmustur.

Doku muhendisligi olarak gelistirilen deri eslenikleri iyi bir ¢ézimdur, ancak
mevcut Urunler otolog veya allojenik hucrelerle sinirlidir. Deri egleniklerinin
gelistirilmesi igin kullanilan hicreler, hastalarin otolog hucrelerinden veya
yenidogan on-ciltlerinden allojenik uygulamalar ile saglanmaktadir [154].
Ornegin, ileri yaslardaki hastalarin otolog hiicreleri disiik proliferasyon
kapasitesine sahiptir. Ayrica, deri esleniklerinin gelismesi icin gereken 3 haftadan
fazla sevkiyat slresi, bu Urlnlerin acil durumlarda kullaniimasini sinirlayici
faktorlerdir. Doku muhendisligi uygulamalarinda diger bir 6nemli faktor, dermal
bir matriks gibi hticre gogalmasini ve yenilenmesini destekleyen doku iskelesidir.
Rejeneratif tip ve doku mihendisligi uygulamalarinda kullaniimak tzere, hayvan
kaynakli substrat ve faktorlere bagliigi ortadan kaldiracak, tekrarlanabilirligi
yuksek olan ve rutin olarak Uretilebilecek, guvenli, biyotaklit¢i, biyoaktif
malzemelere olan ihtiyag gun gectikgce artmaktadir. Bu kapsamda biyouyumlu ve
biyobozunur polimer yapilarinin sentezlenmesi ile istenilen 6zelliklere sahip doku
iskeleleri, hidrojeller, polimerik ilag tasiyici sistemler ve ara yuzeylerin eldesi ile
mumkundur. Huacreler bu tip biyomalzemelerle etkilestikten sonra membran
proteinleri ile etkilesime girerek hlicre adhezhezyonunun saglanmasi, tasiyici
sistemlerin hicre igerisine alinmasi v.b. muUmkin olabilmektedir. Doku
muhendisligine yonelik uygulamalarda ekstraselliler matriks (ECM) Uretimini
indUkleyen ve/veya taklit eden, fiziksel-kimyasal uyarilara kargi cevap verebilen

biyomalzeme calismalari gin gittikgce dnem kazanmaktadir. 3 Boyutlu dokuyu
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taklit edebilmek igin kullanilan doku iskelesi ile hucrelerin bulunduklari gevredeki
dokuyla benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip olmasi 6nemlidir. Bu ¢alismada
fiber destekli hibrid hidrojel yapidaki doku iskeleleri geligtirilerek deri doku
muhendisligine yonelik potansiyelleri arastiriimistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Kimyasallar

Kimyasal

Marka

Sebasik asit, 99%

Sigma-Aldrich (Almanya)

1,1,1,3,3,3-Hekzafloro-2-propanol,
=299% (HFIP)

Sigma-Aldrich (Almanya)

Gliserol bioXtra, 299% (GC)

Sigma-Aldrich (Almanya)

Xylitol 299%

Sigma-Aldrich (Almanya)

Metakrilik anhidrit

Sigma-Aldrich (Almanya)

2-Hidroksi-4'-(2-hidroksietoksi)-2-
metilpropiofenon 98% (Irgacure 2959)

Sigma-Aldrich (Almanya)

Poli(etilen glikol) Mw 550

Sigma-Aldrich (Almanya)

Poli(etilen glikol) Mw 1500

AppliChem (Almanya)

Poli(etilen glikol) Mw 2000

Sigma-Aldrich (Almanya)

Poli(etilen glikol) Mw 4000

Merck (Almanya)

Poli(etilen glikol) Mw 6000

Sigma-Aldrich (Almanya)

Poli(vinil alkol)(PVA)
70,000 87-90% hidrolize

Mw  30,000-

Sigma-Aldrich (Almanya)

Poli(vinil alkol)(PVA) Mw 89,000-
98,000 99+% hidrolize

Sigma-Aldrich (Almanya)

Poli(vinil alkol)(PVA) Mw 146,000-
186,000 87-89% hidrolize

Sigma-Aldrich (Almanya)

Etanol, 95%

Sigma-Aldrich (Almanya)

Fosfat tampon tableti

Sigma-Aldrich (Almanya)

Hidroklorik asit, 37%

Sigma-Aldrich (Almanya)
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izopropanol, 299%

Sigma-Aldrich (Almanya)

Jelatin

Sigma-Aldrich (Almanya)

Sellloz diyaliz membrani

Sigma-Aldrich (Almanya)

Gluteraldehit

Sigma-Aldrich (Almanya)

Hekzammetil disilazan 299%

Sigma-Aldrich (Almanya)

Dimetil sulfoksit

Sigma-Aldrich (Almanya)

Tripsin/Edta

Biochrom (Almanya)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

Biochrom (Almanya)

Fibroblast hicre hatti - L929 (Fare) ATCC (ABD)
Keratinosit hiicre hatti - HaCaT (insan) | ATCC (ABD)
Fibroblast hiicre hatti - HDFa (insan) | ATCC (ABD)

FBS (Fetal Sigir Serumu)

Biochrom (Almanya)

L-glutamin

Biochrom (Almanya)

Penicilin/streptomycin ¢ozeltisi

Biochrom (Almanya)

MTT (4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromit)

Biochrom (Almanya)

Steril fosfat tamponu

Biochrom (Almanya)

Floresan Hucre isaretleyici
(CellTracker) Yesil CMFDA (5-
klorometilfloresans diasetat)

Thermo Fisher Scientific (ABD)

Floresan Hucre isaretleyici
(CellTracker) Kirmizi CMTPX

Thermo Fisher Scientific (ABD)

Canli/Oli Canlilik/Sitotoksisite Kiti

Thermo Fisher Scientific (ABD)
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C7025
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C7025
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C34552
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C34552
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C7025
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/L3224

3.2. Yontem
3.2.1. Poli(poliol) Sebakat Polimerlerinin Sentezi

Poli(poliol)sebakat sentezi poliol ve sebasik asitin kondenzasyon polimerizasyon
reaksiyonu ile gerceklestiriimigtir. Poliol grubu olarak gliserol kullanilarak
poli(gliserol) sebakat (PGS), ksilitol kullanilarak ise poli(ksilitol) sebakat (PXS)
polimerleri sentezlenmigtir. Ayrica sentezlenen PGS ve PXS yapilarina 6n
polimer sentezi basamaginda polietilen glikol eklenmesi ile amfifilik poli(gliserol
sebakat)-ko-poli(etilen glikol) (PGS-ko-PEG) ve poli(ksilitol sebakat)-ko-
poli(etilen glikol) (PXS-ko-PEG) kopolimerleri sentezlenmistir. Sentezle ilgili

yontemler asagida ayrintili olarak sunulmustur.

3.2.1.1. Poli(gliserol) Sebakat (PGS) Polimerinin Sentezi

Poli(gliserol)sebakat sentezi igin 1:1 molar oranda gliserol ve sebasik asit
karisiminin mikrodalga firin ile 650 W guicte, 3 dk reaksiyona sokulmasiyla 6n
polimer elde edilmigtir [155]. Daha sonra elde edilen 6n polimer 130 °C’de 60 mm
Hg basing altinda kurlenerek kondenzasyon polimerizasyonu tamamlanmistir [5,
156]. Farkh reaksiyon sureleri denenerek kirleme slresi optimize edilmistir.
Optimizasyon igin, elde edilen PGS 6n polimeri vakum ettiviinde 130 °C’de 6,12,
24, 48 ve 72 sa gapraz baglanarak on polimerden elastomer sentezi saglanmig

olup, termal gapraz baglanma suresi optimize edilmigtir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Poli(gliserol) sebakat (PGS) sentezi.
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3.2.1.2. Poli(ksilitol)Sebakat (PXS) Polimerinin Sentezi

PXS sentezi i¢in, 1:1 molar oranda ksilitol ve sebasik asit mikrodalga firinda 650
W gug ve 5 dk reaksiyona sokulmustur [155, 157]. Bu reaksiyon sonucunda PXS
on polimeri elde edilmistir. Elde edilen PXS 6n polimeri vakum etivinde 130
°C’de 6, 12, 24, 48 ve 72 sa gapraz baglanarak 6n polimerden elastomer sentezi

saglanmis olup, termal ¢apraz baglanma suresi optimize edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Poli(ksilitol) sebakat (PXS) sentezi.

3.2.2. Poli(poliol sebakat)-ko-poli(etilen glikol) (PPS-ko-PEG) Polimerinin
Sentezi

Poli(poliol sebakat)-ko-poli(etilen glikol) (PPS-ko-PEG) 6n polimer sentezi
geleneksel yontemde iki basamaktan olugsmaktadir. Birinci basamakta sebasik
asit ve polietilen glikol farkli molar oranlarda karistirilarak 120 °C’de, 3 sa azot
atmosferinde reaksiyon gerceklestirimektedir. 3 sa sonunda basing 5 Torr'a
dusdurulerek reaksiyon 24 sa daha devam ettiriimektedir. Daha sonra azot
ortaminda gliserol/ksilitol eklenerek 120 °C’de, 48 sa reaksiyon devam
ettirilmektedir. Tetrahidrofuran (THF) ile ¢oktlrlilen 6n polimer yapisi oda
sicakliginda kurumaya birakilmaktadir. Tez kapsaminda, PGS mikrodalga

polimerizasyon yonteminden faydalanilarak, geleneksel PGS-ko-PEG sentez
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yontemi modifiye edilerek on polimer sentezi iki basamakta mikrodalga firin ile
gerceklestirilmigstir.

3.2.2.1. Poli(gliserol sebakat)-ko-poli(etilen glikol) (PGS-ko-PEG)

PGS mikrodalga polimerizasyon yonteminden esinlenilerek, geleneksel PGS-ko-
PEG sentez yontemi [158] modifiye edilmis olup mikrodalga polimerizasyonu ile
farkh molekdl agirliklarinda PEG (MA: 550, 1500, 2000, 4000, 6000 g/mol)
kullanilarak, farkh molar oranlarda polietilen glikol:sebasik asit karisiminin
mikrodalga firin ile 700 W guicte, 4 dk suresince reaksiyon gergeklestirilerek on
polimer yapilari elde edilmistir. Elde edilen 6n polimer 700 W gugte, 4 dk gliserol
ile reaksiyona sokularak PGS-ko-PEG 6n polimer reaksiyonu tamamlanmistir.
Daha sonra elde edilen 6n polimer yapilari 130 °C’de 60 mm Hg basing altinda

kirlenmis ve kirleme slresi optimize edilmistir (Sekil 3.3).

3.2.2.2. Poli(ksilitol sebakat)-ko-poli(etilen glikol) (PXS-ko-PEG)

Mikrodalga polimerizasyonu i¢in modifiye edilen PGS-ko-PEG sentez yontemi ile
ayni sekilde modifiye edilen PXS-ko-PEG sentezi de farkli molekil agirliklarinda
PEG (MA: 550, 1500, 2000, 4000, 6000 g/mol) kullanilarak, farkli molar oranlarda
polietilen glikol:sebasik asit karisiminin mikrodalga firin ile 700 W glcte, 4 dk
suresince reaksiyon gercgeklestiriimesiyle 6n polimer yapilari elde edilmigtir.
Daha sonra 6n polimere ksilitol eklenerek 700 W gucte, 4 dk mikrodalga
polimerizasyon reaksiyonu ile PXS-ko-PEG 6n polimeri elde edilmistir [159]. Elde
edilen 6n polimer yapilari 130 °C’de 60 mm Hg basin¢ altinda kdrlenmis ve

kUrleme suresi optimize edilmigtir.

Poli(poliol) sebakat polimerlerinin sentezinde kullanilan mol oranlari Cizelge

3.1.'de detayli olarak verilmigtir.
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Sekil 3.3.  PPS-ko-PEG 6n polimerlerinin sentezi. 1) Sebasik asit — polietilen
glikol 6n polimer sentezi, 2) PGS-ko-PEG ve 3) PXS-ko-PEG 6n

polimerlerinin sentezi.
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Cizelge 3.1. Poli(poliol) sebakat (PPS) bazli polimerlerin sentezinde kullanilan
PEG, sebasit asit ve poliolin mol oranlari.

Polimer Mol orani
PEG Sebasik asit Poliol
Mw mol Gliserol Ksilitol

PGS - = 1 1 -
PGS-PEG; 2000 0.125 1 1 -
PGS-PEG: 2000 0.250 1 1 -
PGS-PEG3 2000 0.500 1 1 -
PGS-PEG4 550 0.125 1 1 -
PGS-PEGs 1500 0.125 1 1 -
PGS-PEGe 4000 0.125 1 1 -
PGS-PEG, 6000 0.125 1 1 -

PXS - - 1 - 1
PXS-PEG: 2000 0.125 1 - 1
PXS-PEG:; 2000 0.250 1 = 1
PXS-PEGs 2000 0.500 1 - 1
PXS-PEG, 550 0.125 1 - 1
PXS-PEGs 1500 0.125 1 - 1
PXS-PEGs 4000 0.125 1 - 1
PXS-PEG? 6000 0.125 1 - 1
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3.3. Fiber Uretimi

3.3.1. Tasinabilir Elektro Hidrodinamik Sistem ile Poli(poliol) Sebakat
Elektro-Egrilmig Fiber Uretimi

PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerinin 6n polimeri (pPPS) ve
PVA, HFIP icerisinde ¢ozulmustir. pPGS:PVA 55:45 (w/w) oraninda ve %15
(w/v) konsantrasyonunda hazirlanarak 12 sa oda sicakliginda karigtiriimigtir.
Hazirlanan polimer c¢ozeltileri EHD sisteminde siringa pompasi (Harvard
Apparatus Ltd, Edenbridge, Birlesik Krallik) besleme Unitesine yerlestiriimistir.
Tasinabilir tabanca sisteminde 18 G ekstrizyon ignesi (Stainless tube & Needle
Co. Ltd, Staffordshire, UK) kullaniimigtir. Akis hizi 24 uL/dk ve 48 uL/dk olarak
kullaniimistir. Tasinabilir sistemdeki besleme Unitesinin toplayici ile arasindaki
mesafe 13 cm olarak belirlenmis ve oda kosullarinda (% 44.7 £4 nem ve 22 £ 3
° C sicaklikta) fiber tretimi gerceklestiriimistir. Elektro-egrilmis fiberler 130 ° C'de
ve 60 mm Hg basing altinda termal olarak ¢apraz baglanmigtir. Yapidaki PVA'nin
uzaklastiriimasi igin elektro-egrilmis fiberler, 24 sa deiyonize su ile yikanmigtir.
Daha sonra gapraz baglanmamis 6n polimer kalintilarini uzaklastirmak igin seri
etanol ¢ozeltileri (% 25, % 50, % 75 ve % 100 etanol:deiyonize su karigimlari

(V/Vv)) kullaniimistir.

3.3.2. Basingh Jirasyon Teknigi ile Poli(poliol) Sebakat Jiro-Egrilmis Fiber

Uretimi

Basingli dondurme teknigi sematik olarak Sekil 3.4.'de gosteriimektedir. Deney
duzenegi bir guvenlik kabininde doner silindirik aliminyum kap, gaz girisi, doner
motor, hiz ve gaz kontrolorleri igermektedir. Aliminyum kap, ~ 60 mm ¢apinda x
35 mm yuksekliginde boyutlara ve 0.25 mm yarigapinda merkez ¢izgide 24 delige
sahiptir. Elde edilen PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerleri

basingli jirasyon teknigi ile jiro-egrilmis 3 boyutlu fiber yapilarinda tretilmistir.

PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerinin 6n polimeri (pPPS) PVA
ile karisim olusturacak sekilde HFIP igerisinde c¢odzilmustir. Oncelikle,
pPGS:PVA 55:45 (w/w) oraninda ve ug¢ farkhh molekul agirhginda PVA
kullanillarak (Mw: 30,000-70,000) 12 sa oda sicakliginda karistiriimigtir.
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pPGS:PVA cozeltileri farkli konsantrasyonlarda (% 15, % 10 ve % 5 (w/v))
hazirlanarak jirasyon tekniginin sistem parametreleri optimize edilmis (basing,
donus hizi) ve diger polimerler (PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG) ile optimize
kosullarda uretim gercgeklestirilmistir. Bu amacgla 5 mL polimer ¢ozeltisi kaba
yerlestirilmis ve jiro-egrilmis fiber yapilari, oda kosullarinda (% 4545 nem ve 24+2
°C sicaklikta) ayri ayri 36.000 rpm ve 0.1 MPa basin¢ (N2 atm) donus hizinda
aretilmigtir. Jiro-egrilmis fiber Gretiminden sonra, pPPS:PVA fiber yapilari, 130
°C'de ve 60 mmHg basincinda termal olarak ¢apraz baglanmistir. Daha sonra,
jiro-egrilmis fiberlerden, PVA'nin uzaklastiriimasi igin 24 sa deiyonize su
yikanmistir. Capraz baglanmamis 6n polimer kalintilarini uzaklastirmak icin ise
seri etanol ¢ozeltileri (% 25, % 50, % 75 ve % 100 etanol:deiyonize su karigimlari

(V/Vv)) ile yikanmistir.

; N
Gozelt : N,
besleme
w.! P
1 N P S
SHe o == PEIEHEY

% 60mm H
Jiro-egrilmis fiber \ mm "9 /

Sekil 3.4.  Jiro-egrilmis fiber Uretimin basamaklarinin sematik gdsterimi. Jiro-

egrilmis fiberlerin 1) Uretimi, 2) toplanmasi, 3) ¢apraz baglanmasi.

3.4. Gelatin Metakrilat (Gel-M) Sentezi

Gel-M sentezi icin % 10’luk (w/v) gelatin:fosfat tamponu ¢ozeltisi 50 °C’de
hazirlanarak 1 sa reaksiyonu gerceklestiriimistir. Daha sonra ¢dzeltiye 0.8 mL/g
oraninda metakrilik anhidrit ¢ozeltisi eklenmistir. 50 °C’de gergeklestirilen 2.5 sa
reaksiyonun sonunda ¢ozelti diyaliz membranlarina yerlestirilerek 3 hafta sure ile
diyaliz edilerek reaksiyona girmeyen metakrilik anhidritlerin yapindan
uzaklagmasi saglanmistir. Diyaliz stresinin sonunda membranlardaki ¢ozelti 1:1

oranda PBS ile seyreltilmistir. Elde edilen ¢dzelti dondurularak kurutulmus ve
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Gel-M sentezi tamamlanmigtir [46, 160]. Sentezlenen jelatin metakrilatin
akrilatlanma derecesi (MD) jelatinin yapisinda bulunan lizin kaynakli amino
gruplarinin, jelatin metakrilat sentezlenmesi sonrasindaki NMR
spektrumlarindaki integrasyon alanlarinin degisimi Uzerinden hesaplanmistir
(Esitlik 3.1) [161] .

Integrasyon Alani (lizin metilen Gel—M)

%MD =(1- ) X 100 Esitlik 3.1

integrasyon Alam (lizin metilen jelatin)

3.5. Sentezlenen Polimer Yapilarin Karakterizasyonu

3.5.1. Fourier Donusiimli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR Spektrofotometresi (Thermo Nicolet 1S-50) (Almanya) cihazinin ATR
atagmani yardimiyla polimer yapilarinin kimyasal karakterizasyonu spektrum
analizi ile 600-4000 cm™ dalgaboyunda, 4 cm™* ¢ozinurlik ve 32 tarama

sayisinda gergeklestiriimistir.

