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Ozet

Richard Feynman'in 1960 yilinda yayinlanan "There's Plenty of Room at the
Bottom" isimli konusmas1 baslangi¢c noktasi kabul edilen nanoteknoloji sayesinde
yigin materyallere kiyasla ¢ok daha gelismis Ozelliklere sahip malzemeler
iiretilebilmektedir. Nanoskala olarak adlandirilan 1-100 nanometre araliginda yer
alan nanomateryaller artan ylizey alani/hacim orani sayesinde yiiksek elektriksel
iletkenlik, yiiksek mekanik ve termal dayanim gibi Ozellikler gostermektedir.
Fiziksel, kimyasal, elektriksel, mekanik ve optik &zellikleri yigin materyallerden ¢ok
daha farkli olan nanomalzemeler canli organizmalarla etkilesime girdiginde hiicresel
davraniglar1 da etkilemektedir. Giiniimiizde, 6zellikle doku miihendisliginin temel
bilesenlerinden olan doku iskelelerinin iiretiminde veya fonksiyonellestirilmesinde

nanoteknolojiden siklikla faydalanilmaktadir.

Ekstraselliiler matriksi taklit etmek amaciyla iiretilen doku iskelelerinin sahip olmasi
gereken Ozelliklerden biri olan homojen ve birbiriyle baglantili gézenek yapisini
olusturmak i¢in nanofiber iiretim yontemi olan elektroegirme tekniginden
faydalanilmaktadir. Yiiksek voltaj yardimiyla polimer ¢ozeltisinden stirekli fiber
cekimi prensibiyle ¢alisan bu yontem ile yliksek yiizey alanli, hiicrelerin adhezyon,
proliferasyon ve migrasyonnunu destekleyen doku iskeleleri iiretilebilmektedir.
Doku iskelesi tiretiminde dogal, sentetik veya kompozit polimerler kullanilmaktadir.
Polimer secimi rejenerasyonu hedeflenen dokunun gereksinimlerine gore
gerceklestirilmektedir. Poli(E-kaprolakton) dayanikliligi, yiiksek mekanik 6zellikleri
ve kolay erisilebilirligi ile doku miihendisligi uygulamalarinda dikkat ¢ekmektedir.
Icinde bulundugu kosullara bagli olarak bir yili asan bozunum siiresiyle poli(€-
kaprolakton) dayanikliligt en yiiksek polimerler arasindadir. Polimerlerin
biyobozunum siireleri molekiil agirliklariyla degismektedir. Bu durum ayni polimerin
farkli molekiil agirlikli versiyonlariyla farklt bozunum siirelerine sahip doku
iskelelerinin {iretilebilecegini ifade etmektedir. Kullanilacak doku iskelelerinin,
rejenerasyonu hedeflenen dokuya spesifik bozunma siirelerine sahip olmasi bilim

diinyasinda 6nem verilen bir 6zelliktir.

Doku iskelelerinin rejeneratifliginin ve dayaniminin artitilmasi igin polimerler

karbonik nanomalzemelerle desteklenmektedir. Literatiirede bu karbonik yapilardan
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grafen ve tiirevlerinin diger karbon formlarina kiyasla daha biyouyumlu oldugu
bildirilmektedir. Karbon atomunun sp? hibritlesme iiriinii olan bal petegi orgii
yapisindaki grafen ve tiirevleri sahip oldugu elektron diizenlemesiyle biyouyumluluk,
biyobozunurluk, kimyasal stabilite, yiiksek elektriksel iletkenlik, termal iletkenlik,
esneklik ve saglamlik gibi siradis1 6zellikler sergilemektedir. Grafenin okside formu
olan grafen oksit ise icerdigi alkol, karboksilik asit ve epoksi gruplariyla grafen
tiirevleri arasinda biyomedikal uygulamalarda en ¢ok tercih edilenidir. Literatiirde
yer alan ¢alismalar grafen ve tiirevlerinin hiicrelerin proliferasyon ve gelismelerini

destekledigini, yara iyilesme siirecini hizlandirdigini bildirmektedir.

Gliniimiizde doku miihendisligi uygulamalarinin nanoteknoloji ile biitiinlesmesi
sonucunda daha rejeneratif, biyolojik yapilarla daha uyumlu, biyobozunur ve dogal
ektraseliller matriks yapisina ¢ok daha fazla benzeyen doku iskeleleri
gelistirilebilmektedir. Gelistirilen bu doku iskeleleri kronik/yanik yara Ortii
materyali, implant ylizey kaplama materyali veya rejeneratif viicut ici destek

materyali olarak kullanilmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda grafen oksit nanopartikiillerle fonksiyonalize edilerek rejeneratif
ozelligi arttirtlmis polimerik doku iskelelerinin elektro egirme yontemiyle iiretilmesi
hedeflenmistir. Calismada diisiik molekiil agirlikli poli(€-kaprolakton) (M,,=60000)
kullanilmus, literatiire kiyasla daha diisiik molekiil agirlikli poli(€-kaprolakton)dan
elde edilecek doku iskelesinin davranis Ozelliklerinin ve fizyolojik sartlara

uygunlugunun belirlenmesi amaglanmustir.