3.5.2. 'H-NMR Analizi

Sentezlenen polimerin yapi analizi *H-NMR analizi ile gercgeklestiriimistir.
Analizler Spektrum 400 MHz Bruker NMR (Almanya) spektrometresi ile 25°C’de
kaydedilmistir.

3.5.3. Termal Gravimetrik Analiz (TGA)

Sentezlenen polimer yapilarinin termal kararliliklari TA Instruments Q600-SDT
(A.B.D) cihazi ile 600 °C’ye kadar isitilarak degerlendirilmistir. Sentezlenen
polimer yapilarinin on polimer ve gapraz baglanmis yapilari kutle kaybi agisindan

karsilastirmali olarak TGA sonuglari Uzerinden incelenmistir.

3.5.4. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) Analizi

Sentezlenen polimer yapilarinin camsi gegis sicakliklari ve enerji kapasiteleri
Diferansiyel Taramali Kalorimetre (Perkin EImer Diamond DSC) (A.B.D) cihazi
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ile 10 °C/dk 1sitma hizinda -60 °C/ 300 °C sicaklik araliginda N2 atmosferinde
gerceklestirilmigstir.

3.5.5. Mekanik Test

Sentezlenen polimerlerin mekanik 6zellikleri mekanik test cihazinda (Zwick/Roell
Z250, Almanya) ~% 47 nem dengesi ve 24 °C sicaklikta kogullandiriimis ortamda
gerceklestiriimistir. Cekme hizi 10 mm/dk ve ¢ekme kuvveti 100N olarak sabit
tutulmustur. Gerilim-gerinim egrisinin egiminden yararlanilarak Young’s modulius

degeri hesaplanmigtir (n=3).

3.5.6. Cozeltilerin Viskozite ve Yiizey Gerilimi Degerlerinin Belirlenmesi

Fiber Uretiminde kullanilan ¢ozeltilerin viskozite degerleri, SCV-18 miline sahip
bir Brookfield DV-III Ultra Viskozimetre (Brookfield Viscometers Ltd, Harlow,
Birlesik Krallik) ile olgulmustar. Ayrica, yuzey gerilimi degerleri, Standart
Wilhelmy plaka yontemi kullanilarak bir Kriiss dijital tansiyometre K9 (KRUSS
GmbH - Birlesik Krallik) ile belirlenmigtir. EHD sisteminde kullanilan ¢ozeltilerin
iletkenlik degerleri, iletkenlik Olger (Jenway 3450, Bibby Scientific Limited,
Staffordshire, Birlesik Krallik) ile belirlenmistir (n=3).

3.5.7. Hidrojellerin Su Tutma Kapasitelerinin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda (% 5, % 7.5 ve % 10 (w/v)) hazirlanmis hidrojellerin su
tutma kapasitelerinin degerlendirilmesi icin esit yuzey alaninda (r= 0.8 cm) daire
seklinde hazirlanarak tartilmistir (Wo). Ornekler 2 mL PBS g¢dzeltisi igerisinde 24
sa bekletildikten sonra ¢ozelti icerisinden alinarak, tekrar tartiimis (W1) ve ylizde

su tutma kapasitesi asagi verilen esitlikle hesaplanmistir (Esitlik 3.2) (n=3).

% su tutma kapasitesi = W x 100 Esitlik 3.2

1
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3.5.8. Hidrolitik Bozunma Profilerinin Belirlenmesi

Elastomer ve hidrojel yapilarinin hidrolitik bozunmalarinin incelenerek, zamana
kargi kutle kaybi miktarlarinin belirlenmesi icin kurlenen polimerler esit yuzey
alanina sahip daire seklinde hazirlanarak tartiimistir (Wo). 2 mL fosfat tampon
cOzeltisi icerisinde 37 °C’de sicak su banyosunda tutulan érnekler belirli zaman
araliklarinda kurutulmus ve tekrar tartilarak (W1) hidrolitik bozunma dereceleri
asesitlikle hesaplanmigtir (Esitlik 3.3) (n=6).

Wo—W,

% kiitle kayb1 = X 100 Esitlik 3.3

0

3.5.9. Hidrojel Yapilarin Viskoelastik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Gel-M hidrojelleri % 5, % 7.5 ve % 10 (w/v) konsantrasyonlarda hazirlanmig ve
konsantrasyona bagli olarak viskoelastik o6zellikleri incelenmistir. Hidrojel
gruplarinin viskolelastik karakterizasyonu Kinexus Pro+ Rheometer (Malvern,
Birlesik Krallik) cihazi ile gercgeklestiriimistir. Yapilarin genel viskoelastik
davranigini belirlemek icin %1 gerinimde 0.1-10 Hz frekans araliginda frekans
tarama testleri gerceklestiriimistir. Hidrojellerin dayanabilecedi gerinimi
belirlemek ve jel olarak kullanilabilirliginin incelenmesi igcin gerinim taramalari
gerceklestiriimistir. Bu amacla hidrojel 6rnekleri 37°C’'de 1 sa kararli hale
getirildikten sonra % 0.1 — 1000 gerinim araligi ve %1 sabit frekans degerlerinde
paralel plaka geometrisinde analiz edilmis ve hidrojel bilesenlerinin viskoelastik

Ozellikleri incelenmistir (n=3).

3.5.10. Taramah Elekron Mikroskobu (SEM) ile Yizeylerin Morfolojik

Karakterizasyonu

Elektron mikroskobu ile goértuntulenen fiber ve hidrojel yapilari analiz 6ncesinde
altin/paladyum karigimi Quorum Q1500R ES (Quorum Technologies Ltd.,
Birlesik Krallik) ile kaplanmistir. Hulcre kultiri g¢aligmalarinin  ardindan
gerceklestirlen SEM analizleri 6ncesinde fiksasyon iglemi uygulanmistir.
Fiksasyon isleminde o&ncelikle malzemeler PBS ile yikanmis ve 30 dk

gluteraldehit (% 2.5 (v/v)) ¢ozeltisinde bekletiimistir. Daha sonra 15 dk seri alkol
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yikamalari yapilarak (sirasiyla % 25, % 50, % 70, % 90, % 95 ve % 100 (v/v))
malzeme ve hucrelerin su igerikleri yapidan uzaklastiriimistir. Son basamakta,
hekzametil disilazan (=299%) damlatilarak 6rnekler kurumaya birakilmistir. SEM
analizleri Hitachi (Japonya) ve TESCAN Gaia3 (Cek Cumhuriyeti) cihazlari ile 5

kV hizlandirma geriliminde gergeklestirilmistir.

3.6. Hicre Kultura Galigsmalan

3.6.1. indirekt Sitotoksisite Calismalari

Sentezlenen polimer yapilarinin canh hucreler Uzerinde sitotoksik etkisi
ISO10993-5 “Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendiriimesi—-Bolim 5: in vitro
sitotoksite testleri ” standartinin “Endirekt MTT sitotoksite testi” yontemine uygun
olarak gercgeklestiriimistir ve hlcre hatti olarak L929 fare fibroblast hicreleri
(ATCC NCTC clone 929:CCL 1) kullaniimigtir. Testlerde kullanilan besi yeri; %
90 DMEM (Dulbecco’nun Minimum Esansiyel Ortami), %10 FBS (Fetal Sigir
Serumu), 4 mM L-glutamin, 100 IU/mL penicilin/streptomycin ¢ozeltisi olacak
sekilde hazirlanmis ve kullanimdan 6nce 37°C’deki su banyosunda isitiimig geri
kalan zamanlarda ise 4°C’de saklanmigtir. MTT ((4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolyum bromdr) ¢ozeltisi steril PBS icinde 5 ug/mL konsantrasyonda
¢ozulerek hazirlanmistir. Test edilen polimer numuneleri yukaridaki bilesime
sahip kdltir ortamlarinda 6 cm?mL orana denk gelecek sekilde 3 glin boyunca
37°C’de ayr test tuplerinde inkibe edilmistir. Negatif kontrol olarak da 6rnek
malzemesi icermeyen besi yeri de ayni kosullarda bekletilmistir (negatif kontrol).
75 cm? hiicre kultlir kaplarinda gogaltilan L929 hiicreleri kiltir kabinin tabanini
kapladiklarinda tripsin/EDTA ¢ozeltisi kullanilarak enzimatik olarak ylzeyden
kaldiriimig, 1000 rpm’de 5 dk santriflj edildikten sonra Ust faz uzaklastiriimigtir.
Elde edilen hiicre pelletinden besi ortami kullanilarak 1x10° hiicre/mL derisimde
hicre suispansiyonu elde edilmistir. Hlicre sispansiyonundan 100 pL’lik kisimlar
96 kuyucuklu plakalara her bir drnek grubu ve negatif kontrol igin ekim yapiimistir
(n=6). Inkiibasyon kosullari 37°C, %5 CO2 ve >%90 nem orani olarak sabit
tutulmustur. 24 sa inkube olan hicreler ertesi gun besi yerlerinden arindiriimis ve
bu kez kuyucuklara 3 gun malzemeler ile inkuibe edilmis ilgili drnek gruplarindan

100 pL’lik besi yerleri eklenmis ve 24 sa daha inkibe edilmistir. Ertesi glin hucre
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ortamlari kuyucuklardan alinmis ve bu kez MTT boyas! igeren kultir ortami
(hacimce 10:90, MTT c¢Ozeltisi:besi yeri) eklenmisti. MTT boyasi igeren
besiyerinde hiicreler 3.5 sa inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda ortamdan
besi yeri uzaklastiriimis ve canli hicreler tarafindan MTT’nin metabolize
edilmesiyle olusan mor renkli formazan kristalleri 0.04M HCI i¢eren izopropanol
¢Ozeltisinin (100 pL) eklenmesiyle ¢ozulmastur. Karanhk ortamda oda
kosullarinda 30 dk inkiibe edilen kuyucuklardan alinan 50 yL’lik hacimler yeni bir
96 kuyucuklu kaba aktarilarak ELISA plaka okuyucusunda 570 nm dalga
boyunda absorbans olgumu gergeklestiriimistir. Ayni yontem Gel-M hidrojel
yapilari i¢cin de uygulanmistir. Ancak Gel-M vyapilari doku iskelesi
uygulamalarinda keratinosit hucreleri ile birlikte kullanilacagindan hicre hatti
olarak ATCC HaCaT hicre hatti kullaniimistir. Gel-M, DMEM besiyerinde
¢Ozulerek steril kosullarda hazirlanmigtir. Gel-M hidrojel yapilarinin % 10, % 7.5
ve % 5 (w/v) Gel-M c¢ozeltileri hazirlanmis ve UV ¢apraz baglama yontemi ile
hidrojeller hazirlanmigtir. Hazirlanan hidrojeller yukaridaki yontem uygulanarak
besiyeri icerisinde 3 gun sure ile bekletiimis ve indirekt MTT protokolu

uygulanmigtir.

3.6.2. Direkt Hiuicre Canlihgi Caligmalar

indirekt sitotoksisite kiltiirti galismalarinda biyouyumlu oldugu belirlenen polimer
yapilari ile hazirlanan EHD ile Uretilen elektro-egrilmis fiber yapilarinin htcre-
malzeme etkilesimlerinin belirlenmesi icin fiber yapilarina dogrudan hicre
canlihgi testi uygulanmistir. Hazirlanan ornekler steril edildikten sonra 48
kuyucuklu hiicre kiltir kaplarina yerlestirilmistir. Herbir 6rnek kuyucuguna 1x10°
hicre/mL derisimdeki hicre stspansiyonundan 100 pL hicre ¢ozeltisi ekilmistir.
Kontrol grubu olarak 6rnek icermeyen kuyucuklara da egit sayida hucre ekilmistir
(n= 3). 37°C, %5 CO2 ve >%90 nem kosullarinda inkibasyon yapilmigtir. 48
saatte bir besiyeri degistirilmistir. Klltir ortaminda kullanilan besi yeri; % 90
DMEM (Dulbecco’nun Minimum Esansiyel Ortami), %10 FBS (Fetal Sigir
Serumu), 4 mM L-glutamin, 100 IU/mL penicilin/streptomycin ¢ozeltisi olacak
sekilde hazirlanmig ve kullanimlardan énce 37°C’deki su banyosunda isitiimig,
geri kalan zamanlarda ise 4°C’de saklanmistir. Ornek gruplarindan 1, 4 ve 7.

gunlerin sonunda Uzerindeki besiyeri ¢ozeltisi uzaklastiriimis ve hazirlanan MTT
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¢cOzeltisi hacimce 10:90, MTT c¢ozeltisi:besi yeri derisiminde hazirlanarak
kuyucuklara 100 uL eklenmigtir. Daha sonra inkibasyona birakilan érneklerin 3.5
sa sonunda besiyeri uzaklastirrmis ve 150 yL DMSO eklenerek formazan
kristalleri ¢ozllmustir. 96 kuyucuklu hicre kaltir kabina alinan 50 uL’lik hacimler
ELISA plaka okuyucusunda 570 nm dalga boyunda absorbans o&lgimu

gerceklestirilerek malzeme yuzeyindeki hicre canlihgi tespit edilmigtir.

3.6.3. Canli/Olii Hiicre Kiiltiirii Calismalarn

Hazirlanan fiber ve hidrojel yapilarinin hicre etkilesimlerinin incelenmesi igin
floresan canh/dlu hacre kultart kiti kullaniimistir. Kit iceriginde bulunan Calcein
AM hicre boyasi canli hicreleri yesile boyayarak 494/517 nm bandinda
absorpsiyon verirken, ethidyum homodimer-1 hlicre boyasi 6lu hucreleri
kirmiziya boyayarak 517/617 nm bandinda absorpsiyon vermektedir. Hlcre
malzeme etkilegsiminin mikroskobik olarak incelenebilmesi icin elektro-egrilmis
fiberler, jiro-egrilmis fiberler ve Gel-M hidrojellere zamana bagli olarak floresan
canh/6lu hucre testi uygulanmigtir. Jiro-egrilmis fiberler 1, 4 ve 7. gunlerin
sonunda belirtilen yontem ile analiz edilmistir. Ayrica Gel-M hidrojeli kokultirde
kullaniimak tzere segilen % 7.5 Gel-M hidrojel grubu icin 1, 4, 7 ve 14. gUnlerin

sonunda belirtilen yontem ile analiz edilmistir.

Yoéntemin uygulanmasi icin elektro-egrilmis fiberler 48 kuyucuklu hicre kultir
kaplarinda, jiro-egrilmis fiberler ve Gel-M hidrojel yapilari ise 96 kuyucuklu hiicre
kaltar kaplarinda hazirlanmigtir. Hazirlanan ve steril edilen 6rnek gruplarindan
fiber yapilarina ATCC dermal fibroblast hucreleri ekilirken; Gel-M hidrojel
yapilarina ATCC HaCaT keratinosit hicreleri ekilmistir. Tim 6rnek gruplarina
1x10° hiicre/mL derisimdeki hiicre slspansiyonundan 100 pL hiicre ¢ozeltisi
ekilmistir. Orneklerin besiyerleri 48 saatte bir degistiriimistir. Kltlirde kullanilan
besi yeri; % 90 DMEM (Dulbecco’nun Minimum Esansiyel Ortami), %10 FBS
(Fetal Sigir Serumu), 4 mM L-glutamin, 100 IU/mL penicilin/streptomycin ¢ozeltisi
olacak sekilde hazirlanmis ve kullanimlardan énce 37°C’deki su banyosunda
Isitilmig geri kalan zamanlarda ise 4°C’de saklanmistir. 37°C, %5 CO2 ve >%90
nem kosullarinda inkiibasyon gerceklestirilmistir. ilgili inkiibasyon siirelerinin

sonunda floresan canl/dltu hicre analizleri gegeklestirilmistir. Floresan canli/6lu
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hicre kaltdr kitinin ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin dncelikler kit bilesenleri (Calcein
AM, Ethidyum homodimer-1 (EtdH-1)) oda sicakligina getiriimistir. Daha sonra
steril PBS icerisinde EtdH-1 stok ¢dzeltisi 500 kat, Calcein AM stok ¢dzeltisi ise
2000 kat seyreltiimis ve 2 uM’hk Calcein AM igeren 4 uM’lik EthD-1 sollsyonu
hazirlanmigtir. lgili inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicre kiiltiir kabindaki érnek
gruplarinin besiyerleri uzaklastirilarak hazirlanan floresan canh/6lu hicre kaltur
kiti ¢ozeltisi kuyucuklara 100-150 uL eklenerek 1 sa slre boyunca inkiibatérde
tutulmustur. 1 sa sonunda PBS ile yikanan 6rnekler floresan mikroskobu (Leica

Microsystems, Almanya) ile incelenerek goruntilenmigstir.

3.6.4. Ko-kultiir Hiicre Galigmalari

Deri modelinin taklit edilmesi icin kokultlr calismalari fibroblast ve keratinosit
hicreleri ile gergeklestiriimistir. Ortak besi yerinin belirlenmesi i¢cin FBS iceren
veya icermeyen dusuk ve yuksek glikoz icerikli besiyeri kullanilarak, htcre
canhligi test edilmigtir. Bu amagla MTT testi 96 kuyucuklu hticre kaltlr kaplarinda

fibroblast, keratinosit ve kokultur iceren sistemlere uygulanmistir.

Keratinosit

GEL-M Fiber destekli hibrit hidrojel doku iskelelerinde
‘ Hidrojel Fibroblast-keratinosit ko-kltiiri
Fibroblast
PXS-b-PEG
Jiro-egrilmis
Fiber

Sekil 3.5. Jiro-egrilmis fiber destekli hidrojel doku iskelelerinde fibroblast-

keratinosit ko-kulttrlerinin sematik gdsterimi.
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Kokultur sistemindeki hucre canliliginin incelenebilmesi i¢in hucreler farkl
floresan renklerde isaretlenerek zamana bagli  mikroskobik takibi
gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Oncelikle, fibroblast ve keratinosit hiicreleri ayri
ayri 75 cm?lik doku kdltir kaplarinda gogaltiimistir. Cogaltilan hiicreler istenilen
yogunluga ulastiktan sonra besiyeri uzaklastiriimis sonra PBS ile yikanmis ve
tripsin/EDTA ¢ozeltisi kullanilarak enzimatik olarak yuzeyden kaldiriimistir. Bir
miktar besiyeri ile toplanan htcreler 1000 rpm’de 5 dk santrif(ij edildikten sonra
ust faz uzaklastirlmigtir. Elde edilen hiicre pelleti besiyeri ile sispanse edilere
sayilari belirlenmig ve floresan boya ile isaretlenmeye hazir hale gelmigtir. “Cell
tracker” hucre isaretleme Kkiti iki bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenler
CellTracker Yesil CMFDA (5-klorometilfloresans diasetat) ve CellTracker Kirmizi
CMTPX'dir. Bilesenler hazirlanarak fibroblast ve keratinosit hiicreleri ayri ayri
boyanmigtir. Fibroblast hucrelerine Green CMFDA (5-klorometilfloresans
diasetat) ile yesil floresan isaretleme yapilirken, keratinosit hucrelerine Red
CMTPX ile kirmizi floresan isaretleme vyapilmistir. Green CMFDA (5-
klorometilfloresan diasetat) ¢ozeltisi 20 uM derisimde hazirlanmistir. Cézlcu
ortami olarak DMSO kullaniimistir. C6zelti daha 6nce hazirlanan ve sayisi bilinen
hicre pelletini suspanse etmek igin kullaniimigtir. 2mL boya bileseni ile inklbe
edilen hlicre suspansiyonu 45 dk inkiibatorde tutulmustur. Daha sonra 5 dk 1000
rom’de santriflj edilmis Ust faz uzaklastirilmisgtir. Hiicre pelleti 2 mL serumsuz
besiyerinde dagitiimis ve 30 dk inkibe edilmigtir. Daha sonra tekrar santrifdj
edilmis ve besi ortaminda suspanse edilerek 96 kuyucuklu htcre kiltar kabinda
hazirlanan jiro-egrilmis fiberlerin Gzerine herbir kuyucuga yesil floresan boya ile
boyanmis 1x10% hiicre ekilmistir. 24 sa inkilbe edilen hiicrelerin lizerine % 7.5
derisimde Gel-M hidrojel ¢ozeltisi (40 uL) eklenerek UV capraz baglanarak
hazirlanmistir. Ayni yontem ile hazirlanan keratinosit hicre pelleti 2 mL Red
CMTPX c¢ozeltisi ile 45 dk inklbe edildikten sonra ¢okturilmus ve 30 dk, 2 mL
besiyeri ile inkiibe edildikten sonra, herbir kuyucukta 1x10* hicre ekilecek sekilde
suspanse edilerek kuyucuklara Gel-M hidrojellerinin Gzerine ekilmistir. Bir, 3 ve
5. gunlerin sonunda floresan boyama yapilan hucreler floresan mikroskobu ile
g6zlemlenmis ve ayni odak noktalarindan elde edilen kirmizi ve yesil kokultar

hdcre goruntuleri Imaged programi ile gakistirilarak hazirlanmistir.
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3.7. istatiksel Analiz

Calismalarda, elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir. Uygulanan testlerde c¢aligilan ornek gruplar arasindaki anlamli
farklarin saptanmasinda One Way ANOVA testi kullaniimistir. Farklarin istatiksel

degerlendiriimesinde Tukey testinden yararlaniimistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Poli(gliserol) sebakat 2002 yilinda polikondenzasyon yontemi ile ilk kez
sentezlenerek biyomalzeme ve doku muhendisligi uygulamalarinda dikkat
gekici bir malzeme olarak literaturde vyerini almistir. Bunun nedeni ise
biyobozunur biyoelastomerler arasinda disuk maliyet ve ylksek biyouyumluluk
gOstermesidir. Ancak isil kirleme iglemi sonucunda ¢apraz baglanmasi ve daha
sonra yaganan ¢oOzunurluk problemi bu polimer grubunun fabrikasyonunu
zorlastirmaktadir. Ayni zamanda yuksek sicaklik ve dusuk basing altinda
gergeklestirilen uzun sureli 6n polimer sentezide bu polimerlerin kullanimlarini
kisittamaktadir. Son yillarda PGS 6n polimerlerinin Aydin ve ark. tarafindan
mikrodalga polimerizasyonu ile sentezlenmesi ile 6n polimerizasyon suresi

kisaltilarak PGS sentezi kolaylastiriimigtir [155].

Bu tez kapsaminda PGS ve PXS polimerleri ve polietilen glikol ile
kopolimerlerinin sentezi mikrodalga polimerizasyonu ile gerceklestiriimigstir.
Daha once Dbelirtildigi Uzere PPS yapilarinin sentezlendikten sonra
sekillendiriimeleri mumkun degildir. Ayrica on polimelerin gekillendirilerek
uretimi sonrasinda, capraz baglama sirasinda viskoz sivi haline gelen PPS
polimerleri fiziksel formlarini kaybetmektedir. Bu sebeple 6n polimerlerin
biyofabrikasyonu sirasinda capraz baglama sicakliginda termal kararlilik
saglayan PVA ile karisim c¢ozeltileri hazirlanarak fiber Uretimleri
gerceklestiriimistir. PGS ve PXS ile genellikle tuz yilkama [162], mikro-kalip
dokme [163] ve elektro-egirme [164] gibi teknikler kullanilarak doku

muhendisligi amagli fabrikasyon uygulamalari mevcuttur.

Tez kapsaminda ise PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerinin
elektrohidrodinamik (EHD) tasinabilir tabanca ve basingli jirasyon teknikleri ile
fiber Uretimi gergeklestirilmigtir. Fiber Gretimi icin Sofokleous ve ark. tarafindan
tasarlanan EHD tasinabilir tabanca cihazi kullaniimis olup [107], basingli
jirasyon yoéntemi igcin Mahalingam ve ark. tarafindan gelistirilen teknik
kullanilmigtir  [118]. Bu yontemlerle PPS fiberlerin Uretim ilk defa
gergeklestirilmistir.
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PPS yapilarinin fiziksel 6zellikleri, biyobozunur ve biyouyumlu yapida olmasi
sebebiyle doku muhendisligi uygulamalarinda kullanima oldukga elveriglidir.
PPS polimerleri yumusak, gugli ve esnek 6zelliklerinden dolayl yumusak doku-
doku muhendisligi uygulamalarinda genis uygulama alani bulmustur. Vaskuler
doku muhendisligi, sinir hucreleri igin klavuz malzemeler gibi birgok uygulamada
PGS temelli malzemeler doku iskelesi olarak kullaniimigtir [165]. Tez
kapsaminda ise PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerleri
sentezlenerek, fiber Uretimleri gercgeklestiriimis ve deri doku muhendisligine
yonelik doku iskelesi olarak potansiyelleri incelenmistir. Deri dokusundaki
dermal-epidermal katmanlari taklit edebilmek icin elde edilen fiber yapilari
hidrojellerle birlestirilerek PPS fiber destekli hibrid doku iskeleleri tasarlanmistir.
Hidrojel olarak gelatin metakrilat (Gel-M) sentezlenerek karakterize edilmigtir.
Sentezlenen PPS ve Gel-M polimerik yapilar oncelikle biyouyumluluklari
agisindan deg@erlendirilmistir. Daha sonra epidermis-dermis katmanlarini taklit
edebilmeleri igin fiber yapilari dermal fibroblast hiicreleri ile, hidrojel yapilari ise
keratinosit hlicreleri ile etkilesimleri ayri ayri degerlendirilmistir. Daha sonra fiber
destekli  hidrojel doku iskelesinde fibroblast-keratinosit  ko-kalturG
gerceklestirilerek hicre davraniglari incelenmistir. Elde edilen sonuglar asagida

siraslyla sunularak tartigiimistir.

4.1. Poli(poliol) Sebakat (PPS) Bazli Polimerlerin Yapi-Ozellik iligkileri

Tez kapsaminda sentezlenen PPS polimerleri sebasik asit ve poliolin
kondenzasyon polimerizasyonu ile gerceklestiriimistir. ik basamak 6n
polimerizasyon, ikinci basamak ise kurleme basamagi olarak
degerlendiriimektedir. On  polimerizasyon iglemi mikrodalga destekli
polimerizasyon ile saglanirken, PGS ve PXS polimerleri sebasik asit:poliol mol
orani 1:1 olacak sekilde sentezlenmistir. PGS-PEG ve PXS-PEG polimerlerini
sentezinde farkli molekdl agirligindaki (6000, 4000, 2000, 1500 ve 550 g/mol)
PEG polimerleri kullaniimistir. Sebasik asit:poliol:polietilen glikol'dn farkli mol
oranlari (Cizelge 3.1) optimize edilerek PPs bazli biyoelastomerler

sentezlenmistir.
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4.1.1. Poli(gliserol) Sebakat (PGS) Polimeri

Mikrodalga polimerizasyon teknigi ile sentezlenen PGS on polimer yapilari
oncelikle FT-IR spektrometresi ile karakterize edilmigstir. . Elde edilen PGS 6n
ve PGS polimer yapilarinin FT-IR spektrumlari Sekil 4.1’de karsilastirmali
olarak gosterilmistir. PGS 6n polimerin FT-IR spektrumunda 3150-3600 cm
dalgaboyu bandinda karakteristik —OH gerilimi ve 2800-3000 cm bandinda —
CH2 gerilim titresimi gézlenirken, 1730 cmY’de gézlenen keskin ester piki (C=0)
On polimer sentezinin basari ile gergeklestigini gostermektedir [5]. Daha sonra
kirleme kosullari optimize edilerek 130 °C sicaklik ve 60 mm Hg basi¢ altinda
capraz baglanan PGS 6n polimerinden PGS polimeri elde edilmigtir. PGS 6n
polimerinden kondenzasyon polimerizasyonu ile PGS sentezlenmesi, gliserolun
kimyasal yapisindan gelen hidroksil gruplarinin termal etki ile kovalent bag
olusturarak su c¢ikisi saglamasi temeline dayanmaktadir. Bu nedenle PGS-6n
polimerinde 3150-3600 cm™ dalgaboyu bandinda gorilen karakteristik —OH
gerilimi, PGS polimerinde kaybolmustur.

%0 \ a ™M
80 v \ Vo "

70-5 | IR a
A

: i
50! L

% Gegirgenlik

304

20

w0 a0 00 a0 w00 w0 1000
Dalgaboyu (cm)

Sekil 4.1. PGS 6n ve PGS polimerlerin FT-IR spektrumlari.
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Sentezlenen PGS 6n polimerinin *H-NMR spektrumu Sekil 4.2’de verilmistir.
Sebasik asit molekulinden gelen metilen pikleri 6:1.30, 1.62 ve 2.35 ppm’de
literatlire uygun olarak tayin edilmigstir [5]. Ayrica gliserolden kaynakl metilen
pikleri ise; 8:4.1- 4.25 ppm ve 8:5.3-5.4 ppm pikleri ile tayin edilmigtir. Elde
edilen veriler 1s1Iginda PGS 6n polimer yapilarinin mikrodalga polimerizasyonu

ile basar ile sentezlendigi dogrulanmigtir.

cbCly ™S

...............................................................................................................

Sekil 4.2. PGS 06n polimerinin tH-NMR spektrumu.

Sentezlenen PGS 6n polimeri ve PGS polimer yapilarinin 1sil bozunmalari
termal gravimetrik analizler ile belirlenmigtir. PGS 6n polimeri ve PGS polimer
yapilarinin termogramlari Sekil 4.3’de karsilastirmali olarak gosterilmistir. PGS
on polimerinin termal bozunmasi ilk basamakta yaklasik 150 °C’de baslayip
ikinci bozunma 400 °C’de go6zlenirken; PGS termal olarak bozunmaya yaklasik
420 °C’de tek basamakta ugramaktadir. Elde edilen bu veriler 1siginda 6n
polimerin sebasik asit ve gliserol monomerlerine bagl olarak c¢oklu termal
bozunma noktasina sahip oldugu, ¢apraz baglanma sonrasi elde edilen PGS
polimerinin ise yliksek verimde ¢apraz baglanma ile elde edilmesine bagli olarak

kararhliginin arttigi ve tek termal bozunma noktasina sahip oldugu izlenmistir.
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Sekil 4.3. PGS ve PGS 6n polimerlerinin TGA termogramlari.

PGS polimerinin termal 6zelliklerinin incelenmesi ve camsi gegis sicakliklarinin
belirlenmesi igin DSC analizleri gergeklestirilmis olup, DSC termogramlari Sekil
4.4’de verilmigtir. DSC termogramlari incelendiginde 1. 1sitmada camsi gegis
sicakhgi -28.53 °C olarak ikinci i1sitmada ise-28.27 °C olarak hesaplanmistir. Tg
degerlerinin 2 1sitmada da birbirine yakin degerlerde ¢ikmasi ¢apraz baglanma
veriminin  yuksek olmasindan dolayr zincir konformasyonunun Kkararli
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica PGS polimerine ait hesaplanan -28.53
Tg degeri, polimerin vicut sicakhginda amorf yapida oldugunu ve biyomalzeme

uygulamalari igin kararl yapida oldugunu gostermektedir [33].
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Sekil 4.4. PGS polimerinin DSC termogramlari.

4.1.2. Poli(ksilitol) Sebakat (PXS) Polimeri

Mikrodalga polimerizasyon teknigi ile sentezi gerceklestirilen PXS 6n polimer
yapilari da oncelikle FT-IR spektrometresi yardimiyla karakterize edilmistir. PXS
on polimer ve polimer yapilarina ait FT-IR spektrumlari Sekil 4.5’de
sunulmustur. PXS 6n polimerinin FT-IR spektrumunda da PGS 6n polimerinde
gozlendigi gibi 1730 cmY'de gozlenen keskin ester piki (C=0) sentezin basari
ile gerceklestigini gostermektedir. Ayrica, 3150-3600 cm bandinda gdézlenen
—OH gerilimi PGS polimerinde tek bir —OH turtnu gdsterdidi icin tek pik olarak
elde edilirken, PXS polimerinde ksilitolin yapisindan gelen —OH tlrlerinin
coklugundan dolayi ¢oklu pik olarak hidroksil bandinda yarilmalar gozlenmigtir
[30]. PXS 0n polimerinden kondenzasyon polimerizasyonu ile PXS
sentezlenmesi, ksilitolin kimyasal yapisindan gelen hidroksil gruplarinin termal
etki ile kovalent bag olusturarak su ¢ikisi saglamasi temeline dayanmaktadir.
Ksilitolde bulunan kalabalik hidroksil gruplarinin ¢gapraz baglanma sonucunda
azalmasi nedeniyle, PXS-6n polimerinde 3150-3600 cm* dalgaboyu bandinda
gorulen coklu yariimig karakteristik —OH geriliminin, PXS polimerinde siddeti

dusmus ve yariimalari kaybolmustur.
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Sekil 4.5. PXS 6n ve PXS polimerlerinin FT-IR spektrumlari.

Sentezlenen PXS polimerinin *H-NMR spektrumlari ise Sekil 4.6'da genel
spektrum olarak verilmigtir. Sebasik asit kaynakli metilen pikleri :1.25, 1.35,
1.62 ve 2.2 ppm’de tayin edilmistir. Ayrica ksilitoliin metilen pikleri ise; 6:3.90-
4.25 ppm pikleri ile tayin edilmistir [30]. Elde edilen veriler 1s1dinda, PXS 6n
polimerinin de PGS 6n polimeri gibi mikrodalga polimerizasyonu ile basariyla

sentezlendigi gosterilmistir.
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Sekil 4.6. PXS 6n polimerinin genel *H-NMR spektrumu.
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PXS prepolimer ve polimer yapilarinin isil bozunma ozellikleri de termal
gravimetrik analizler ile belirlenmigtir. PXS 6n polimeri ve PXS polimer
yapilarinin TGA termogramlari Sekil 4.7°de karsilastirmali olarak verilmistir.
Termal gravimetrik analizlerinin sonucunda PGS’de g6zlendigi gibi, 6n polimeri
iki basamakta Isil degredasyona ugrarken, polimerin g¢apraz baglanmasi
sonucunda PXS’in daha yuksek sicaklikta ve kararlilikta tek basamakta
bozunmaya ugradigi tayin edilmistir. PXS 6n polimerindeki termal bozunma ilk
basamakta vyaklasik 180 °C’de baslayip ikinci bozunma 380 °C’de
gozlemlenirken; PXS’in termal bozunmaya basladigi sicaklik PGS’e benzer

sekilde yaklasik 410 °C’de ve tek basamakta gergeklesmistir.
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Sekil 4.7. PXS 6n ve PXS polimerlerinin TGA termogramlari.

PGS ve PXS 6n polimer yapilarinin TGA verileri karsilastirildiginda, gliserolin
ksilitole kiyasla dustik molekdl agiriginin da etkisiyle, seker alkoli kaynakl
termal bozunma PGS icin ilk basamakta daha dusuk sicaklikta tayin edilmistir.
ikinci basamaktaki bozunma ise, yaklasik 380 °C’de sebasik asit kaynakli
oldugundan ortak pik degeri gézlenmigtir. Diger taraftan i1sil gapraz baglanma
sonucu elde edilen PGS ve PXS polimer yapilari termal bozunma agisindan
degerlendirildiginde ¢apraz baglanma derecesi (esterifikasyon derecesi) yliksek
olan PGS polimeri PXS’e kiyasla yuksek kararlilik gostererek, daha yuksek

sicaklikta bozunmaya ugramigtir.
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PXS polimerine ait DSC termogramlari Sekil 4.8'de verilmigtir. DSC
termogramlari incelendiginde 1. 1sitmada camsi gegis sicakligi -34.36 °C, ikinci
Isitmada ise -22.14 °C olarak hesaplanmistir. 1. ve 2. isitma egrileri arasinda
olusan fark érneklerin 300 °C’ye kadar isitilip sogutulmasi sirasinda serbest
hacimin dusmesinden kaynaklanmaktadir. 1. i1sitmada PGS polimerinin Tg
degeri -28.53 °C iken, PXS polimerinin Tg degerinin -34.36 °C olmasi ksilitol
monomerinden kaynaklanan esnek zincilerin etkisinden gelmektedir. Ayrica 1.
Isitmada hareketlenen esnek zincirler kademeli 1sitma ve sogutmanin etkisiyle
konformasyonlarini daha kararli hale getirmektedir. PXS polimerinin -34.36 °C
olarak belirlenen Tg degeri, oda sicakhginda ve vicut sicakhdinda (37 °C)
kauguksu davranis sergilemesi bu polimerlerin biyomalzeme uygulamalari igin

uygun oldugunu géstermektedir 166].
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Sekil 4.8. PXS polimerinin DSC termogramlari.

PGS ve PXS polimerlerine ait gerilim-gerinim egrileri kargilastirmali olarak Sekil
4.9 ve Cizelge 4.1’de verilmigtir. Gerilim-gerinim grafiginin dogrusu Uzerinden
elde edilen egim degeri hesaplanarak PGS elastomerinin Young’s modulis
degeri belirlenmistir. PGS polimerine ait Young modulus degeri 0.21+£0.02 MPa
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ve gerinim degeri ise ~%70 olarak bulunmusgtur. Literaturde PGS polimerine ait
Young’s modulus degeri gapraz baglama sicaklgi, suresi ve yuzdesine bagli
olarak farkliik gostermekte olup, 0.025-1.200 MPa araliginda degiskenlik
gOsterirken, yuzde uzama miktarinin % 30-330 araliginda oldugu belirtilmigtir
[5, 27, 167]. Tez kapsaminda sentezlenen PGS polimerinin mekanik

Ozelliklerinin literatur verileri ile benzer oldugu gorulmasgtur.

PXS polimerine ait Young moddultlis degeri ise, 1.20+£0.01 MPa bulunmustur.
PXS elastomerine ait ortalama maksimum uzama miktari ise, ~%100 olarak
belirlenmistir. PXS polimerine ait Young’'s mudulus degeri literaturde 0.05-2.00
MPa araliginda tayin edilirken gerinim degeri % 750’ye kadar artabilmektedir
[168]. Sentezlenen PXS polimerinin mekanik ézellikleri gapraz baglanma slresi
ve sicakligi da gézénunde bulundurularak literatlrde verilen sonuglar ile benzer

oldugu gorualmustar.