Anahtar Kelimeler : Grafen, grafen oksit, nanoteknoloji, doku miihendisligi,

elektroegirme, diisiik molekiil agirlikli poli(E-kaprolakton), nanofiber, biyobozunum
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Summary

Richard Feynman's "There's Plenty Of Room At The Bottom" speech, published in
1960, is considered the starting point of nanotechnology. Nanotechnology allows
materials to be produced with much more advanced properties than mass materials.
The range of 1-100 nanometers is called Nanoscale. Nanomaterials in the range of
nanoscale show properties such as high electrical conductivity, high mechanical and
thermal resistance due to the increased surface area/volume ratio. At the
nanomaterials, physical, chemical, electrical, mechanical and optical properties are
much different than mass materials. Moreover, nanomaterials interact with living
organisms and affect cellular behavior. Today, nanotechnology is frequently used
especially in the production or functionalization of tissue scaffolds, which are the

main components of tissue engineering.

Tissue scaffolds are used for mimicking to the natural extracellular matrices in tissue
engineering. In order to create a homogeneous and interconnected pore structure, the
electrospinning technique is used in tissue engineering. The working principle of this
method is continuous fiber extraction from polymer solution via high voltage apply.
Thanks to this method, high surfaces scaffolds can be produced. The high surface
area provides adhesion, proliferation, and migration of cells on tissue scaffolds.
Natural, synthetic or composite polymers could be used in the production of tissue
scaffolds. Polymer selection is carried out according to the requirements of the
targeted tissue. Poly(€-caprolacton) is an attractive polymer in tissue engineering
applications because of its durability, high mechanical properties and easy
accessibility. Poly(€-caprolactone) is one of the most durable polymers in
consequence of the degradation time exceeding one year depending on the
conditions. The biodegradability of polymers changes according to the molecular
weights of the polymer. This means that tissue scaffolds which have different
degradation times can be produced from different molecular weight versions of the
same polymer. The fact that the tissue scaffold has a biodegradation time specific to

the target tissue is an important feature in the scientific world.

Polymers are supported by carbonic nanomaterials to increase the regeneration and

strength of tissue scaffolds. In the literature, it is reported that the graphene and its
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derivatives are more biocompatible than other carbon forms. Graphene and its
derivatives are two-dimensional materials in the honeycomb lattice structure, which
is the sp? hybridization of the carbon atom. Graphene and its derivatives show
unusual properties such as biocompatibility, biodegradability, chemical stability,
high electrical conductivity, thermal conductivity, flexibility and durability thanks to
the its electron arrangement. Graphene oxide, which is an oxidized form of graphene,
is most preferred graphene type in biomedical applications because of includes
alcohol, carboxylic acid and epoxy groups. Studies in the literature suggest that
graphene and its derivatives promote the proliferation and development of cells and
accelerate the wound healing process. Nowadays, as a result of the integration of
tissue engineering applications with nanotechnology, tissue scaffolds which are more
regenerative, more compatible with the biological structures and much more similar
to the natural extracellular matrix structure can be developed. These scaffolds are
used as chronic / burn wound dressing material, implant surface coating material or

regenerative supporting material.

In this thesis, it is aimed to produce polymeric scaffolds which functionalized with
graphene oxide nanoparticles via electrospinning method. In this study, low
molecular weight poly (€-caprolactone) (Mw = 60000) was used. And it was aimed
to determine the behavior characteristics in physiological conditions of the tissue
scaffold obtained from lower molecular weight poly (E-caprolactone) compared to

the literature.

Key Words: Graphene, graphene oxide, nanotechnology, tissue engineering,
electrospinning, low molecular weight poly(€-caprolactone), nanofiber,

biodegradation
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1. GIRIS
1.1. Nanoteknoloji, Nanobilim Ve Nanomiihendislik

Nanobilim, herhangi bir ayritinin boyutu 1-100 nanometre (nm) arasinda kalan
materyallerin 6zelliklerini inceleyen bilim dalidir (Sweeney vd., 2003; Whitesides,
2005). Nanobilim ile maddeler atomik, molekiiler ve makromolekiiler boyutta
mantipile edilebilmektedir. Bir nanometre 6l¢ii birimi olarak metrenin milyarda
birine esittir. "Nanoskala" (Sekil 1) olarak belirtilen bu aralikta malzemelerin
ozellikleri degismekte, davraniglar1 Newton fizigi ile degil kuantum fizigi ile
aciklanabilmektedir. 1 nanometreye 3.5 altin atomu sigmaktadir. Nanoboyutun alt
smnirin1 olusturan 1 nanometrenin (nm) altinda tek atom boyutuna inilmesinden
dolay1 atomlar arasi iliskilerden bahsedilememektedir. Ust sinir1 olusturan 100 nm

tizerinde ise yeniden Newton fizigi kurallar1 gegerli olmaktadir.
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Sekil 1 : Cesitli materyallerin nanodlcekte yerleri.