Cizelge 4.1. Poli(poliol) Sebakat (PPS) bazli polimerlerin mekanik 6zellikleri.

Elastik modiiliis Kopma Kopma noktasindaki
E.(MPa) dayanimi yuzde uzama
on (MPa) &s (%)
PGS 0.21+0.020 0.11+0.010 6714.6
PXS 1.20+0.010 0.7310.070 99+10.6
PGS-ko-PEG 0.31+0.010 0.2710.030 15247.6
PXS-ko-PEG 0.06+0.004 0.05+0.004 160+5.0

PXS polimerinin xylitol monomerlerinin uzun zincirleri ve ¢apraz baglamada
etkili olan hidroksil gruplarinin ve molekul agirhiginin, PGS’te kullanilan gliserol
monomerine oranla fazla olmasi sebebiyle mekanik 6zellikleri daha genis bir
aralik gostermektedir. PPS polimerlerinin kurleme suresi arttikca % uzama
miktarlarinda azalma gozlenmektedir [168]. Ayrica, PGS ve PXS polimerlerinin
elastomerik polimer haline gelebilmesi icin gereken kirleme suresi de
monomerlere gore degisiklik gostermektedir. Sonug¢ olarak, PPS yapilarinin
sentezlenebilmesi igin ihtiyag duyulan reaksiyon kosullarindaki ve kimyasal

yapidaki farkhliklar mekanik 6zelliklerdeki varyasyonlari da ortaya koymaktadir.
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Bu veriler gbz oninde bulunduruldugunda, PGS ve PXS polimerlerine ait
gerilim-gerinim egrileri ve Young’s modulus degerleri literatir ile benzer

sonugclar icermektedir.

Gerilim [Mpa]

0 20 40 60 80 100 120
Gerinim [%]

Sekil 4.9. PGS ve PXS polimerlerinin gerilim-gerinim egrileri.

4.1.3. Poli(gliserol)Sebakat-ko-Poli(etilen glikol) Kopolimeri

PGS-ko-PEG 6n polimeri yontem kisminda belirtildigi gibi mikrodalga destekli
kondenzasyon polimerizasyon yontemi ile iki basamakta sentezlenmistir.
Sentezlenen kopolimer yapilarinda farkh molekul agirhginda (550, 1500, 2000,
4000, 6000 g/mol) PEG polimerleri kullaniimistir. Sentez sirasinda kullanilan
mol oranlari Bolim 3.2.2.2.’de Cizelge 3.1’de verilmistir. PEG:sebasik asit:
gliserol mol oranlarinin optimizasyonu igin; oncelikle 2000 g/mol molekul
agirhginda PEG kullanilarak 0.125:1:1 (PGS-PEG:), 0.25:1:1 (PGS-PEG2) ve
0.5:2:1 (PGS-PEGs3) mol oranlarinda PGS-ko-PEG 06n polimerleri

sentezlenmistir.

Sentezlenen PGS-PEG1, PGS-PEG:2 ve PGS-PEG3 6n polimer yapilarinin FT-
IR spektrumlari Sekil 4.10’da verilmistir. PGS-PEG1, PGS-PEG:2 ve PGS-PEGs
on polimer yapilarinin FT-IR spektrumlarinda da PGS ve PXS yapilarinda
gozlendigi gibi 1730 cm'de gbzlenen keskin ester piki (C=0) sentezin basari
ile gerceklestigini kanitlamaktadir. Ayrica, 3150-3600 cm™ bandinda gézlenen

—OH gerilimi, 2800-3000 cm™ bandinda gézlenen —CH: titresimi ve ester baginin
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sentezlendigini kanitlayan 1730 cm''de gobzlenen keskin ester piklerinin
siddetinde meydana gelen degisimlerin PEG molekul agirligi ve sentez mol

oranlari ile orantil olarak degistigi gosterilmigtir.
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Sekil 4.10. PGS-PEG1, PGS-PEG2 ve PGS-PEGs on polimerlerinin FT-IR
spektrumlari.

Ester baginin sentezlenmesiyle CH2/OH oranlarinda meydana gelen degisim
Cizelge 4.2'de FT-IR spektroskopisinde 2800-3000 cm bandinda gdzlenen
—CH: titresimi ve 3150-3600 cm™? bandinda goézlenen —OH gerilim alan
degerlerinin  integrasyon oranlari Uzerinden hesaplanarak verilmigtir.
PGS-PEG:1, PGS-PEG:2 ve PGS-PEGs polimerlerinin CH2/OH oranlari sirasiyla
1.29, 1.47 ve 2.2 olarak hesaplanmistir. Bu veriler 1siginda, PEG molekul
agirhgr arttikgca on polimerindeki serbest hidroksil grubu oraninin distigu ve
esterifikasyon derecesinin de paralel olarak azalacadi sonucuna variimis ve
diger molekdl agirhgindaki PEG molekdlleri ile gergeklestirilecek sentezlere
PGS-PEG: sentez mol oranlari ile devam edilmesine karar verilmigtir. Ayrica
PGS-PEG4, PGS-PEGs, PGS-PEGs ve PGS-PEG7 polimerlerinin CH2/OH
oranlari sirasiyla 0.74, 0.93, 1.9 ve 2.14 olarak hesaplanmigtir. On polimer
yapsindaki PEG molekullerinin molekldl agirhgindaki artisa paralel olarak
CH2/OH orani da artis gostermis ve serbest —OH gruplarinin orani duserek

capraz baglanma yogunlugunun da azalma gdsterecegi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. PGS ve PGS-ko-PEG polimerlerinin—CH2 ve —OH gruplarinin FT-

IR spektroskopisi piklerinin alan degerlerinin integrasyon oranlari.

Polimer ~ CH2 (2800-3000 cm™) OH (3150-3600 cm™)  (CH2/OH)

Orani

PGS 1690 2563 0.66
PGS-PEG: 2541 1977 1.29
PGS-PEG: 2826 1916 1.47
PGS-PEGs 2764 1256 2.20
PGS-PEG4 1870 2524 0.74
PGS-PEGs 2121 2280 0.93
PGS-PEGs 2760 1449 1.90
PGS-PEG~ 2786 1302 2.14

Sekil 4.11°de farkli molekul agirhgindaki (550, 1500, 2000, 4000 ve 6000 g/mol)
PEG ile sentezlenen PGS-PEGi1, PGS-PEG4, PGS-PEGs, PGS-PEGes ve PGS-
PEG7 6n polimer yapilarinin FT-IR spektrumlari verilmistir. Elde edilen
spektrumlar incelendiginde Sekil 4.10'da elde edilen spektrumlara benzer
sekilde keskin ester piki (C=0) 1730 cm'de gozlenmistir. 3150-3600 cm™
bandinda goriilmesi beklenen —OH ve 2800-3000 cm bandinda gbzlenmesi
gereken —CHzpikleri de basariyla gbzlenmistir. PEG molekul agirhigindaki artisa
bagh olarak ester (1730 cm™) ve hidroksil (3150-3600 cmt) gruplarinin
karakteristik pik siddetleri azalirken, 2800-3000 cm™! bandinda gézlenen —CHz2
pik siddetleri PEG zincir uzunlugu artisiyla dogru orantili olarak artis

gostermistir.
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Sekil 4.11. PGS-PEG:, PGS-PEG4, PGS-PEGs, PGS-PEGs ve PGS-PEG7? 6n
polimerlerinin FT-IR spektrumlari.

Sentezlenen PGS-PEGi1, PGS-PEG2, PGS-PEGs, PGS-PEG4, PGS-PEGs,
PGS-PEGs ve PGS-PEG? 0n polimer yapilarinin *H-NMR spektrumlari Sekil
4.12-4.18'de genel spektrumlari ile verilmistir. 'H-NMR spektrumlarinda sebasik
asit kaynakh metilen pikleri 8:1.25, 1.35, 1.62 ve 2.35 ppm’de, gliserol kaynakli
metilen pikleri ise; 6:4.1- 4.25 ppm ve 5.3-5.4 ppm pikleri ile tayin edilmigstir.
Gliserol kaynakli metilen piklerinin disuk siddete sahip olmasi polietilen glikol
molekulletinden gelen metilen gruplarinin yuksek siddetine bagl olarak tekil
—OH ug¢ gruplarinin dusik siddete sahip olmasi ile aciklanmaktadir. Polietilen
glikol yapilarindaki kalabalik metilen gruplari ise, 6:3.60- 3.80 ppm’de gozlenen
siddetli metilen piki ile karakterize edilmektedir.
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Sekil 4.12. PGS-PEG: 6n polimerinin tH-NMR spektrumu.
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Sekil 4.13. PGS-PEG:2 6n polimerinin tH-NMR spektrumu.
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Sekil 4.14. PGS-PEG3s 6n polimerinin tH-NMR spektrumu.
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Sekil 4.15. PGS-PEG4 6n polimerinin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.16. PGS-PEGs 6n polimerinin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.17. PGS-PEGs 6n polimerinin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.18. PGS-PEG?76n polimerinin *H-NMR spektrumu.

Ayrica Sekil 4.19 ve 4.20’de PGS, PGS-PEG:, PGS-PEG4, PGS-PEGs, PGS-
PEGs ve PGS-PEG7 6n polimer ve polimer yapilarinin termal bozunma egrileri
karsilastirmali olarak verilmisti. On polimer yapilari iki basamakta 1sil
bozunmaya ugrarken, 6n polimerlerin ¢apraz baglanmasi sonucunda elde
edilen polimerin daha yuksek sicaklikta ve kararllikta bozunmaya ugradigi tayin
edilmistir. Ornegin, PGS-PEG1 6n polimerinde termal bozunma ilk basamakta
yaklasik 250 °C’de baslayip ikinci bozunma yaklasik 400 °C’de gézlemlenirken;
PGS-PEG: polimeri termal bozunmaya PGS’e benzer sekilde yaklasik 400
°%C’de tek basamakta ugramaktadir. PGS-PEG4 polimeri yaklasik 400 °C’'de
bozunmaya ugrarken, PGS-PEG4 6n polimeri ilk basamakta 180 °C’de, ikinci
basamakta 380 °C’de bozunma termogrami gostermistir. PGS-PEGs polimer ve
on polimerlerinin TGA verilerinde de, 6n polimer iki basamakta isil bozunma
gOsterirken ¢apraz baglanma islemi sonrasi tek basamakta 400 °C’de bozunma
egrisi gozlenmigtir. Farkli molekdl agirliginda PEG kullanilarak sentezlenen 6n
polimer yapilarinin termal kararliliklari karsilastirildiginda, artan PEG molekl
agirhgina bagh olarak on polimerdeki termal kararlih@r arttirici etki gosterdigi
belirlenmistir. On polimer yapilari karsilastiriidiginda PGS’in en hizli termal
bozunmaya sahip oldugu ve artan PEG molekil agirhigina bagh olarak termal
bozunma hizi ve derecesinin artig gosterdigi bulunmustur. Ancak capraz
baglanan polimer yapilari karsilastirildiginda termal agidan en kararli polimer

PGS olarak bulunmus ve artan PEG molekul agirligi termal kararlilikla ters
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orantili bulunmustur. Bunun sebebi esterifikasyonun PGS polimerinde en fazla
olmasi ile agiklanmaktadir.
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Sekil 4.19. PGS, PGS-PEG:, PGS-PEG4, PGS-PEGs, PGS-PEGe ve PGS-
PEG?7 6n polimerlerinin TGA termogramlari.
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Sekil 4.20.

PGS, PGS-PEG1, PGS-PEG4, PGS-PEGs, PGS-PEGs ve PGS-
PEG~ polimerlerinin TGA termogramlari.
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4.1.4. Poli(ksilitol) Sebakat-ko-Poli(etilen) Glikol Kopolimeri

PXS-ko-PEG polimer yapilari da PGS-ko-PEG sentezi ile benzer sekilde
mikrodalga destekli kondenzasyon polimerizasyon yontemi ile iki basamakta
sentezlenmistir. Sentezlenen polimerlerin mol oranlari detayli olarak daha énce
Bolim 3.2.2.2’de Cizelge 3.1’de sunulmustur. PXS-ko-PEG polimerleri de PGS-
ko-PEG polimerleri gibi 6ncelikle 2000 g/mol PEG molekdlleri ile farkli mol
oranlarinda sentezlenmigtir. Sekil 4.21’de belirtilen PXS-PEG1, PXS-PEG: ve
PXS-PEGs 6n polimer yapilarinin FT-IR spektrumunlarinda 1730 cmde
gOzlenen ester pikleri (C=0) sentezlerin basari ile gerceklestigini
gOstermektedir. Sentezlenen tum polimer gruplarinda, ksilitolun ¢oklu —OH
gruplar 3150-3600 cm™ bandindaki piklerdeki yarilmalari dogrulamaktadir.
Spektrumlarda 3150-3600 cm™ bandinda gozlenen —OH piki, 2800-3000 cm™*
bandinda gozlenen —CH: piki ve ester baginin sentezlendigini kanitlayan 1730
cm¥'de gozlenen ester piklerinin siddetinde meydana gelen degisimlerin sabit
PEG molekul agirhginda, degisen sentez mol oranlarina bagh olarak degistigi
gosterilmistir. Artan PEG mol orani Ozellikle, 1730 cm™Yde gbzlenen ester

piklerinin (C=0) siddetinde azalmaya yol agcmigtir.
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Sekil 4.21. PXS-PEG1, PXS-PEG2 ve PXS-PEGs 6n polimerlerinin FT-IR

spektrumliari.
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PXS-PEGi1, PXS-PEGs, PXS-PEGs, PXS-PEGes ve PXS-PEG7 6n polimer
yapilarinin FTIR spektrumlari da kargilastirmali olarak Sekil 4.22'de verilmistir.
Elde edilen spektrumlarda, 1730 cm™¥de gozlenen ester pikleri (C=0)
sentezlerin basariyla gercgeklestirgini dogrularken, 3150-3600 cm™ bandindaki
—OH piklerinde gorulen vyariimalar ksilitolin ¢oklu —OH gruplarini
dogrulamaktadir. —CH2 gruplarinin varligi ise 2800-3000 cm™ bandinda
gozlenen metilen pikleri ile dogrulanmistir. Ayrica ayni mol oranlarinda sirasiyla
550, 1500, 2000, 4000 ve 6000 g/mol molekul agirlinda PEG kullanilarak
hazirlanan polimer gruplarinda PEG kaynakli molekul agirhgi artigina bagh

metilen pik siddetinde artis gozlenmistir.
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Sekil 4.22.  PXS-PEGi1, PXS-PEG4, PXS-PEGs, PXS-PEGs ve PXS-PEG7 6n

polimerlerinin FT-IR spektrumlari.

Ester baginin sentezlenmesiyle CH2/OH oranlarinda meydana gelen degisim
Cizelge 4.3'de verilmigtir. CH2/OH oranlarinda meydana gelen degisim, 2800-
3000 cm* bandinda gbzlenen —CH2 ve 3150-3600 cm™ bandinda gdzlenen
—OH piklerinin alan degerlerinin integrasyon oranlari Gzerinden hesaplanmistir.
PXS-PEG1, PXS-PEG:2 ve PXS-PEGs polimerlerinin CH2/OH oranlari sirasiyla
0.92, 1.75 ve 2.94 olarak hesaplanmigtir. Bu veriler 1s1ginda, PEG molekdl
agirhgr arttikga on polimerdeki serbest hidroksil grubu oraninin dustugu ve

esterifikasyon derecesinin de paralel olarak azalacagi sonucuna varilmig ve
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diger molekul agirhgindaki PEG molekulleri ile gergeklestirilecek sentezlere G2
sentez mol oranlari ile benzer sekilde PXS-PEG: 6rnek grubunda kullanilan mol

oranlari ile devam edilmesine karar verilmigtir.

Farkli molekdl agirhiginda PEG (550, 1500, 2000, 4000 ve 6000 g/mol)
kullanilarak sentezlenen PXS-ko-PEG (PXS-PEGi, PXS-PEGs, PXS-PEGs,
PXS-PEGsve PXS-PEG7) yapilarinin CH2/OH oranlari sirasiyla 0.92, 0.61, 0.84,
3.44 ve 6.36 olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu veriler, artan PEG molekal
agirhginin CH2/OH oranindaki artisla dogru orantili oldugunu gostermektedir.
Bunun sebebi ise, artan PEG molekul agirhiginin esterifikasyon derecesinde

meydana getirdigi azalmayla agiklanmaktadir.

Cizelge 4.3. PXS ve PXS-ko-PEG polimerlerinin —CH2 ve —OH gruplarinin

FT-IR piklerinin alan degerlerinin integrasyon oranlari.

Ornek CH, (2800-3000 cm™) OH (3150-3600 cm™)  Oran(CH/OH)

PXS 1700 4168 0.41
PXS-PEG; 2514 2740 0.92
PXS-PEG: 2644 1513 1.75
PXS-PEG3 3099 1054 2.94
PXS-PEGy 2043 3325 0.61
PXS-PEGs 2075 2475 0.84
PXS-PEGe 2761 802 3.44
PXS-PEG; 2914 458 6.36

PXS-PEGi1, PXS-PEG2, PXS-PEGs, PXS-PEGs, PXS-PEGs, PXS-PEGs ve
PXS-PEG7 polimer vyapilarinin *H-NMR spektrumlari Sekil 4.23-4.29'da
verilmigtir. Polietilen glikol yapisindaki metilen grubu 6:3.60- 3.80 ppm’de
siddetli metilen piki ile tayin edilmistir. Sebasik asit metilen pikleri 8:1.25, 1.35,
1.60 ve 2.35 ppm’de, ksilitolden kaynakli metilen pikleri ise; 6:4.1- 4.25 ppm
pikleri ile tayin edilmigstir. Ksilitol kaynakli metilen piklerinin disuk siddete sahip

olmasi polietilen glikol molekulletinden gelen metilen gruplarinin yuksek
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siddetine bagli olarak tekil —OH ug¢ gruplarinin diguk siddete sahip olmasi ile
aciklanmaktadir. Polietilen glikol yapilarindaki kalabalik metilen gruplari ise,

0:3.60- 3.80 ppm’de gbzlenen siddetli metilen piki ile karakterize edilmistir.

cocl, ™S

Sekil 4.23.  PXS-PEG: 6n polimerinin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.24.  PXS-PEG: 6n polimerinin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.25. PXS-PEGs3 6n polimerinin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.26. PXS-PEGa46n polimerinin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.27. PXS-PEGs 6n polimerinin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.28. PXS-PEGe 6n polimerinin *H-NMR spektrumu.
cocl, - - . ™S
il 1
......... e e e e e e o et teee
Sekil 4.29. PXS-PEG7 6n polimerinin *H-NMR spektrumu.

PXS-ko-PEG 6n polimer ve polimer yapilarinin termal gravimetrik analizlerinin

sonucunda da PGS-ko-PEG polimer yapilarinda elde edilen sonuglara benzer

termal bozunma karakterleri gozlenmistir. On polimer yapilari iki basamakta isil

degredasyona ugrarken, polimerlerin gapraz baglanmasi sonucunda elde edilen
polimer yapilarinin daha yuksek sicaklikta ve kararlihkta tek basamakta
bozunmaya ugradigi tayin edilmigtir. PXS-PEG7 polimer yapisi ise duguk
esterifikasyon derecesine bagli olarak iki basamakta 6n polimerine yakin termal

bozunma profili sergilemistir.
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PXS-PEG1 0n polimer yapisindaki termal bozunma ilk basamakta yaklagik 230
°C’de baglarken, ikinci bozunma yaklagik 400 °C’de g6zlemlenmigtir. PXS-PEGa4
on polimeri termal bozunmaya yaklagsik 180 °C’de baslayip, ikinci bozunma
sicakligi 400°C’de tespit edilmistir. PXS-PEGs 6n polimeri 220 °C’de, PXS-PEGs
on polimeri 250 °C’'de ve PXS-PEG?7 6n polimeri 255 °C’de ilk basamak termal
bozunma noktalarina sahiptir. PXS-PEG1, PXS-PEG4 ve PXS-PEGs polimerleri
yaklasik 400 °C’de tek basamakta 1sil bozunma degerine sahipken, PXS-PEGs
yaklasik 390 °C’de ve PXS-PEGrv ise yaklasik 375 °C’de termal degradasyona
ugramistir. Elde edilen veriler dusik molekdl agirhikh PEG kullanilan
polimerlerin termogramlarina benzer sekilde 6n polimer yapilarinin daha dusuk
sicaklikta iki basamakta termal bozunma gergeklegirken ¢apraz baglanma
sonrasi daha kararli ve yuksek sicaklikta tek basamakli bozunma
gerceklestirdigini gostermektedir (Sekil 4.30, Sekil 4.31).
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Sekil 4.30. PXS, PXS-PEGi1, PXS-PEGs4, PXS-PEGs, PXS-PEGs ve PXS-

PEGz~ 6n polimerlerinin TGA termogramlari.
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Sekil 4.31. PXS, PXS-PEGi, PXS-PEG4, PXS-PEGs, PXS-PEGs ve PXS-

PEG~ polimerlerinin TGA termogramlari.

Cizelge 4.4'de sentezlenen tim PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG
polimerlerinin ¢apraz baglanma sirelerine bagh olarak fiziksel formlari
listelenmistir. Capraz baglanma suresi olarak sirasiyla 6, 12, 24, 48 ve 72 sa
denenmigtir. PGS ve PGS-ko-PEG polimerleri 48 sa kirleme slresinde
elastomer formda olmasi nedeniyle bu kirleme suresinin kullanilmasina karar
verilmistir. PXS ve PXS-ko-PEG polimerleri i¢in ise 72 sa kurleme suresi
kullaniimasina karar verilmistir. PXS’in 72 sa lizerindeki capraz baglama suresi
sonunda elastomer formda olmasi sebebiyle kirleme slresi 72 sa segilmistir.
72 sa kiurleme suresinde en yuksek esterifikasyon derecesine sahip olmasi
sebebi ile PXS-ko-PEG polimerlerinin turevlerinden PXS-PEGas segilmigtir.
PGS-PEG4 ve PXS-PEG4 polimer yapilari Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te verilen
CH2/OH oranlari incelendiginde diger PEG ile turevlendirilmis polimerler
arasindan en yuksek hidroksil oranlarina sahip olduklarindan esterifikasyonlari
daha kolay gerceklesmis olup, fiber Uretimi icin daha uygun olduklari
belirlenmistir. Bu nedenle ileri ¢alismalar i¢in PGS, PGS-PEG4, PXS ve PXS-
PEGa4 polimerleri segilerek bu polimerler sadece PGS, PGS-ko-PEG, PXS ve
PXS-ko-PEG olarak adlandirilacaktir.
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Cizelge 4.4. Capraz baglanma suresinin polimerlerin fiziksel formlarina etkisi.

Polimer 6 saat 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat
PGS Kirilgan ~ Balmumu Yumusak Elastomer -

S elastomer

PGS-PEG: Kirilgan Kirilgan Kirilgan Viskoz sivi Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PGS-PEG: Kirilgan Kirilgan Kirilgan Viskoz sivi Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PGS-PEG; Kirilgan Kirilgan Kirilgan Viskoz sivi Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PGS-PEG.4 Kirilgan ~ Balmumu Viskoz sivi Elastomer -
balmumu

PGS-PEG:s Kirilgan Balmumu Viskoz sivi Viskoz sivi Viskoz sivi
balmumu

PGS-PEGe Kirilgan Kirilgan Kirilgan Viskoz sivi Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PGS-PEG; Kirilgan Kirilgan Kirilgan Viskoz sivi Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PXS Kirilgan Balmumu Viskoz sivi Yapiskan Elastomer
balmumu elastomer

PXS-PEG: Kirilgan Kirilgan Kirilgan Balmumu Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PXS-PEG: Kirilgan Kirilgan Kirilgan Balmumu Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PXS-PEGs; Kirilgan Kirilgan Kirilgan Balmumu Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PXS-PEG;4 Kirilgan ~ Balmumu Balmumu Viskoz sivi Elastomer
balmumu

PXS-PEGs Kirilgan ~ Balmumu Balmumu Viskoz sivi Viskoz sivi
balmumu

PXS-PEGs Kirilgan Kirilgan Kirilgan Balmumu Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PXS-PEG- Kirilgan Kirilgan Kirilgan Balmumu Viskoz sivi
balmumu  balmumu balmumu

PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerinin termal ozellikleri DSC analizleri
gerceklestiriimistir. Sekil 4.32°de PGS-ko-PEG polimerine ait DSC termogrami
verilmigtir. PGS-ko-PEG polimerine ait camsi gegcis sicakligi 1. isitmada -31.81
°C’de tayin edilmistir. 2. 1sitmada ise -30.83 °C olarak bulunmustur. PXS-ko-

PEG polimerlerine ait DSC termogrami ise Sekil 4.33’de verilmistir. 1. 1sitmada
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-35.48 °C olarak belirlenen camsi gegis sicakligi, 2. isitmada -41.22 °C olarak
bulunmustur. Ayrica, her iki termogramda farkli siddetlerde ~20 °C civarinda
belirlenen pik, polimerlerin yapisina katlan PEG molekullerinden
kaynaklanmaktadir. PXS-ko-PEG polimerinin yapisindan kaynaklanan uzun
zincirler, esnek yap! ve serbest hacmin artmasina bagli olarak camsi gegis
sicakhgi PGS-ko-PEG polimerine kiyasla daha duguk sicaklikta tayin edilmistir.
Oda kosullarinin ve fizyolojik ortam kosullarinin altinda tayin edilen camsi gegis
sicaklklari, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerinin  potansiyel
biyomalzeme ve doku muhendisligi uygulamalari i¢in uygun termal ozelliklere

sahip oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 4.32. PGS-ko-PEG polimerinin DSC termogramlari.
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Sekil 4.33.  PXS-ko-PEG polimerinin DSC termogramlari.

PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerine ait gerilim-gerinim egrileri Sekil
4.34’de sunulmustur. PGS-ko-PEG polimerinin  Young’s modulus degeri
0.31%£0.01 olarak bulunmustur. Ayrica PGS-ko-PEG polimeri 10 mm/dk ¢cekme
hizinda, maksimum ~%150 uzama saglamistir. PGS monomer mol oranlari,
kurleme sicakhgi ve kurleme suresi degistirilerek mekanik 6zellikleri genis bir
alana yayilan elastomer yapida bir polimerdir. PGS polimerine sentez sirasinda
PEG molekillerinin eklenmesi ile PGS-ko-PEG polimerlerinin elastomerik
davranislarinda artig goruldugu literatirde bildirilimistir [158]. Sentezlenen PGS
ve PGS-ko-PEG elastomerleri karsilastirildiginda, uzama miktari ve Young's

modulus degerlerindeki artis bu veriyi destekler niteliktedir.

PXS-ko-PEG polimerinin  Young's modulis degeri 0.060+0.004 olarak
hesaplanirken maksimum uzama miktari ~%160 olarak bulunmustur. Yapiya
eklenen PEG’in etkisiyle polimer zincir uzunlugunun artmasindan dolayr %
uzamada, PXS ve PGS’ye gore artis gostermistir. PXS ve PGS-ko-PEG ile
kargilastirildiginda, ksilitoliin varhidi ise Young’s modulus degerinin dugsmesine

ve % uzama deg@erinin artmasina neden olmustur. PXS-ko-PEG polimerinin
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literatirde kullanilan PGS ve PGS-ko-PEG polimerlerinin elastik modulus ve
uzama verilerine benzerlik gostermigstir [33]. Ayrica Sekil 4.34’de karsilagtirmali
olarak belirtilen PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerinin uzama miktarlari
arasindaki iliski PGS ve PXS polimerlerinin uzama miktarlari arasindaki iligki ile

benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.34. PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerinin gerilim-gerinim

egrileri.

4.1.5. Poli(poliol) Sebakat ve Tiirevlerinin Hidrolitik Bozunma Davranislari

PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimer gruplarinin hidrolitik
bozunmasi 1, 3, 5, 7, 14 ve 21. gunlerin sonunda PBS ortami uzaklastirilarak
gravimetrik olarak belirlenmigtir (Sekil 4.35). Elastomer yapilarinin yiksek
oranda capraz baglanma derecesine sahip olmasindan dolayr 21. glnun
sonunda PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerleri sirasiyla % 4.4,
%5.1, %6.8 ve %9.3 oranlarinda kutle kaybina ugramigtir. Elde edilen veriler
literatUrle uyumludur. Literattrde de belirtildigi gibi polimerler ylzey erozyonuna
ugrayarak oldukca yavas sekilde bozunmaktadir [165, 168]. Sekil 4.35'de
gosterildigi gibi hidrofilik PEG molekillerinin yapiya katiimasi ile hidrolitik
bozunma hizlanmigtir. Ayrica ksilitolin gliserole kiyasla artan molekul agirhigi

ve daha dusuk ¢apraz baglanma yogunluguna sahip olmasi polimer zincirlerinin

80



arasina su molekullerinin girmesini kolaylastirdigi igin bozunmay! hizlandirdigi

gOrulmustar.
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Sekil 4.35. PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG hidrolitik bozunma

grafikleri.

4.1.6. Poli(poliol) Sebakat ve Tiirevlerinin Hiicre Canlihgina Etkisi

Sentezlenen polimer yapilari potansiyel biyomalzeme ve doku muihendisligi
uygulamalarinda kullaniimak Uzere 1SO 10993-5 “Tibbi cihazlarin biyolojik
degerlendiriimesi — Bolum 5: in vitro sitotoksite testleri ” standartinin “Endirekt
MTT sitotoksite testi” kapsaminda sitotoksite testi uygulanmistir. Deneysel
calismalarda L929 hicre hatti kullaniimistir. Hucrelerin pozitif kontrol grubu
diginda yuksek oranda canlligini korudugu morfolojik ve hucre canliligi verileri
ile dogrulanmisir. Sekil 4.36’da PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG
polimer gruplari icin gerceklestiriien zamana bagli indirek sitotoksisite testinin

sonuglari gosterilmektedir.
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Sekil 4.36. PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerinin L929

fibroblast hiicre hatti ile gergeklestirilen MTT test sonuglari.

Sitotoksite testi standartina uygun olarak yapilan test sonuglarina goére PGS,
PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerleri L929 hucreleri Gzerinde higbir
toksik etki géstermemistir. Tium polimerlerin % 90 Gzerinde canlilik degerine
sahip oldugu izlenmigtir. Literatlirde de belirtildigi Uzere PGS, PXS, PGS-ko-
PEG ve PXS-ko-PEG polimerleri biyomalzeme olarak kullaniimaya uygun
bulunmustur [33, 169]. Polimerlerin fabrikasyonu sonrasindaki hticre kultiru
calismalari igin yumusak doku olarak deri dokusu hedeflendidi icin ilerleyen
hidcre kultird gcalismalari ATCC dermal fibroblast ve keratinosit hicreleri ile

gerceklestirilmigstir.

4.2. Gelatin Metakrilat Hidrojellerin Ozellikleri

Sentezlenen Gel-M, UV fotobaslatici (irgacure) varliginda kurlendikten sonra
hidrojel elde edilmistir. Sentezlenen Gel-M ‘nin molekil formula Sekil 4.37°de ve
NMR spektrumu Sekil 4.38’de verilmistir. Gel-M yapisindaki gelen &: 5.5-5.9
ppm’de metilen (2H) gruplari, &: 1.7-1.9 ppm’de metil (3H) gruplari ve &: 2.8-2.9
ppm’de birincil amin gruplari gosterilerek sentezin basarili  oldugu
dogrulanmistir [170]. Ayrica sentezlenen Gel-M polimerinin metakrilatianma

derecesi Esitlik 3.1’de belirtilen denklem kullanilarak lizin gruplarinin sentez
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oncesi ve sonrasi *H-NMR spektrumdaki integrasyon alan degderleri kullanilarak
hesaplanmigtir [161]. Fenil alanin sinyali (6.9-7.5 ppm) normalizasyon igin
kullaniimistir. Sentezlenen Gel-M polimerinin metakrilatianma derecesi (MD) %
62 olarak hesaplanmistir. MD kullanilan metakrilik anhidrit orani ile dogrudan
etkilenmektedir. Literatur verileri incelendiginde, Nichol ve ark. % 0.25, % 1.25
ve % 20 metakrilik anhidrit (v/v) kullanarak gergeklestirdikleri Gel-M
sentezlerinde MD sirasiyla % 19.7, % 53.8 ve % 81.4 olarak hesaplanmistir.
Diger yandan Hoch ve ark. metakrilik anhidrit miktarini 2 ve 10 kat arttirarak %

85 ve % 100 metakrilatlanma derecesinde Gel-M sentezlemiglerdir [161].
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Sekil 4.37. Gel-M sentez reaksiyon semasi.
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Sekil 4.38. Gel-M 'H-NMR spektrumu.
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Farkli konsantrasyonda (% 5, % 7.5 ve % 10 (w/v)) hazirlanan Gel-M ¢ozeltileri
ile UV kurleme islemi sonrasi farkli hidrojel yapilari elde edilmistir. Elde edilen
Gel-M hidrojellerin su tutma kapasitelerini belirlemek i¢in hidrojeller 24 sa 5 mL
PBS c¢ozeltisi igerisinde bekletildikten sonra tartilmis ve kuru agirliklari ile
oranlanarak % su tutma kapasiteleri belirlenmigtir (Sekil 4.39). % 5’lik Gel-M
yuzde 1697 +6.2 oraninda su tutma kapasitesine sahipken, % 7.5’lik Gel-M
yluzde 1222 1£8.5 ve % 10 Gel-M ylzde 768 +3.4 su tutma kapasitesine sahip
oldugu bulunmustur. Konsantrasyon arttikca ¢apraz baglanma orani da artis

gosterdiginden su tutma kapasitesinde azalma gozlenmigtir.
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Sekil 4.39.  Gel-M hidrojellerin ylzde su tutma kapasitesi.

Hazirlanan Gel-M hidrojellerinin hidrolitik bozunma incelenmistir ve sonuglar
Sekil 4.40’da sunulmustur. % 5’lik Gel-M 7. glintin sonunda, % 7.5’lik Gel-M ise
21. gundn sonunda tamamen bozunmustur. % 10’luk Gel-M hidrojel grubu ise
28. gunun sonunda % 77 oraninda hidrolitik bozunmaya ugramistir. Gel-M
konsantrasyonunun artmasiyla c¢apraz baglanma orani artmig olup, su
molekulerinin polimer zincirlerinin arasina girmesi zorlasarak, bozunma hizi
yavaglamistir. Bu nedenle %10’luk Gel-M grubu digerlerine nazaran daha yavas
bozunmaya ugramistir. Elde edilen sisme ve hidrolitik bozunma sonuglarinin

literatlrde sunulan sonuglar ile uyumlu oldugu goézlenmistir [65].
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Sekil 4.40. Gel-M hidrojellerin hidrolitik bozunma profilleri.

Hazirlanan %5, %7.5 ve %10’luk Gel-M hidrojellerin viskoelastik 6zelliklerinin
degerlendiriimesi icin reolojik analizler gergeklestirilmistir. Gel-M hidrojel
orneklerine ait frekans taramalari incelendiginde 0.1-10 Hz arahdinda tum
orneklerde depolama modultsinin kayip modulUsten yiksek oldugu (G’ > G”)
gOrulmustir (Sekil 4.41- 4.43). Taranan frekans araliginda Gel-M yapilarinin jel
karakterinde olduklari izlenmekle birlikte, % 5’lik Gel-M hidrojel 6rneginde
taramanin sonuna dogru olan artis egilimi ve faz agisindaki degisim malzemenin

sivi karakterinin diger iki 6rnege gore daha fazla olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.41. % 10’luk Gel-M hidrojelin frekans taramasi.
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Sekil 4.42. % 7.5’luk Gel-M hidrojelin frekans taramasi.
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Sekil 4.43. % 5’lik Gel-M hidrojelin frekans taramasi.

Gel-M d&rneklerinin 0.1-1000 % uzama araliginda ve 1 Hz sabit frekansta
gerinim taramalari gergeklestirilmistir (Sekil 4.44 - 4.46). Elastik modulus
degerlerinin birlikte verildigi Sekil 4.47 incelendiginde tum hidrojellerin %25
esnemeye kadar lineer viskoelastik bolgelere sahip olduklari ve bu bolgelerdeki
G’ degerlerinin gelatin konsantrasyonu ile dogru orantili oldugu goérulmustar.
Van Den Bulcke ve ark. tarafindan yapilan galismanin sonuglari da gelatin
metakrilat konsantrasyonu azaldikga depolama modullistnidn dogru orantili
olarak azaldigini desteklemektedir [46]. Lineer bdlgelerde en yliksek elastik
modulis degerine %10’luk Gel-M sahip olmakla birlikte, gerinime karsi
batunluguna ilk olarak % 10’luk Gel-M 6rnek grubu kaybetmektedir. Diger
taraftan, % 7.5 ve % 5’lik Gel-M ornek gruplarinda lineer viskoelastik bdlge
sirasiyla % 80 ve % 250 olmakla beraber, % 5’lik Gel-M 6rnedi i¢in bu aralikta
hesaplanan 16 Pa depolama modulis degeri ilerleyen hicre kultlra

uygulamalarinda kullaniimak igin dusuk olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.44. % 10’luk Gel-M hidrojelin % gerinim taramasi.
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Sekil 4.45. % 7.5’luk Gel-M hidrojelin % gerinim taramasi.
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Sekil 4.46. % 5’lik Gel-M hidrojelin % gerinim taramasi.
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Sekil 4.47.  Gel-M hidrojellerin % gerinim taramasi verilerinin karsilastiriimasi.
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Sentezlenen Gel-M hidrojel yapilari farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak
sisme, degradasyon ve viskoelastik Ozellikleri incelenmistir. Hazirlanan
hidrojellerin, fiber:hidrojel ¢ift katmanli doku iskelesi c¢alismalarinda
fibroblast:keratinosit ko-kultirinde kullaniimasi hedeflendigi icin fiberler ile
yapilan hicre kultira g¢alismalarinda dermal fibroblast hucreleri kullanilirken,

hidrojel calismalari keratinosit hucreleri ile gergeklestiriimistir.