Richard Feynman'nin 1959 yilinda yaptig1 ve 1960 yilinda yayinlanan konugmasi
nanobilim ve nanoteknolojinin baslangic noktasi kabul edilmektedir. Feynman
konusmasinda gelecekte iiretilmek istenen malzemelerin atom seviyesinden
baslanarak atom-atom insa edilebilecegi ifade etmistir (Feynman, 2012). Feynman'in
konusmasinda yirmi yil kadar sonra, 1981 yilinda IBM miihendisleri tarafindan
taramali tiinelleme mikroskobu (STM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
kesfedilmistir. Bu iki mikroskop sayesinde malzemelerin yiizeyleri atomik seviyede

incelenebilmis ve nanoboyutun varligi kanitlanmigtir.



Nanoteknoloji nanoboyut olarak adlandirilan 1-100 nm araliginda molekiillerin
atomik, molekiiler veya makromolekiiler diizeylerde maniipiilasyonu sonucunda yeni
sistemlerin gelistirilmesidir (Sweeney vd., 2003; Whitesides, 2005). S6z konusu
manipiilasyonlar sonucunda geleneksel malzemelere kiyasla daha iistiin 6zelliklere
sahip yeni malzemeler iiretilebilmektedir. Kisacasi, nanoteknoloji, nanobilimin farkli
teknolojik alanlara uygulanmasidir. Nanoteknoloji terimi ilk kez 1974 yilinda Tokyo
Bilim Universitesi'nden Prof. Norio Taniguchi tarafindan kullamilmistir. Prof.
Taniguchi nanoteknolojiyi; "esas olarak, malzemelerin bir atom veya bir molekiil
tarafindan ayristirtimasi, birlestirilmesi ve deformasyonu" olarak tanimlamigtir

(Taniguchi, 1974).

Nanoteknoloji ile iiretilen, genellikle gelismis elektriksel iletkenlik, yiiksek mekanik
ve/veya termal dayamim, gibi Ozelliklerle karakterize olan malzemeler
"nanomateryaller" olarak adlandirilmaktadir (Sweeney vd., 2003). Bir malzemenin
nanomalzeme olarak kabul edilebilmesi i¢in en az bir boyutu 100 nm'nin altinda
olmalidir. Sadece 1 ayritt 100 nm'nin altinda olan materyeller "nanofilm”, 2 ayrit:

100 nm'nin altinda olan materyaller "nanotiip"”, "nanofiber” veya "nanotel”, 3 ayrit
da 100 nm'nin altinda olan materyaller "nanopartikiil" olarak isimlendirilmektedir

(Sekil 2).

Sekil 2 : Solda (a) altin nanoyiizeylerin SEM goriintiisii (6l¢ek ¢izgisi 400 nm),
ortada (b) polimer nanofiberlerin SEM goriintiisii (6lgek ¢izgisi 5 um), sagda (c)
silika naopartikiillerin SEM goriintiisti (6lgek ¢izgisi 200 nm)

Boyutun kiiglilmesiyle artan "yiizey alanvhacim" orani nanomalzemelere yigin
materyallere kiyasla daha {istiin fiziksel, mekanik, elektriksel ve optik Ozellikler
kazandirmaktadir (Saallah ve Lenggoro, 2018).



Nanomalzemelerin {iretim yOntemlerinin arastirilmasit  ve incelenmesi, yeni
nanomateryallerin kesfedilmesi ve karakterizasyonu, bu nanomateryallerden insan
hayatin1 kolaylastiracak yeni nesil yliksek teknoloji {iriinlerinin gelistirilmesi

nanomuhendislik olarak tanimlanmaktadir.

Nanobilim ve nanomiihendislik mekanik, elektrik-elektronik, fizik, kimya, biyoloji,
tip, optik ve malzeme bilimi gibi bir ¢ok alanla i¢ ige, disiplinleraras: bir alandir
(Zarzycki, 2014). Sekil 3'de goriildiigii lizere niikleik asitler, DNA, RNA, ATP,
proteinler, yaglar ve bunlar gibi yasamsal dneme sahip daha bir ¢cok biyomolekiil
nanoboyutta yer almaktadir (Saallah ve Lenggoro, 2018). Organik yapili
nanopartikiiller olarak da bilinen bu yapilarin yer aldig1 caligmalar noteknolojinin
biyoteknoloji i¢erisindeki uygulama alanlarini olusturmakta ve "nanobiyoteknoloji”

terimi ile ifade edilmektedir.
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Sekil 3 : Cesitli biyolojik yapilarin boyutlar1 ve nano olgekte yerleri

Nanobiyoteknolojinin uygulama alanlar1 arasinda yeni nesil ilaclarin, ilag tasiyici
sistemlerin, biyosensorlerin, gorlintilleme ajanlarinin ve yapay organ ve dokularin
gelistirilmesi bulunmaktadir (Saallah ve Lenggoro, 2018). Literatiirde yer alan bir
cok calisma nano yapilarin hiicresel davraniglart etkiledigini bildirmektedir

(Dhandayuthapani vd., 2011; Ma vd., 2005).