Hucre canhliginin belirlenmesi igin in-direkt MTT testi gerceklestiriimigstir.
Gelatin metakrilat hidrojelleri literatirde birgok farkh hicre turine karsi test
edilmigtir ve ECM'’i taklit edebilen biyouyumlu bir malzeme oldugu belirtiimigtir
[171, 172]. Sekil 4.48'de belirtildigi Gzere % 10, % 7.5 ve % 5’lik Gel-M hidrojel
yapilarinin timd negatif kontrole yakin yaklasik % 100 canhlik gostererek

sitotoksik etkilerinin olmadigi kanitlanmigtir.
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Sekil 4.48. Gel-M hidrojellerin keratinosit hlcreler ile gergeklestirilen in vitro

indirekt MTT test sonuglari. *anlamli farki ifade etmektedir (p<0.05).
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4.3. Poli(poliol)Sebakat Bazli Fiberlerin Ozellikleri

Poli(poliol)sebakat bazli polimerler, ayarlanabilir mekanik o6zellikleri,
biyobozunur ve biyouyumlu malzemeler olmalarindan dolayi, biyomalzeme-
doku muhendisligi uygulamalarin kullaniimak igin oldukca elverigli yapilardir.
Sentezlenen PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerleri 1sil kiirleme
sicakhgina ve suresine baglh olarak farkh c¢apraz baglanma yogunlugu
gOstermektedir. Capraz baglanma yogunlugu arttikgca mekanik dayanimi
artarken c¢oziunurlikleri ise azalmaktadir. Bu sinirlama malzemenin
fabrikasyonunu ve biyomalzeme olarak kullanimini da guglestirmektedir. Bu
sebeple, yliksek ¢apraz baglanma yogunluguna sahip PGS, PXS, PGS-ko-PEG
ve PXS-ko-PEG polimerleri termal ¢apraz baglanma dncesinde yani 6n polimer
asamasinda fiber Uretimi gergeklestiriimis ve daha sonra capraz baglanma

islemi gercgeklestirilmistir.

PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG 6n polimer yapilari ortak ¢éztclide
¢ozinen ve isil kirleme igleminin yapildigi 130 °C'den daha ylksek
sicakliklarda erime sicakligina sahip polimerlerle ¢ézelti olusurularak uygun
viskozite degerinin elde edilmesiyle taginabilir EHD ve basingli jirasyon
teknikleri ile fiber yapilarin elde edilmesi saglanmistir. Yapiya 1sil kararhlik
saglayan polimer olarak PVA secilmistir. PVA polimeri, erime noktasi 200 °C
olmasi sebebiyle 130 °C'de rahatlikla termal kararlihk saglayabileceginden
dolay segilmigtir. Elde edilen yapilar 1sil kirleme iglemi sonrasi sirasiyla su ve
etanol ylkamasindan gecirilerek hidrofilik PVA polimerinin ve reaksiyona
girmemis PPS monomerlerinin uzaklastiriimasi saglanmigtir.  Boylelikle

mikro/nano yapida fiber formunda elastomer yapilarin tretimi saglanmistir.
PGS, PGS-ko-PEG, PXS ve PXS-ko-PEG polimerlerinin PVA ile hazirlanan

¢Ozeltilerinin konsantrasyon, iletkenlik, viskozite ve yuzey gerilimi degerleri

Cizelge 4.5’de detayli olarak belirtilmistir.
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Cizelge 4.5. Fiber Uretiminde kullanilan polimer ¢ozeltilerin 6zellikleri.

Polimer Gozeltisi Konsantrasyon iletkenlik Viskozite Yiizey
(45 :55 (wiw)) & (MPa.s) Sl
(mN/m)
PGS : PVA 10 - 31.440.3 6.55+0.03
PGS : PVA 15 10.96+0.02 90.3+0.4 6.87+0.01
PXS: PVA 15 12.22+0.03 99.8+0.6 6.94+0.02
PGS-ko-PEG: 15 34.30+0.01 86.9+0.6 7.0310.01
PVA
PXS-ko-PEG : 15 41.50+0.02 96.8+0.5 7.10£0.01
PVA

4.3.1. Tasinabilir Elektro Hidrodinamik Sistem ile Elektro-Egrilmis Fiberler

Sentezlenen PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG 6n polimerlerinin PVA
ile hazirlanan karisim ¢ozeltileri PPS:PVA 55:45 (w/w) oraninda hazirlanmistir.
EHD tagsinabilir tabanca duzeneginde 18 G ekstrizyon ignesi kullanilarak 12,
24 ve 48 pL/dk akis hizlarinda ve %15 (w/v) konsantrasyon degeri sabit
tutularak, fiber tretimi gergeklestirilmistir. EHD tasinabilir tabancada tek kanalli
igne kullanilmigtir. Fiber Uretimi tabanca ignesi ile toplayici yuzey arasinda 13
cm mesafe sabit tutularak ve % 44.7+4 nem ve 22+3 °C sicaklik kosullarinda
gerceklestiriimigtir. Artan nem ve sicakhigin jet olusumunu bozdugu bildiriimigtir
[107]. Tasinabilir EHD sistemi ile elektro-egrilmis fiber Gretiminin sematik olarak
Sekil 4.69°'da gosterilmistir. 12 pL/dk akis hizinda fiber jeti saglanamamis olup,
24 ve 48 uL/dk akis hizinda fiber yapilari elde edilmistir. Elde edilen fiberlerin
morfolojileri PGS, PGS-ko-PEG, PXS ve PXS-ko-PEG polimerleri icin Sekil
4.71-4.74’de gosterilmistir.
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Sekil 4.49. Tasinabilir EHD tabanca sistemi ile elektro-egrilmis fiberlerin
uretiminin sematik gdsterimi. A) tasinabilir EHD tabanca, B) fiber
jet olusumu, C) 1sil kirleme, D) PPS fiberlerin eldesi, E) hlcre-

malzeme etkilesimi.

Fiber Uretimi sirasinda uygulanan voltaj degeri yuksek ¢ozunurlUklt kamera ile
jet olusumunun stabil oldugu degerler sabit tutularak belirlenmistir. PGS ve PXS
11 kV degerinde stabil jet olustururken, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG 15 kV’da
kararli jet olusturmustur. Fiber Uretimi sirasinda ihtiya¢g duyulan voltaj degerleri
arasindaki fark polimer ¢ozeltilerinin ylzey gerilimleri ve iletkenlikleri arasindaki
fark ile aciklanabilir. Cizelge 4.5°'de belirtildigi gibi ylzey gerilim degerleri PGS
icin 6.87 £ 0.01 mN/m, PXS icin 6.94 + 0.02 mN/m olarak élgultrken, PGS-ko-
PEG 7.03 £ 0.01 mN/m ve PXS-ko-PEG icin 7.10 + 0.01 mN/m olarak
hesaplanmistir. Polimer ¢dzeltilerinin artan yltzey gerilimleri fiber olusumu igin
asllmasi gereken ylzey geriliminin artmasina yol ag¢maktadir. Bunun
sonucunda uygulanmasi gereken elektriksel alan degeri de artis
gOstermektedir. Ayrica ¢ozeltilerin iletkenlik degerlerdeki artig jet olusumunda
siringa-jet olusumu arasindaki mesafenin kisalmasini saglayarak toplayicidaki
fiber alanini arttirici etki gostermistir [173]. Elde edilen jetlerin ylksek hiz ve
¢OzUnUrlUkIG  kamera yardimiyla video goruntileri kaydedilmistir. Bu
videolardan alinan anlk goéruntuler sirasiyla PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-
ko-PEG icin Sekil 4.50’de gosterilmistir.
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Sekil 4.50.  Fiber jet goruntuleri A) PGS, B) PXS, C) PGS-ko-PEG ve D) PXS-
ko-PEG (24 pL/dk akis hizinda).

Sekil 4.51’de PGS:PVA karisimi ile 24 ve 48 uL/dk akis hizinda Uretilen fiber
yapilarinin SEM goruntuleri verilmistir. Sekil 4.51 (A) ve (B) gruplari 24 pL/dk
akis hizinda duretilen fiberlerin morfolojilerini sirasiyla dusik ve yuksek
buyutmede gostermektedir. Sekil 4.51 (C) ve (D) 6rnek gruplari ise, 48 pL/dk
akis hizinda dretilen fiberlerin morfolojilerini sirasiyla disik ve ylksek
bayutmede gdstermektedir. SEM goruntuleri incelendiginde, PGS:PVA harman
yapilarindan elde edilen fiber gruplarindan 24 pL/dk akis hizinda Uretilen
fiberlerin ¢cap dagilimlar 1.4+0.2 pym olarak hesaplanirken, 48 pL/dk akig
hizinda Uretilen fiberlerin cap dagihmlari 1.2+0.6 um olarak hesaplanmigtir.

Elde edilen veriler 1siginda, EHD tabanca duzeneginde PGS fiber dretimi igin jet



olusumunun daha kararli ve gap dagiliminin daha homojen olmasindan dolayi,
en uygun akis hizinin 24 yL/dk oldugu belirlenmistir.

25 pm

Sekil 4.51. PGS:PVA fiberlerin SEM goruntuleri. A) 24 pyL/dk akis hizi
(6lcek:25 pm), B) 24 pL/dk akis hizi (Glgek:5 um), C) 48 uL/dk akis
hizi (6lgek:25 uym) ve D) 48 uL/dk akis hizi (6lgek:5 uym).

Sekil 4.52’de, PXS:PVA karisimi ile 24 ve 48 uL/dk akis hizinda Uretilen fiber
yapilarinin SEM gorantuleri sunulmustur. Sekil 4.52 (A) ve (B) gruplari 24 pL/dk
akis hizinda uretilen fiberlerin, (C) ile (D) gruplari 48 uL/dk akis hizinda Uretilen
fiberlerin morfolojilerini sirasiyla disik ve ylksek bluyutmede gostermektedir.
PXS:PVA harman yapilarindan elde edilen fiberlerin 24 ulL/dk akis hizinda
1.0£0.1 pym ¢ap dagihmina sahip oldugu hesaplanirken, 48 uL/dk akis hizinda

uretilen fiberlerin ¢ap dagilimlari 1.4+0.7 pm olarak hesaplanmistir. EHD



tabanca dizeneginde PXS fiber Uretimi icin de PGS fiberlere benzer sekilde,
24 pL/dk akis hizinda jet olusumunun daha kararli ve ¢ap dagihiminin daha

homojen oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.52. PXS:PVA fiberlerin SEM goruntuleri. A) 24 pL/dk akis hizi
(6lcek:25 pm), B) 24 uL/dk akis hizi (Glgek:5 um), C) 48 uL/dk akis
hizi (6lgek:25 um) ve D) 48 pL/dk akis hizi (6lgek:5 um).

Sekil 4.53, PGS-ko-PEG:PVA karisimi ile uUretilen fiber yapilarinin 24 ve 48
pL/dk akis hizi kullanilan 6rneklerinin SEM goruntilerini belitmektedir. Sekil
4.53 (A) ve (B) gruplar 24 pL/dk akis hizinda uretilen fiberlerin, (C) ile (D)
gruplari 48 uL/dk akig hizinda Uretilen fiberlerin morfolojilerini sirasiyla diguk
ve yuksek buyutmede gdstermektedir. PGS-ko-PEG:PVA ile Uretilen fiberlerin
24 yL/dk akis hizinda 1.1£0.4 ym ¢ap dagilimina sahip oldugu hesaplanirken,
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48 pL/dk akis hizinda uretilen fiberlerin gap dagilimlari 1.2+0.8 ym olarak
hesaplanmistir. PGS-ko-PEG fiber Uretimi igin, PXS ve PGS fiberlere benzer
sekilde, 24 uL/dk akis hizinda jet olusumunun daha kararh ve ¢ap dagiliminin

daha homojen oldugu belirlenmisgtir.

C
25 um

Sekil 4.53.  PGS-ko-PEG:PVA fiberlerin SEM goruntuleri. A) 24 pyL/dk akis hizi
(6lcek:25 pm), B) 24 uL/dk akis hizi (6lgek:5 um), C) 48 uL/dk akis
hizi (6lgek:25 pm) ve D) 48 uL/dk akis hizi (6lgek:5 pm).

PXS-ko-PEG:PVA fiber uretimi igin de, 24 ve 48 uL/dk akis hizi denenmistir.
Elde edilen fiber morfolojileri taramali elektron mikroskobu ile karakterize
edilerek Sekil 4.54’'de SEM goruntuleri sunulmustur. Sekil 4.54 (A) ve (B)
gruplari 24 pL/dk akis hizinda Uretilen fiberlerin, (C) ile (D) gruplari 48 uL/dk
akis hizinda Uretilen fiberlerin morfolojilerini sirasiyla disuk ve yuksek
baylutmede gdstermektedir. PXS-ko-PEG:PVA ile Uretilen fiberlerin 24 uL/dk



akis hizinda 0.9+0.3 ym ¢ap dagihmina sahip oldugu hesaplanirken, 48 uL/dk
akis hizinda uretilen fiberlerin cap dagilimlari 1.1£0.5 ym olarak hesaplanmistir.
PXS-ko-PEG fiber uretimi igin de 24 ulL/dk akis hizinda jet olusumunun daha

kararli ve ¢ap dagiliminin daha homojen oldugu belirlenmigtir.

C
25 pm

ekil 4.54. PXS-ko-PEG:PVA fiberlerin goruntuleri. [V akis hizi

Sekil 4 k fiberlerin SEM goruntuleri. A) 24 pL/dk akis h
(6lcek:25 pym), B) 24 pL/dk akis hizi (6lgek:5 um), C) 48 uL/dk akis
hizi (6lgek:25 um) ve D) 48 pL/dk akis hizi (6lgek:5 pm).

EHD ile Uretilen fiber yapilari ¢apraz baglanma islemi sonrasi yikanarak
PVA'nin yapidan uzaklasmasi saglanmistir. 24 pL/dk akis hizinda Uretilen
fiberlerin ¢capraz baglanma ve yikama islemleri sonundaki morfolojileri Sekil

4.55’de gosterilmigtir. PVA'nin uzaklastirlmasi sonrasinda fiber yapilarinin
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degisen ¢cap dagihimlari sirasiyla; PGS: 0.8+0.2 um, PXS: 0.8+0.1 ym, PGS-ko-
PEG: 0.9£0.3 um ve PXS-ko-PEG: 0.8+0.4 um olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.55.  Capraz baglanmis ve yikanmis fiberlerin morfolojileri. A) PGS,
B) PXS, C) PGS-ko-PEG ve D) PXS-ko-PEG (24 uL/dk akis
hizinda, dlgek:5 pm).

EHD tabanca ile uretilen fiberler ile fiberlerin ¢capraz baglanma ve ylkama
sonrasindaki kimyasal vyapilarinin FT-IR spektrumlarn  Sekil 4.56’da
kargilastirmal olarak incelenmistir. PPS ve PVA yapilarinda, 1730 cm'de
gbzlenen ester pikleri (C=0), 3150-3600 cm™* bandindaki —OH pikleri ve 2800-
3000 cm? bandinda gbzlenen metilen pikleri (~CHz) polimer yapilarina ait
karakteristik farkhliklar gostermektedir. Bu sebeple karsilastirma sonucunda

3150-3600 cm™ bandindaki —OH piklerinin siddetindeki capraz baglanma
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sonrasi azalma gozlenmistir. Ayrica, PVA’ya ait parmak izi bolgesindeki 1327
cm ! bandindaki C-H bukilmesi, 1240 cm bandindaki C=0 titresimi, 1140,920
ve 843 cm! bandindaki C-O gerilimi ve 1240 cm™* bandindaki C-C gerilimindeki
farkhliklar yapidan basari ile uzaklastinldigini  spektroskopik olarak

gOstermektedir.
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Sekil 4.56. Fiberlerin capraz baglanma ve yikama islemleri sonundaki FT-IR
spektrumlari. A)PGS, B)PGS-ko-PEG, C)PXS ve D)PXS-ko-PEG
(24 yL/dak akig hizinda).

EHD tabanca ile uretiien PPS fiber yapilari basari ile uretildikten sonra,
potansiyel biyomalzeme uygulamalarinda kullanilabilmesi igin gerekli
biyouyumluluk calismalari direkt MTT testi ile gergeklestirilmistir. Hucre kaynagi
olarak ATCC dermal fibroblast hucreleri kullaniimigtir. Malzeme yuzeyine ekimi
gerceklestirilen hicrelerin canlilik oranlari 1, 4 ve 7 gun inkubasyon sonunda
incelenmis olup, tum o6rnek gruplarindaki canli hicre yogunlugunun zamana

bagh grafikleri Sekil 4.57'de gosterilmistir. Hazirlanan tum fiber gruplari 1, 4 ve
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7 gun sonunda kontrol grubuna gore “toksik etki yok” sinirlari igerisinde

bulunmustur.

Birinci glinin sonunda higbir 6rnek grubunun kontrol grubuna kargi istatistiksel
olarak anlamli bir farki bulunmamaktadir. 4. giiniin sonunda ise PXS ve PXS-
ko-PEG o6rnek gruplarinda canli hiicre sayisinda diger tum o6rnek gruplari ve
kontrol grubuna karsi istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmigtir. 7. gundn
sonunda PGS, PGS-ko-PEG, PXS ve PXS-ko-PEG ornek gruplari hucre
canhliginda diger kontrol grubuna karg! istatistiki olarak anlamh fark
icermektedir. Ayrica PXS-ko-PEG 6rnek yluzeyindeki canli hicre sayisinin 7.
gun sonunda istatiksel olarak diger tum 6rnek gruplarina oranla anlamli sekilde
artis gosterdigi sonucuna ulasiimistir. Direkt sitotoksite testi sonuglari PPS fiber
yapilarinin potansiyel biyomalzeme ve doku muhendisligi uygulamalari igin
herhangi bir toksik etki icermedigini gostermis ve literaturde yapilan galismalari
destekleyen sonuglar elde edilmistir [174, 175]. Ayrica zamana bagh olarak
Ozelikle PXS-ko-PEG polimeriyle Uretilen fiber yapilarinin  hucre

proliferasyonunu destekler/arttirici yapida 6zellik gosterdigi belirlenmisgtir.

2,5 -
¥ %k k
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Optik yogunluk

0,5 -

Kontrol PGS PXS PGS-PEG PXS-PEG

Sekil 4.57. PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerinin direkt
MTT test sonuglari. *** ve *** anlaml farklari ifade etmektedir
(p<0.05).
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EHD tasinabilir tabanca ile Uretilen PPS fiberlerin biyouyumlu olduklari g6z
onunde bulundurularak, ilerleyen biyofabrikasyon calismalarinda yeni nesil 3-
boyutlu fiber Gretim tekniklerinden basingl jirasyon teknigi ile PPS fiberler

uretilmis olup, hucre davraniglar karsilagtirmali olarak incelenmisgtir.