1.2. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi hayat bilimlerinin miihendislik yaklasimlariyla ele alinarak
biyolojik bir dokunun veya biitiin bir organin fonksiyonunun siirdiiriilebilir olarak
gelistirilmesi ve iyilestirilmesi amaciyla bir araya getirildigi multidisipliner bir alan
olarak tanimlanmaktadir (Langer ve Vacanti, 1993; Lanza vd., 2011). Doku
miihendisliginin amac1 dogal ekstraselliler matriksin (ESM) basariyla taklit
edilmesidir. Bunu gergeklestirmek i¢in doku miihendisligi biyosinyalizasyon
molekiillerini, doku iskelelerini ve hiicreleri kullanmaktadir (Akter, 2016; Griffith ve

Naughton, 2002). Bu ii¢ unsur doku miihendisliginin temel bilesenleridir (Sekil 4).
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Sekil 4 : Doku miihendisliginin temel unsurlari.

1.2.1. Doku Miihendisliginde Kullanilan Hiicreler ve Hiicresel Kaynaklar

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan hiicreler 4 farkli kaynaktan elde
edilebilmektedir. Bunlardan ii¢ii 6zellesmis, ergin, hiicre gruplarini igeren otolog,
allojenik ve ksenojenik hiicrelerken (Sekil 5), son grubu ise farkli kaynaklardan elde
edilen farklilasmamis kok hiicreler olusturmaktadir (Sekil 6) (Akter, 2016). Cesitli
kaynaklardan izole edilen bu hiicreler doku iskelelerine ekilerek prolifere olmalari
saglanmakta ve doku miihendisligi tedavisi gbéren hastalara bu sekilde

nakledilmektedir.
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Sekil 5 : Doku miihendisliginde kullanilan ergin hiicre/doku tipleri ve nakil

agsamalar1

Otolog Hiicreler

Otolog hiicreler hastanin kendisinden alinan hiicrelerdir. Bu yontemin en biiyiik
avantaji immiin reaksiyon riski olusturmamasidir. Ancak bu yontemde hastaya 2 kez
operasyon yapilmasi ve doku alinan bdlgede olusan morbidite biiyiik bir dezavantaj

olusturmaktadir (Akter, 2016; Spector vd., 1998).

Allojenik Hiicreler

Ayni tiirden bagka bir bireyden almman hiicreler allojenik hiicre olarak
isimlendirilmektedir. Tiir i¢i hiicre ve doku nakillerini kapsayan bu yontemde
bireyler aras1 doku uyusmazlig1 nedeniyle immiin reaksiyon gelismesi en biiyiik riski

olusturmaktadir (Akter, 2016; Spector vd., 1998).



Ksenojenik Hiicreler

Ksenojenik hiicreler farkli tiirde bir canlidan alinan hiicreleri ifade etmektedir. Diger
yontemlere gore cok daha az maaliyetli bir yontem olmasina ragmen immiinolojik

riskleri en yiiksek olan yontemdir (Akter, 2016; Spector vd., 1998)

Kok Hiicreler

Sinirsiz boliinebilme, kendini yanileyebilme ve diger hiicre tiplerine farklilagabilme
kapasitesine sahip dzellesmemis hiicreler kok hiicre olarak adlandirilmaktadir. izole
edildikleri bolgeye gore isimlendirilen kok hiicreler genel olarak “"embriyonik™ ve
"yetiskin" kok hiicreler olarak 2 smifa ayrilmaktadir (Sekil 6) (Akter, 2016; Spector
vd., 1998). Doku miihendisligi uygulamalarinda, iskeleye ekilen kok hiicrelerin
sitokinlerle veya tek baslarina hedef dokuya 6zgii hiicre tiirlerine farklilagsmalar1 ve
nakledildikleri bolgede hasarli dokunun yeniden olusmasini saglamalar

beklenmektedir.
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Sekil 6 : Elde edildikleri bolgelere gore kok hiicreler ve kok hiicre tiirleri



1.2.2. Doku Miihendisligi Biyosinyalizasyon Molekiilleri

Biyosinyalizasyon molekiilleri, biiyiime faktorii olarak da bilinmektedir. Bu sinyal
molekiilleri canli viicudunda hiicrelerin  hayatta kalmasi, proliferasyonu,
migrasyonun kontrolii ve gelismesi tizerinde etkilidir (K. Lee vd., 2011). Doku
miithendisliginde en ¢ok kullanilan biiyiime faktorleri fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF), epitel biiylime faktorii (EGF), kemik forfogenetik proteini (BMP), vaskiiler
epitelyal biliyiime faktorii (VEGF) ve doniistiiriicii biiyiime faktorii-p (TGF-B)'dir
(Akter, 2016; K. Lee vd., 2011).