4.3.2. Basingh Jirasyon Teknigi ile Poli(poliol) Sebakat Jiro-Egrilmis

Fiberler

Basingli jirasyon teknigi literatlrde ilk defa 2013 yilinda Mahalingam ve ark.
tarafindan gelistirilmistir [115]. Basingh jirasyon teknigi bilinen bir polimer
¢Ozeltisinin Rayleigh—Taylor kararsizligi prensibine bagl olarak x ekseninde
Rayleigh dengesizliginde olugan kigulen damlaciklarin manipule edilerek
polimer jet olusumu saglamasina dayanmaktadir [117]. Jiro-eg@rilmis fiberlerin
uretimi sirasinda, yuksek hizda donmeye baslayan Uretim kabinda merkezkag
kuvveti olusur ve iginde bulunan polimer ¢ozeltisi yer degistirmeye baglar. Ayni
zamanda uygulanan basing ile yaratilan basing farki da polimer ¢ozeltisinin
doner kap igerisinde disari ¢ikmasi yonunde kuvvet uygulamaktadir. Donel
kuvvet polimer ¢ozeltisinin kabin deliklerinden disari gikmasi igin ana etkendir.
Deliklerde olusan polimer jeti, sivi — hava arayuzundeki yuzey gerilimi ile
olusurken, sivi damlaciklari ile gas basinci arayuzine bagh olarak gelisen
Marangoni stresi polimer damlaciklarinin fiber jet olusturmasini tetiklemektedir
[122, 125].

Temel islem parametrelerini donus hizi ve gaz basinci olugturmaktadir. Ayrica
toplayici mesafesi ve ortam kosullar (sicaklik, nem) fiber olusumu ve
morfolojisinde  etkilidir. Ortam  kosullarinda meydana gelen nem
dengesizligi/artisi fiber morfolojisindeki homojenligi negatif etkilemektedir.
Hazirlanan polimer-¢ézuclu sisteminde kullanilan polimerin molekul agirligu,
konsantrasyonu, viskozitesi ve ¢dzicunun uguculugu (kaynama noktasi) fiber
capini etkiyen ¢ozelti parametreleridir. Ayrica kullanilan jirasyon kabinin delik
boyutundaki degisim fiber ¢api ile dogru orantili olarak degisim gostermektedir
[117]. Basingli jirasyon ile fiber Uretim g¢alismalari, ~ 60 mm ¢apinda x 35 mm
yuksekliginde boyutlara ve 0.25 mm yarigapinda merkez gizgide 24 delige sahip

aliminyum kap igerisinde gergeklestirilmistir. PPS bazli jiro-egrilmis fiber Gretim
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caligsmalarina parametrelerin optimizasyonuna PGS ile baglanmigtir. PGS:PVA
orani (55:45) olarak sabit tutularak farkli molekul agirliklarinda PVA kullanilarak
% 5, % 10 ve % 15’luk konsantrasyonlarda polimer ¢ozeltileri hazirlanarak
optimizasyon c¢alismalari gergeklestiriimistir. PVA molekal agirhginin ve

konsantrasyonun fiber olusumuna etkisi Cizelge 4.6'da 6zetlenmistir.

Cizelge 4.6. PVA molekul agirhginin fiber olusumuna etkisi.

pPGS:PVAL pPGS:PVAwm pPGS:PVAH
PVA Mw 30,000-70,000 89,000-98,000 146,000-186,000
PPS:PVA % (w/v) 15 10 5 15 10 5 15 10 5
Cozelti
konsantrasyonu
Fiber tiretimi \% \% @) X X \Y X X \%

V: fiber olusumu gerceklesti,
X: basingli jirasyon kabini delikleri tikandi-fiber olugsmadi,
O: fiber olusumu gerceklesmedi.

5.00kV 7.8mm x100 SE
Sekil 4.58. % 5’lik PGS:PVA ¢ozeltisi ile Uretilen fiberlerin SEM gorintileri. A)
orta molekdl agirhkh PVA, B) yuksek molekul agirlikli PVA.
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Orta (pPGS:PVAwm) ve yuksek (pPGS:PVAH) molekul agirlikli PVA kullanilan
cozeltilerin % 10 ve % 15’lik polimer ¢ozeltilerinde fiber olusumu gézlenmemis,
jirasyon kabinin deliklerinde tikanma olusmustur. Orta ve ylksek molekil
agirhkli PVA kullanilan % 5’lik polimer ¢ozeltileri ile yapilan ¢alismalara ait SEM
goruntuleri Sekil 4.58'de verilmistir. pPGS:PVAM ve pPGS:PVAKNIN % 5’lik
konsantrasyonunda fiber yapilari ile birlikte boncuk olusumu gozlenmigtir.
Dusik (pPGS:PVAL) molekul agirhikli PVA kullanilan ¢ozeltilerin % 5’lik (w/v)
konsantrasyonunda jet olusumu ve fiber Uretimi gerceklesememistir. Diger
taraftan % 10’luk konsantrasyonda yuksek baloncuk olugsumu gozlenirken (Sekil
4.59), % 15’lik konsantrasyonda duzgun morfolojide fiberler elde edilmigtir (Sekil
4.60). % 10’luk polimer ¢ozeltisinin viskozite degeri 31.4£0.3 mPa s ve % 15’lik
cOzeltinin ise 90.2 +0.4 mPa s olarak bulunmustur. HFIP ¢6zicl sisteminde
hazirlanan PPS:PVA c¢ozeltilerine ait viskozite degerleri Cizelge 4.5'de
verilmistir. PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerlerine ait viskozite
degerleri optimize edilen PGS:PVA c¢odzeltisine yakin bulunmus olup, fiber

uretiminde baloncuk olugsumu ve duzensizlik gozlenmemistir.

Optimize edilen kosullarda gergeklestirilen basingl jirasyon teknigi ile fiber
uretim calismalarinda donus hizi, konsantrasyon, basing ve ortam kosgullari
(sicaklik, nem) sabit tutularak PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG
polimerleri ile PVA c¢ozeltileri kullanilarak jiro-e@rilmis fiber Uretimi
gerceklestiriimistir. Hazirlanan fiber yapilarinin morfolojileri ¢apraz baglanma
oncesi, sonrasi ve PVA’nin yapidan uzaklastiriimasi basamaklarinda morfoloji

ve ¢ap dagihimi agisindan incelenmistir (Sekil 4.60-4.63).
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500KV 7.8mm x250 SE 200um |5.006v 7.9mm x500 €
Sekil 4.59. % 10'luk PGS:PVA c¢ozeltisi ile dretilen jiro-fiberlerin  SEM
goruntileri (PVA:disuk molekdl agirlikli). A) 250x buyltme,

B) 500x buyutme.

% 15’lik (w/iv) pPGS:PVAL ¢ozeltisi ile Uretilen PGS:PVA jiro-egilmis fiber
morfolojileri Sekil 4.60’de verilmistir. Fiber ¢aplari jirasyon sonrasi 15.6+4.2 ym,
capraz baglanma sonrasi 15.8+£3.1 ym ve yikama iglemi sonrasi 11.8+2.9 ym
olarak hesaplanmigtir. Termal c¢apraz baglanma islemi sonrasinda c¢ap
dagiliminda degisiklik gozlenmemigtir. Ancak PVA ve reaksiyona girmemis PGS
monomerlerinin, su ve ethanol yikamalari ile yapidan uzaklastiriimasiyla ¢cap
dagiliminda ~% 25 azalma gdzlenmigtir. Fiber morfolojileri incelendiginde ise

fiberlerin gapraz baglama sonrasinda kademeli olarak yassilastigi gozlenmistir.
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Sekil 4.60. PGS:PVA jiro-fiberlerin A) basingl jirasyon, B) termal c¢apraz

baglama ve C) yilkama islemleri sonrasi SEM géruntuleri.

Sekil 4.61°’de PXS:PVA jiro-egilmis fiberlerinin SEM goruntileri sunulmustur.
Fiber caplari jirasyon sonrasi 14.4+3.3um, ¢apraz baglanma sonrasi 18.4+3.7
Mm ve yikama iglemi sonrasi 12.4+3.1 um olarak ol¢uimustir. PGS-ko-
PEG:PVA jiro-egilmis fiber morfolojileri incelendiginde (Sekil 4.62) fiber ¢aplari
jirasyon sonrasi 17.6+6.0um, ¢capraz baglanma sonrasi 16.8+5 ym ve ylkama
islemi sonrasi 12+3 um olarak olgulmustur. PXS-ko-PEG:PVA jiro-egilmis
fiberlerinin SEM géruntdleri ise Sekil 4.63'de sunulmus olup fiber caplari
jirasyon sonrasi 12+3 ym, ¢apraz baglanma sonrasi 12.5£2.0 ym ve ylkama
islemi sonrasi 10.8 £3.4 ym olarak olgtiimustir. PGS:PVA jiro-egilmis fiberlerde
benzer sekilde PVA’nin yapidan uzaklagsmasiyla fiber c¢aplarinda dusus

g6zlenirken morfolojilerinde de benzer yassilasma gozlenmistir.
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Sekil 4.61. PXS:PVA jiro-fiberlerin A) basingh jirasyon, B) termal c¢apraz

baglama ve C) yilkama islemleri sonrasi SEM géruntuleri.

Sekil 4.62. PGS-ko-PEG:PVA jiro-fiberlerin A) basingl jirasyon, B) termal
gapraz baglama ve C) ykama islemleri sonrasi fiber

morfolojilerinin SEM goruntuleri.
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Sekil 4.63. PXS-ko-PEG:PVA jiro-fiberlerin A) basingh jirasyon, B) termal
capraz baglama ve C) yikama islemleri sonrasi morfolojilerinin

SEM goruntdleri.

Sekil 4.64’de basingli jirasyon teknigi ile Uretilen fiberlerin gapraz baglanma ve
ylkama sonrasindaki kimyasal yapilarinin FT-IR spektrumlari karsilagtirmall
olarak gosterilmektedir. PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG polimerleri
ile Uretilen fiber yapilarina ait karsilastirmall FT-IR spektrumari sirasiyla 4.64 A,
B, C ve D’de belirtiimistir. PPS ve PVA polimerlerinin kimyasal yapilarinda
gbzlenen, 1730 cmY'de ester (C=0), 3150-3600 cm*'de hidroksil ve 2800-3000
cm? bandinda gdézlenen metilen pikleri polimer yapilarina ait karakteristik
farkhliklar gostermemektedir. EHD tasinabilir tabanca ile Uretilen fiberlerin
ylkama sonrasi kimyasal yapilarinin kargilastirimasinda oldugu gibi jiro-
egrilmis fiberlerin yilkama veriminin dederlendirilebilmesi igin, PVA'ya ait parmak
izi bolgesinde goOzlenen piklerin degerlendiriimesi ile gergeklestirilmigtir.
Spektrum incelendiginde 1327 cm bandindaki C-H bikilmesi, 1240 cm™
bandindaki C=0 titresimi, 1140, 920 ve 843 cm bandindaki C-O gerilimi ve
1240 cm bandindaki C-C gerilimindeki farkliliklar PVA’nin fiber yapilarindan
yikanarak uzaklastirildigini spektroskopik olarak gostermektedir.
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Sekil 4.64. Jiro-egrilmis fiberlerin capraz baglanma ve ylkama islemleri

sonrasi FT-IR spektrumlari A) PGS, B) PXS, C) PGS-ko-PEG ve
D) PXS-ko-PEG.

Basingli-jirasyon teknigi ile PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG
polimerleri kullanilarak jiro-egrilmis fiber yapilari Gretilebilmesi icin gerekli
optimizasyon c¢alismalari gergeklestiriimis ve tum PPS polimerleri ile fiber
uretimi basariyla saglanmistir. Ayrica ¢apraz baglanma islemi sonrasinda fiber
yapilarinin morfolojilerini korudugu gézlenmistir. Capraz baglama ve yikama
islemleri sonrasinda, yapidan PVA basari ile uzaklastinimistir. Kullanilan iki
farkli fiber Uretim teknigi karsilastirildiginda, EHD taginabilir tabanca sistemi ve
basingli jirasyon teknidi ile Uretilen fiber yapilari arasinda ¢ap buyUklikleri ve
yigin yapilari buyUk olgtde farklilik gostermistir. EHD tasinabilir tabanca sistemi
ile Uretilen fiberler ~0.8-1.0 ym c¢ap aralidinda iken, jiro-egrilmis fiber yapilari
~11-12 ym c¢ap Olgllerine sahiptir. Ayrica dusuk ¢cap degerlerine sahip EHD
fiberler daha duslk porozite ve fiberler arasi bosluga sahip, film yapisinda iken;
jiro-eg@rilmis fiberlerin y1gin yapisi hayli pordéz ve kesit alani oldukga ylksek 3-
boyutlu fiziksel forma sahip oldugu belirlenmistir.

109



4.4. EHD ve Jiro Egrilmis Fiberlerin Hiicre Etkilesimleri

EHD tasinabilir tabanca ve basingli jirasyon teknikleri ile Uretilen fiberlerin hicre
etkilesimleri, Uretim sirasinda kullanilan ¢ézucu ya da monomer kalintilarindan
kaynaklanabilecek olasi toksik etkisi canli/éli hicre testi ve SEM

goruntulemeleri ile incelenmistir.

EHD tabanca ile Uretilen fiberlerin dermal fibroblast hicreleri ile gergelestirilen
hicre kalturd c¢alismalarinda; 1, 4 ve 7. gun inkubasyon sonunda
gerceklestirilen direkt sitotoksite calismalari Sekil 4.57°de sunulmustur. EHD
tabanca ile uretilen fiberlerin 7. glin sonunda gergeklestirilen canli/6lU hiicre testi
sonugclari ise Sekil 4.65'te verilmistir. Doku kltlr kabi (TCP) ylzeyinin kontrol
grubu olarak kullanildidi ¢calismalar sonucunda, Uretilen fiber yapilarinin hicre
canlihgina herhangi bir toksik etki yaratmadigi tespit edilmigtir. Tum fiber 6rnek
gruplarinda kontrol grubuna benzer sekilde yliksek oranda hucre canliligi tespit
edilmis olup, hicrelerin fiber ylzeylerine tutundugu ve canlihgini devam ettirdigi
g6zlenmigtir. Ayrica, EHD tabanca ile uretilen PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-
ko-PEG fiberlerin 7. giin inkiibasyon sonunda htcrelerin fikse edilmesiyle elde
edilen SEM goruntuleri Sekil 4.66’da belirtiimigtir. EHD tabanca ile Uretilen PGS,
PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG fiberlerin SEM goruntileri Sekil 4.65'de
belirtilen canli/6ll hicre testi ile elde edilen floresan mikroskobu goérintileri ile
benzer sonuglar icermektedir. SEM goruntileri de hicrelerin  ylzeye

tutundugunu ve yayildigini géstermektedir.

Yan ve ark. tarafindan yapilan ¢calismada PGS polimeri kullanilarak elektro-
egirme yontemi ile elde edilen fiberlerin yetiskin fare hipotalamusu kaynakl
ndron hcreleri ile etkilesimleri incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda 1, 3
ve 5. gunun sonunda hicrelerin malzeme yuzeyinde yayildigi, hicreler arasi
etkilesimin kuruldugu ve 6zellikle 5. gunin sonunda hicre proliferasyonunda
artis go6zlendigi rapor edilmigtir [176]. PGS o06rnedine benzer sekilde tez
kapsaminda uretilen diger PPS fiber gruplarinin da toksik etki géstermedigi,

hicre tutunmasi ve canliliklarini koruduklari gézlenmistir.
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Sekil 4.65. Fibroblast hiicrelerin EHD tabanca ile uretilen fiberlerle kalttrindn
7. gun canh/olu hucre testi floresan mikroskop goruntuleri. A) TCP-
kontrol, B) PGS, C) PXS, C) PGS-ko-PEG ve D) PXS-ko-PEG.
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Sekil 4.66. Fibroblast hucrelerin EHD tabanca ile uretilen fiberlerle 7. gun
SEM goruntuleri. A) PGS, B) PXS, C) PGS-ko-PEG ve D) PXS-
ko-PEG.

Basingli jirasyon teknigi ile Uretilen fiberlerin 1, 4 ve 7 gun sonunda PGS, PXS,
PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG fiberleri igin gergeklestirilen canli/6li hucre
testlerine ait floresan mikroskop goruntileri sirasiyla 4.67, 4.68 ve 4.69'da
belirtiimigtir. Kontrol grubu olarak TCP kullaniimistir. Elde edilen sonuglar,
jirasyon teknidi ile Uretilen fiberlerin de EHD teknigi ile Uretilen fiberlere benzer
sekilde toksik bir etki icermedigini desteklemistir. TCP kontrol grubununa
kiyasla, jiro-egrilmis fiberlere ait floresan mikroskop goruntilerinde daha az
sayida hlcre tespit edilmistir. Bunun sebebi; TCP kontrol grubu 2-boyutlu ylizey
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alanina sahipken, jiro-egrilmis fiberlerin yiksek oranda porozite iceren 3-boyutlu
daha genis bir yuzey alaninda morfolojiye sahip olmasindan dolay: hicrelerin
daha genis alana yayilarak goruntulemelerde kontrole gore daha az sayida
belirlenmesidir. Jiro-egrilmis fiberler incelendiginde 1, 4 ve 7 glnlerde, zamana
bagl olarak hucre proliferasyonunda artig gozlenmistir. Ayrica jiro-egrilmis
fiberlerin hicre etkilesimleri kendi aralarinda karilastirildiginda PGS, PXS fiber
gruplarina kiyasla PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG oOrnek gruplarinda hucre
tutunmasi ve proliferasyonunda artis gézlenmistir. Ozellikle 7. giinde PXS-ko-
PEG jiro-egrilmis fiberlerde hicre tutunmasinda ciddi anlamda artis
go6zlenmigtir. Jiro-egrilmis fiberlerin 7 glin inkibasyon sonunda elde edilen SEM
gorantileri Sekil 4.70°de belirtilmistir. SEM gorunttleri de floresan mikroskop
goruntlleri ile benzer sonucglar icermektedir. Hucrelerin fiber ylzeyine
tutundugu ve yayildigi gézlenmektedir. Ozellikle PXS-ko-PEG jiro-egrilmis fiber

yuzeyinde tutunan hicrenin fiberlere sarilarak yayildigi gozlenmistir.