1.2.3. Doku Miihendisliginde Kullanilan Doku Iskeleleri

ESM'i taklit etmek amaciyla tiretilen doku iskeleleri biyouyumlu, 3 boyutlu ve birbiri
ile baglantili gézenek agina ve kontrol edilebilir bozunma hizina sahip, hiicrelerin
metabolik faaliyetlerini yiiriitmelerine olanak veren, hiicrelerin gelisimlerini ve
proliferasyonlarmm1  destekleyen polimerik doku miihendisligi iiriinleridir
(KURTOGLU, 2009; Ma vd., 2005). Doku iskeleleri iizerinde hiicreler gelisirken,
iskele zamanla toksik metabolitler iiretmeden yerini yeni ve dogal ESM'e birakacak
sekilde emilime ugramalidir (Freed vd., 1994; J. Lee vd., 2008). Ayrica, hiicre-doku
iskelesi ara yiizey etkilesimleri de hiicrelerin gelisimi acgisindan olduk¢a dnemlidir.
Bu nedenle doku iskelesi uygulanacagi bolgenin dogal ESM'sine uygun morfolojik
ozellikte olmali, doku iskelesinin hiicrelerle ara yiizey etkilesimi hiicrelerin

tutunmasini ve gelismesini desteklemelidir (Diesner vd., 2011).

Doku iskelesi iiretiminde kullanilacak malzeme, malzemenin tiirii, malzemenin
kimyasal 0Ozellikleri, molekiil agirligi, biyouyumlulugu, biyobozunurlugu,
hidrofilikligi, yiizey alani/hacim orani, su absorpsiyon kapasitesi gibi fiziksel,
kimyasal ve fizikokimyasal &zelliklerine gore secilmektedir. Yapay doku iskeleleri
fiber, kopiik, stinger, hidrojel, ve mesh (kafes ag yapisi) benzeri yapilarda
tiretilebilmektedir. Bu yapilardan hangisinin segilecegide yine hedef dokunun
gereksinimlerine gore belirlenmektedir (Dhandayuthapani vd., 2011; Nigam ve
Mahanta, 2014).



Poroz Doku Iskeleleri

Kopiikk veya siinger yapidaki bu doku iskeleleri genellikle kemik doku
miihendisliginde tercih edilmektedir. Kopilik ve slingerimsi yapilarin mesh yapilara
kiyasla mekanik dayanimimin daha yiiksek olmasina ragmen birbiriyle baglantili
gozenek yapisinin eksikligi nedeniyle bu iskelelerin kullanim alanlar1 sinirlidir

(Dhandayuthapani vd., 2011; Nigam ve Mahanta, 2014).

Hidrojel Doku Iskeleleri

Dogal makromolekiillerdende olusan hidrojeller, yiiksek biyouyumluluk, kontrollii
biyobozunum, biyoaktivite gibi avantajlara sahiptir. Ancak mekanik agidan zayif
olan hidrojeller yara ortlisii ve ilag tasiyict olarak kullanilabilmektedir
(Dhandayuthapani vd., 2011; Nigam ve Mahanta, 2014).

Fibroz Doku Iskeleleri

Nano oOlgekte dogal insan ESM'in nanofibrdz yapisinin taklit edilmesini saglamak
amactyla gelistirilen fibroz doku iskeleleri elektroegirme, kendiliginden olusum (self
assembly) ve faz ayirma yontemleri ile iretilebilmektedir. Nanofiberler sahip
olduklar1 yiiksek yilizey alani/hacim oranlariyla doku iskelelerinde hiicresel
adhezyon, proliferasyon, go¢ ve farklilasmay:1 arttirmaktadir. Nanofibréz doku
iskeleleri kemik, kikirdak, iskelet kaslari, deri, damar ve 6zellikle de noral doku
miithendisliginde kullanilmaktadir. Ayrica bu iskeleler ilag, gen, protein ve biiylime
faktorleri gibi molekiillerin taginmasinda akilli ve hedefli tasiyici sistemlerde de
kullanilabilmektedir (Dhandayuthapani vd., 2011; Nigam ve Mahanta, 2014; Zou
vd., 2018).

Ince Filmler

Yara ortii materyali olarak kullanilan ince filmler temel olarak hasarli bolgeyi
korumak ve mekanik olarak desteklemek igin iiretilmislerdir (Sezer ve Cevher,
2011).



Cok Katmanli Doku Iskeleleri

Doku iskelesi iiretiminde yukarida bahsedilen yOntemlerden bir tanesi
kullanilabilecegi gibi bu yontemler birliktede kullanilabilmektedir. Bu sayede 2 veya
3 katmanli yapilar elde edilebilmekte, belirli bir doku veya organ tam olarak taklit
edilebilmektedir. Doku iskeleleri sadece dogal ve/veya sentetik polimerik yapilardan
olusabilecegi gibi biyosinyalizasyon molekiilleri ile multifonksiyonel hale
getirilebilmekte ve hiicre ekilmesiyle 3 boyutlu yapay dokular olusturulabilmektedir.
Miihendislik {irtinii  doku iskelelerinin bagarili  bir sekilde biiyiik Olgekte
tiretilebilmesi i¢in hem yeterli saglikli hiicre kaynagina hem doku iskelelerinin
optimizasyonuna hem de viicut ortamini taklit edebilecek biyoreaktorlerin
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir(Griffith ve Naughton, 2002; Nigam ve
Mahanta, 2014).

1.3. Neden Doku Miihendisligi ?

Biyobozunur doku iskeleleri Herhangi bir travma sonucunda doku
biitlinliiglinlin bozulmasiyla
Hedef sonuglanan, 1ilgili dokuda olusan
::';’V“ kesik, yirtik veya yaniklar yara olarak
ozellesmis o tanimlanmaktadir.  Yara iyilesme
hiicreler
veya kok . . . .
hilereler stireci  inflamasyon, proliferasyon,

yara izi olusumu ve maturasyon ile
sonuglanmaktadir. Iyilesme siirecinde

Zamanla organizma bir biitiin olarak hareket

hasarh
bilgede
yeni doku
olugumu

etmekte, bu sayede homeostazin
yeniden saglanmasi i¢in  hasarh
bolgede ESM bilesenlerinin

salgilanmast ve doku biitlinliigliniin

yeniden olusturulmasi saglanmaktadir
(Gurtner vd., 2008; Han ve Ceilley,

Sekil 7: Doku miihendisligi 2017).

uygulamalarinin sematik gdsterimi.



Doku iskeleleri ise dokunun kendi kendine iyilesmesinin miimkiin olamadig1 kaza
veya cerrahi operasyon sonrast olusan akut yaralar ile hastalik sonucunda olusan
kronik yaralarin tedavisinde kullanilan doku  miihendisligi trtinleridir. Doku
miithendisliginin ilk ticari basaris1 yapay deri ve dermal yara ortli malzemeleridir.
Yara Ortli materyalleri en basit haliyle pasif, interakitf ve biyoaktif Ortiiler olarak
siiflandirilmaktadir. Pasif ortiiler sargi bezi seklindeki yarayr sadece kapatarak
koruyan ve iyilesme siirecinde aktif etkisi olmayan iiriinlerdir. Interaktif ortiiler,
polimerik film ve kopiiklerden olusan, nem ve gazlara karsi gegirgen Ortiilerdir.
Biyoaktif yara oOrtiileri ise dogal ESM'yi taklit etmek {iizere gelistirilmis, doku
mithendisligi  ¢aligmalar1  sonucunda hiicresizlestirilmis  dokulardan, cesitli
biyopolimerlerden veya kompozit materyallerden elde edilen, yara dokusuyla
etkilesime girerek iyilesme siireglerinde aktif rol oynayan yeni nesil yara Ortii

materyalleridir (Dhivya vd., 2015; ResearchAndMarkets, 2018).

1.4. Doku Iskelesi Uretiminde Kullamlan Materyaller

Doku iskeleleri metal, seramik veya polimerik kaynakli olabilmektedir. Metalik ve
seramik iskeleler dental veya kemik doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Metalik doku iskeleleri uygulandiklar1 bolgeye mekanik dayanim
saglayan, biyobozunur olmayan ve uygulandigi bdlgenin ESM yapisini taklit
etmeyen doku iskeleleridir. Seramikler ise metalik iskelelerden farkli olarak sinirli
biyobozunum kabiliyetine sahiptir. Polimerler ise hem islenebilirliginin kolaylig
hem tiim doku tiplerine uygulabilirligi hem de biyobozunum ve biyouyumluluk
ozelliklerinden dolayr metalik ve seramiklere gore daha fazla avantaja sahiptir (X.
Liu vd., 2012).