Literatirde, Xu ve ark. tarafindan gercgeklestirilen calismada basingh eriyik
jirasyon ile Uretilen PCL jiro-egrilmis fiberler ile gerceklestirilen ¢alismada jiro-
egrilmis fiber yapilari ile etkilesen hicrelerin proliferasyonunun zamana bagli
olarak artis gosterdigi bildirilmistir [116]. Basnett ve arkadaslar tarafindan
yapilan ¢alismada ise, polihidroksialkanoat ile Uretilen jiro-egrilmis fiberler ve
ayni malzeme ile hazirlanan film yutzeylerin C2C12 miyoblast ve HMEC-1
mikrovaskuler endotel hicreleri ile etkilesimleri kargilastiriimistir. Jiro-egrilmis
polihidroksialkanoat elastomerik fiberlerde film ylzeylere kiyasla hicre
tutunmasi, ¢ogalmasi ve yayilmasinin her iki hucre turlu icin de istatistiksel
olarak anlamh artis gdsterdigi rapor edilmistir [177]. Literatirde yapilan
calismalar ve tez kapsaminda gercgeklestirilen deneyler sonucunda; basingli
jirasyon tekniginin eriyik, ¢ozelti, beslemeli Uretim secenekleri ile hizli ve kolay
uretim kosullar, jiro-egrilmis fiber yapilarinin ylksek yizey alani-hacim orani
g0z Oonunde bulundurularak biyomalzeme ve doku muhendisligi uygulamalari

icin umut vadeden bir Uretim araci oldugu sonucuna ulasiimistir,
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Sekil 4.67.  Fibroblast hucrelerin jiro-fiberler ile kaltranan 1. gin canh/olu
hicre testi floresan mikroskop goéruntuleri. A) TCP, B) PGS, C)
PXS, D) PGS-ko-PEG ve E) PXS-ko-PEG.
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Sekil 4.68.  Fibroblast hucrelerin jiro-fiberler ile kalturinin 4. gun canh/olu
hicre testi floresan mikroskop gorintileri. A) TCP, B) PGS, C)
PXS, D) PGS-ko-PEG ve E) PXS-ko-PEG.
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Sekil 4.69. Fibroblast hicrelerin jiro fiberler ile kiultirinidn 7. gln canli/6lu
hicre testi floresan mikroskop goruntileri. A) TCP, B) PGS, C)
PXS, D) PGS-ko-PEG ve E) PXS-ko-PEG.
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Sekil 4.70. Fibroblast hiicrelerin jiro-fiberler ile 7. gin SEM goérintuileri. A) PGS,
B) PXS, C) PGS-ko-PEG ve D) PXS-ko-PEG.

4.5. Gel-M Hidrojellerde Hiicre Canliligi

Sentezlenen Gel-M hidrojel yapilarin indirekt sitotoksite test sonuglar Sekil
4.48'de verilmigtir. Farkli konsantrasyonlarda (%10, 7.5 ve 5 (w/v)) hazirlanan
Gel-M hidrojellerin herhangi bir sitotoksik etki gdstermedigi gdzlenmigtir.
Degradasyon hizi, viskoelastik Ozellikleri degerlendirildiginde ileriki
calismalarda % 7.5'lik (w/v) Gel-M o6rnek grubu ile devam edilmesine karar
verilmistir. Bu nedenle canli/6li hlcre testi bu hidrojellerde 1, 4, 7 ve 14
glnlerde gergeklestiriimis ve sonuglar Sekil 4.71’de verilmigtir. Gel-M
hidrojellerde hucre canliiginin yuksek oldugu ve zamana bagli olarak hucre

proliferasyonunun arttigi gézlenmistir.

117



Sekil 4.71. Keratinosit htcrelerin Gel-M hidrojellerde canh/dli hicre testi
floresan mikroskop goruntuleri. A) 1 gun, B) 4 gun, C) 7 gun, D)
14 gun (6lgek:200 pm).

4.6. Jiro Egrilmis Fiber Destekli Hibrid Hidrojel Doku iskelelerinde Ko-

Kiltir Caligmalari

Basingli jirasyon teknigi hizli, kolay uretim kosullari nedeniyle EHD portatif
tabanca sistemi ile Uretilen fiberlere kiyasla buyuk avantaj saglamaktadir. Bu
nedenle fiber-hidrojel doku iskelesi sisteminde jiro-egrilmis fiberlerin

kullaniimasi uygun bulunmustur.

Jiro-egrilmis fiber destekli hidrojel doku iskelelerin ko-kiltur calismalarinda
insan kaynakl deri fibroblast ve keratinosit hiicreleri kullanilmigtir. Oncelikle ko-
kaltur sisteminde kullanilacak olan besi ortaminin belilenmesi ve serumun

hdcre canliligina olan etkisi tespit edilmigtir [178]. Bu amagla duguk veya yuksek
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glikoz icerikli besiyeri ve FBS'in ayri ayri 2-boyutlu (2B) fibroblast ve keratinosit
kultarinde ve bu iki htcrenin beraber kullanildigi ko-kultlr sisteminde hucre
canhligina olan etkisi tespit edilmistir. Sekil 4.72’de fibroblast hlicrelerine duisuk
ve yuksek glikoz icgerikli besiyerinin etkisi FBS varlidinda/yoklugunda
degerlendirilmigtir. Hucre canlihgi Uzerinde glikoz miktar! istatistiksel olarak
anlamli bir etki gostermezken (p>0.05), her iki glikoz miktarinda da serumun
varligi hicre canlih@ini anlamli dizeyde artirmistir (p<0.05). Keratinosit
hicrelerine glikoz miktari ve serumun etkisi degerlendirildiginde ise htcre
canlihgi, duguk glikoz seviyesine kiyasla yuksek glikoz seviyesinde istatistiksel
olarak anlaml derecede artmistir (p<0.05) (Sekil 4.73). Serumsuz kultar ortami
fibroblast hucrelerinde oldugu gibi hicre canliiginin anlamh dizeyde
dismesine neden olmustur (p<0.05). Benzer sekilde literatlr verileri
incelendiginde fibroblast ve keratinosit hucrelerinin serum icermeyen kultur
ortaminda dusuk ¢ogalma hizina sahip olduklari goralmektedir [179]. Bu veriler
g6z onunde bulundurularak, ortak besiyeri ortami olarak yuksek glikoz orani
iceren besiyerinin kullanilmasi uygun bulunmustur. Belirlenen ortak besiyerinin
serumla birlikte etkisi ko-kultirde degerlendirilmistir (Sekil 4.74). Elde edilen
bulgular serumsuz ortamda fibroblast ve keratinosit hucreleri beraber kultir
edildiklerinde hucre canlliklari, ayri ayri kdlturlerine kiyasla daha yuksek
bulunmustur. Bununla beraber ko-kiltir sisteminde de serumun hicre
canhligina pozitif etki gosterdigi izlenmis ve bu etki serum kullanilmayan gruba
gore istatiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.05). Literatir verileri
incelendiginde serumsuz ortamda fibroblast ve keratinosit hicreleri beraber
kiltare edildiginde hlcre canhliginin yuksek oldugu goérilmektedir [180]. Elde
edilen sonuglarin literatur verileri ile ortustugu tespit edilmis olup daha yuksek
hicre sayisina ulasarak ko-kultirde in vivo deri yapisina benzer bir yapinin
olusturulmasi amaciyla diger calismalarda serum ve yuksek oranda glikoz

iceren besiyeri ortaminin kullaniimasi uygun bulunmustur.
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Sekil 4.72.  Fibroblast hucre canhihigina glikoz ve serumun etkisi. * anlamli
farki ifade etmektedir (p<0.05).
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Sekil 4.73.  Keratinosit hucre canliigina glikoz ve serumun etkisi. *anlamli
farki ifade etmektedir (p<0.05).
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Sekil 4.74.  Serumun keratinosit, fibroblast hlcreleri ve kokiiltir tGzerine etkisi.

* anlamli farki ifade etmektedir (p<0.05).

Onceki calismalarda PXS-ko-PEG polimeri ile uretilen fiberlerin diger 6rnek
gruplarina oranla daha ylksek oranda hlcre tutunmasi ve proliferasyonu
saglamasi nedeniyle ko-kultlr sisteminde PXS-ko-PEG jiro-egrilmis fiberlerin
kullaniimistir. In vivo deri yapisi incelendiginde dermis tabakasinda epidermise
yakin olan kisimda kollajen fiberlerin daha seyrek yerlestigi, alt kisimlara dogru
gidildikce kollajen fiber miktarinin artigi goérilmektedir [181]. Dermis
tabakasinda bulunan bu fibrial yapinin taklit edilmesi amaciyla PXS-ko-PEG
fiberleri kullaniimistir. Parakrin buyume faktoru regulasyonunun yaninda bazal
membranin yeniden olusmasi igin keratinosit ve fibroblat hucrelerinin
etkilesimlerinin olusmasi gerekmektedir [182]. Ayrica keratinosit ve fibroblast
hicrelerini beraber kiltir edilmesiyle blyume faktorl, ekstraselller matris
bilesenleri ve direkt hicre-hucre etkilesimi gibi olduk¢a hayati olan bilesenleri
barindan bir mikro ¢evre olusturularak keratinositlerin bliyimesi ve fenotipik
Ozelliklerinin korumalari saglanmaktadir [183]. Bu sebeplerden dolayi bu
calismada insan keratinosit hicreleri Gel-M Uzerine ekilerek kultirin erken
doénemlerinde fibroblast hicreleri ile salgiladiklari parakrin faktorler araciligi ile
in-direkt olarak, kultirin ge¢ donemlerinde ise Gel-M hidrojelin bozunmasi ile
keratinosit-fibroblast etkilesimlerinin direk olarak saglanmasi ve bdylece in vivo

deri yapisinin basarili bir sekilde olusturulmasi igin uygun mikrogevrenin
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olusturulmasi hedeflenmistir. Bu amagla fibroblast hlicreleri 6nce PXS-ko-PEG
jiro fiberler Gzerine ekilerek, 1 gun boyunca kulturleri saglanmig, daha sonra
Gel-M hidrojelleri fibroblast ekili fiberler Uzerine uygulanarak, UV altinda
kurlenmigtir. Daha sonra keratinosit hucreler hibrid hidrojellerin yuzeyine

ekilerek 5 gun boyunca kultur edilmistir.

Ko-kultur sistemindeki fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin canliligi ve etkilesimi
hicrelerin farkh dalga boyunda isima yapan floresan boyalarla isaretlenerek
zamana bagh olarak goruntulenmesiyle gergeklestiriimistir. Canli fibroblast
hucreleri yesil renkte goruntulenirken, keratinosit hacreleri kirmizi renkte
goruntulenmistir. Bir, 3 ve 5 gun zaman araliklarinda incelenen ko-kullttr
sistemine ait floresan mikroskop goruntlleri Sekil 4.75'de verilmistir. Ayni
zamanda ayri ayri jiro-egrilmis fiberlerde fibroblast kuiltart, hidrojellerde

keratinosit kultirt ve 2 boyutlu hiicre kaltirt de degerlendirilmistir.

Batln kultar sistemlerinde (jiro-egrilmis fiberlerde fibroblast kiltlrl, keratinosit
yUklG hidrojel kaltrd, jiro-egrilmis fiber destekli hibrid hidrojel doku iskelelerinde
fibroblast-keratinosit ko-kultirl) zamana bagl olarak hicre proliferasyonunun
arttig1 gézlenmistir. Alinan goérunttlerde, 2 boyutlu kiltlr sisteminde daha fazla
hicre gérinmekle birlikte bunun nedeni 3 boyutlu sistemlerde (jiro-egrilmis
fiberler, hidrojel, jiro-egrilmis fiber destekli hibrid hidrojel doku iskeleleri) hucre
goruntilemede mikroskop kaynakli problemden kaynaklandigi
dusundlmektedir. Diger taraftan esit sayida hlcre ekimine ragmen keratinosit
hicrelerin proliferasyonunun fibroblast hlicrelere nazaran daha fazla oldugu
izlenmistir. Bunu sebebi olarak HaCaT hiucrelerinin immortalize edilmis
tumorojenik olmayan bir hicre hatti olmasi [184] ve hlcrelerin beraber kuilttre
edilmesiyle olusturulan mikrogevrede fibroblast hucreleri tarafindan
sentezlenen kemokin, sitokin ve blyume faktorleri gibi biyokimyasal
modulatorlerin keratinosit hucrelerini etkileyerek daha hizli gogalmalarini
sagladigr dusunulmektedir. Ancak s6z konusu modulatorlerin tespit edilerek
tanimlanmasi igin daha detayli arastirmalarin yapilmasi gerektigi disuntlmekte

olup gelecek planlari arasinda yer almaktadir.
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Kim ve ark. tarafindan gergeklestirilen fibroblast keratinosit ko-kultarinde
fibroblast hucreleri hidrojel icerisinde kultire edilirken keratin/kitosan ile Uretilen
elektro-egrilmis fiber katmanina keratinosit ekilerek hiicre canlligi incelenmistir.
Ancak elektro-egirme ybéntemi ile Uretilen fiber katmaninin dusuk
g6zenekliliginden dolayi hicreler arasi etkilesim saglanamadigi rapor edilmistir
[185]. Ayrica Gabbot ve Sun tarafindan yapilan ¢alismada mikron Olgekte por
blyUkligline sahip ylUzeylerin fibroblast-keratinosit ko-kultir sisteminde ikili
hicre boyama (cell tracker) ¢alismalari yapiimis olup, por buyukliginidn hicre

proliferasyonu Uzerinde etkili oldugu rapor edilmistir [179].

Sonug olarak yapilan galismalar ko-kultlr sisteminde hicrelerin canliliklarini
devam ettirdigi hem epidermis hem de dermisin taklit edildigi tabakalarda
hicrelerin zamanla c¢ogaldiklarini gostermigtir. Bu sonuglar tez kapsaminda
uretilen elastomerik PXS-ko-PEG jiro-egrilmis fiberlerin elastik karakterleri,
biyouyumlu, biyobozunur, yuksek yuzey alani-hacim orani ve mikron olgekte por
yapisina sahip olmalari nedeniyle hicre tutunmasini ve huicre canlihigini
destekledigini gostermektedir. Gel-M hidrojel ile birlikte hazirlanan ko-kaltur
sisteminde elde edilen sonuclar da bu verileri dogrular niteliktedir. Ko-kultar
sisteminde kullanilan htcrelerin farkli boyalar ile boyanarak floresan
goruntulerinin alinmasi ile hicrelerin zamana bagl olarak canliliklari ve hibrid
doku iskelesi Uzerindeki yerlesimlerine ait nasil yerlestikleri konularinda bilgi
vermektedir. Ancak bu sistemin in vivo benzeri bir deri yapisinin olusmasina
etkisini degerlendirmek icin uzun kultur suresinde gerek mRNA gerekse de
protein dizeyinde spesifik belirteclerin gosteriimesi gerekmektedir. Bu

caligmalar ileriki donem igin planlanmigtir.
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TCP
ko-kiltur

Jiro-fiber
fibroblast

Gel-M
keratinosit

Jiro-fiber destekli
hidrojel ko-kiiltiir

Sekil 4.75.  Fibroblast ve keratinosit hiicrelerin jiro-egrilmis fiber destekli hibrid
hidrojel doku iskelelerinde 1, 3 ve 5. gun floresan mikroskop

goruntuleri (yesil: fibroblast, kirmizi: keratinosit).
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5. YORUM

Poli(poliol)sebakat bazli, PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-PEG
polimerlerinin  mikrodalga destekli O6n polimerizasyonu basari ile
gerceklestiriimistir. Sentezlenen polimerlerinin kimyasal yapilari FT-IR ve NMR
incelemeleri ile dogrulanmistir. Mikrodalga polimerizasyon teknigi sayesinde on
polimer sentez suresi yaklasik 4 dk bir sirede gergekleserek, uzun sentez
asamasinda yasanan sorun ¢Ozulmus ayni zamanda dusuk basing, yuksek

sicaklikta gergeklesen reaksiyon kosullari kolaylastiriimistir.

Mikropolimerizasyon teknigi ile sentezlenen PGS, PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-
ko-PEG 06n polimerlerin 1sil ¢apraz baglanma isleminden sonra termal
kararliliklarinin  artti1 izlenmigtir. Polimer sentezinde kullanilan monomer
molekul agirhgr ve esnek zincir yogunlugu ile orantili olarak camsi gegis

sicakliginda dugus gozlenmisgtir.

Monomer mol oranlari, PEG molekul agirliklari ve ¢apraz baglama sureleri
optimize edilerek, elastomer yapida PGS, PXS polimerleri ve PGS-ko-PEG ve
PXS-ko-PEG ko-polimerleri elde edilimistir. Elastomerik yapidaki PGS-ko-PEG
ve PXS-ko-PEG ko-polimerlerinde, % uzama degerleri sirasiyla %150 ve %160
degerlerinde bulunmustur. PGS, PXS polimerlerine gore bu artigin yapidaki
PEG zincirlerinden kaynaklandigi sonucuna ulasiimigtir. PXS-ko-PEG

polimerlerinin Young’s modulusunun 0.06 MPa degerine dustugu gozlenmigtir.

Ko-polimerlerde, PEG’in katkisiyla hidrolitik bozunmayi artirdigi, artan ¢apraz

bag yogunlugunun ise hidrolitik bozunma hizini azalttigi tespit edilmigtir.
Sentezlenen tum polimerlerin hucreler Uzerine sitotoksik etki gostermedigi
gOrulmustir, bu polimerlerin medikal uygulamalarda ve doku muhendisligi

alaninda guvenle kullanilabilece@i sonucuna variimigtir.

EHD tasinabilir tabanca dizenegi ile PGS ve PXS, PGS-ko-PEG ve PXS-ko-

PEG bazh polimerlerden dizgun morfolojide ve 1 mikron ¢apinda fiberler
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uretilmigtir. Polimer ¢ozeltilerinin iletkenlik degerlerdeki artig jet olusumunda
siringa-jet olusumu arasindaki mesafenin kisalmasini saglayarak toplayicidaki
fiber alanini arttirici etki gosterdigi izlenmigtir. EHD tasinabilir tabanca ile
uretilen elastomer fiberlerin direkt hicre kiltlru testleri sonucunda zamana
baglh olarak hucre tutunmasi ve canliiginin arttigi, monomer veya ¢ozicu
kaynakl toksisitenin olmadigi gozlenmigtir. Bu sonuglar canli/dlu floresan hucre

kUltard testi ve SEM goruntuleri ile elde edilen sonuglarla da desteklenmisgtir.

Basingli-jirasyon teknigi ile fiber Gretimi icin farklh molekul agirliklarinda PVA
kullanilmis ancak dusuk molekul agirlikli PVA kullanilarak gerceklestirilen
calismalarda, artan konsantrasyon ve viskoziteye bagl olarak duzgun
morfolojide fiberler elde edilmistir. EHD tasinabilir tabanca teknigi ile
karsilagtinldiginda, basingh jirasyon teknigi ile 3 boyutlu poréz yigin fiberlerin
doku iskelesi olarak kullanima daha uygun olduklari gériimistar. Ozellikle PXS-
ko-PEG polimerleri ile Uretilen jiro-egrilmis fiber yapilari hicre tutunmasi ve
yayllmasina yuksek oranda imkan sadgladigi izlenmis ve hibrid hidrojellerin

hazirlanmasinda bu fiberlerin kullaniimasi kararlastiriimigtir.

Fiber destekli hibrid hidrojellerin hazirlanmasinda ECM'’i basariyla taklit eden
Gel-M hidrojelleri kullaniimistir. Bu amagcla farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
Gel-M hidrojelleri iginde % 7.5 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanan hidrojelin
viskoelastik dzellik gosterdigi, sisme kapasitesinin ve hidrolitik bozunma hizinin

yumusak doku uygulamalari igin uygun oldugu tespit edilmistir.

Gelistirilen jiro fiber destekli hibrid hidrojel sistemlerin fibroblast-keratinosit ko-
Kaltard igin uygun doku iskeleleri oldugu yapilan hdcre kaltira ¢alismalar ile
gosterilmistir. Ancak bu sistemin dermal-epidermal yapiyi taklit etmesi igin daha
uzun kaltur suresine ve detayli arastirmalara gereksinim duydugu aciktir. Bu

calismalarin ileriki donemlerde yapilmasi planlanmistir.
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