Sekil 8'de goriildigi gibi polimerik doku iskeleleri kollajen, fibrin, fibroin,
hiyaliironik asit, kitosan, aljinat ve nisasta gibi dogal ESM bilesenlerinden
tiretilebilecegi gibi poli(glikolik asit), poli(laktik asit) ve poli(€-kaprolakton) gibi
senteteik polimerlerden veya bunlarin kompozitlerinden de iiretilebilmektedir

(Griffith ve Naughton, 2002).
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Sekil 8 : Doku mithendisliginde kullanilan polimerler ve 6zellikleri (Kai vd., 2014)

Dogal polimerler, ESM'in yapisinda bulunmalari, yiiksek biyouyumluluklari ve
biyoaktif ozellikleriyle ilgi ¢ekmektedir. Sentetik polimerler ise daha ¢ok kolay
tiretilebilmesi ve ucuz olmasi sebebiyle tercih edilmektedir (Biirck vd., 2013; Fu ve
Cao, 2012; Sezer ve Cevher, 2011; A. M. Smith vd., 2016). Genellikle
biyouyumlulugu yiiksek ve toksisite riski diisiik olarak kabul edilen dogal polimerler,
direkt olarak bitkilerden, hayvanlardan ve hatta insan dokularindan ekstrakte
edilebilmektedirler (S.-H. Lee ve Shin, 2007). Bahsi gecen avantajlarina ragmen
dogal biyopolimerler zayif mekanik dayanim, biiziilme, zor elde edilmesi, pahali
olmasi ve immiinolojik riskleri uygulamalarda sorunlara neden olmaktadir (Zhong
vd., 2010). Bu sorunlardan dolayt son yillarda doku miihendisligi c¢aligmalarinda
sentetik biyopolimerlerin kullanimi1 artmistir. Sentetik biyopolimerlerin sagladigi
avantajlar yiiksek mekanik dayanim, kolay ve ucuz olarak elde edilebilmesi,
biyoinertlik ve biyobozunurluk olarak listelenebilmektedir (Dhandayuthapani vd.,
2011). Bu avantajlarina ek olarak sentetik biyopolimerler kuru fazda yiiksek oranda
su absorplayabilmekte ve hidratlandiklarinda absorbe ettikleri suyu disari
verebilmektedir (A. M. Smith vd., 2016). Poli(glikolik asit), poli(laktik asit) ve bu iki
polimerin farkli oraanlarda hazirlanan kompozitleri, poli(iiretan), poli(etilenglikol) ve
poli(E-kaprolakton) doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan sentetik polimerlerdir
(Gloria, De Santis, ve Ambrosio, 2010).
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1.5. Polimerik Doku iskelesi Uretim Yontemleri

Polimerik doku iskelelerinin metal ve seramiklere kiyasla sagladigi en biiyiik avantaj
biyobozunurlugudur. Biyobozunurluk Amerikan Test ve Malzeme Kurumu
(American Society for Testing and Materials - ASTM) tarafindan "malzemenin
karbondioksit, su, metan, inorganik bilesenler ve biyokiitleye ayrisabilmesi” olarak
tamimlanmistir (Avérous ve Pollet, 2012). Biyobozunurlugun bu denli 6nemli
olmasinin sebebi bozunum sonucunda olusan metabolitler sayesinde hasarli bolgede
yeni doku olusumunun saglanmasit ve bu sayede dokunun tam olarak rejenere

olabilmesidir.

Rejenerasyonun saglanabilmesi i¢in doku iskelesinin biyobozunurlugunun yanisira,
iskeleye saglikli hiicre gogiiniin gergeklesmesi de gerekmektedir. Doku iskelelerinin
topografi ve hidrofiliklik gibi yiizey oOzellikleri, hiicrelerin hasarli bolgeye
migrasyonu, doku iskelesine adhezyonu ve o bolgede proliferasyonu iizerinde
etkilidir (Jing vd., 2016). Doku iskelelerinin topografileri iiretim yontemlerine bagli
olarak degismektedir (Sekil 9). Doku iskelesi tliretiminde dondurarak kurutma, 1slak
¢ekme, membran laminasyon, gaz kopiikleme, tuzla c¢oktiirme, faz ayirma,

elektroegirme, ti¢ boyutlu yazici gibi ¢esitli teknikler kullanilabilmektedir.

baz 3 Boyutlu Basim
Kdpiklendirme  Tuzla Coktiirme

Hidrojel Uretim  Elektroegirme

Sekil 9 : Farkli doku iskelesi tiretim yontemleri ve elde edilen doku iskelelerinin

topografileri (Nigam ve Mahanta, 2014).
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Bu teknikler incelendiginde doku iskelesinin yerine getirmesi gereken en Onemli
faktorlerden biri olan homojen ve birbiriyle baglantili gbzenek yapisini olusturmak
icin elektroegirme teknigi doku iskelesi iiretiminde avantajli bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Y. Bai vd., 2014; Eap vd., 2012; Gao ve Duan, 2015;
Haycock, 2011; Jakus vd., 2015; J. Li, Connell, ve Shi, 2010; Liao vd., 2006; Tan,
Song, ve Zheng, 2012). Elektroegirme yonteminin tek avantaji poroz doku
iskelelerinin iiretimine izin vermesi degildir. Bu yontem sayesinde yiiksek proziteye
sahip nanofibréz, yani ESM'e benzer doku iskeleleri diger yontemlere kiyasla ¢ok
daha kolay, endiistriye uygun olarak biiyiik Ol¢ekte ve kontrollii bir sekilde
tiretilebilmektedir (Kai vd., 2014; Ma vd., 2005; Zou vd., 2018).

1.5.1. Elektroegirme Yontemi ile Doku iskelesi Uretimi

Elektroegirme yontemi; yiiksek voltaj uygulamasi sonucunda olusan elektrostatik
kuvvetler yardimiyla akis halindeki polimer ¢ozeltisinden siirekli fiber g¢ekimi
temeline dayanmaktadir (Biirck vd., 2018; Biirck vd., 2013). Dolayisiyla, kesintisiz
fiberlerden olusan doku iskeleleri tiretmek ic¢in kullanilabilecek tek ve en uygun
yontem elektroegirme yontemidir (Haciosmanoglu, Buerck, Ve Kazanci, 2018;
Zhong vd., 2010). Uygulanan yiiksek voltajin etkisiyle polimer ¢ozeltisi enjeksiyon
ucunda "Taylor Konisi" denilen konik yapiyr olusturarak toplayict yiizeye dogru
uzayan fiberleri olusmasini saglamaktadir (Sekil 10) (Biirck vd., 2013).

Toplayici Yiizey

Polimer Soliisyonu

| |

Enjeksiyon Pompasi

L 1

Fiberler

Sekil 10 : Elektroegirme cihazi sematik gdsterimi
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Poroz fiber yapisi ve yiiksek ylizey alani saglamasi sayesinde elektroegirilmis doku
iskeleleri hiicreler i¢in yasamsal dnemi olan gaz ve besin/atik degisimi i¢in uygun
difiizyon ortaminin saglanmasina da olanak vermektedir (Aras ve Kazanci, 2015; Kai
vd., 2014; Zhong vd., 2010). Elektroegirilmis fiberlerin sahip oldugu kiitle basina
diisen yiiksek yiizey alani 6zelligi onlar1 biyomedikal uygulamalarda bir adim 6ne
gecirmektedir (Liao vd., 2006). Aras ve Kazanci (2015) tarafindan rapor edilen bir
calismada elektroegirme ile elde edilen doku iskelelerinin ilaglarin kontrollii
salinimin1 saglayabilecek 0Ozellikte de oldugu, kullanilan polimerin yapisina,
baglanma oranina ve tiirline bagli olarak salimim siiresinin ve hizinin kontrol
edilebilecegi bildirilmistir (Aras ve Kazanci, 2015). Buradan da anlasilabilecegi
tizere elektroegirilmis fibroz doku iskeleleri doku miihendisligi uygulamalarinin yani
sira ilag ve gen dagitimi gibi birgcok medikal uygulamada kullanilma potansiyeline
sahiptir (Liao vd., 2006). Elektroegirme yontemiyle sadece polimerik materyallerden
olusan basit yapili doku iskeleleri tiretilebilecegi gibi, multifonksiyonel, ila¢ veya
cesitli biiyiime faktorleriyle desteklenmis biyomiihendislik iirlinii yeni nesil doku
iskeleleri de iiretilebilmektedir. Bu doku iskeleleri doku miihendisligi ¢aligmalarinda
baglica deri, kan damari, sinir, kikirdak ve kemik doku hasarlarinin onarimina

yonelik olarak gelistirilmektedir (Liao vd., 2006).

1.5.2. Elektroegirme Yontemi ile Doku Iskelesi Uretimini Etkileyen

Parametreler

Daha 6nce de bahsedildigi gibi, elektroegirme yontemi, dogal ESM yapisina en ¢ok
benzeyen, yiiksek proziteye sahip 3 boyutlu nanofibr6z doku iskelelerinin elde

edilmesini saglayabilmektedir (Collins ve Birkinshaw, 2013; Yang Liu, 2010).

Elektroegirme yontemiyle doku iskelesi iiretiminde de diger tiim yontemlerde oldugu
gibi dikkat edilmesi gereken bazi hususlar mevcuttur. Bunlar; ¢oziicii tiiridi, polimer
konsantrasyonu, voltaj, akis hiz1 (debi) ve toplayict ile enjeksiyon arast mesafedir.
Coziict secimi yapilirken dikkat edilmesi gereken segilecek ¢oziiciiniin buharlagma
sicakliginin ¢ok yiliksek olmamasidir. Coziicli, egirme islemi sirasinda polimerin

enjektdr ucundan fiber halinde ¢ekilmeye basladig: andan fiberlerin toplayici iiniteye
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ulasincaya kadar gegen silirede buharlasmalidir. Coziiclinlin uzaklastirilamadigi

durumlarda fiberler morfolojilerini kaybetmektedir.

Konsantrasyon elektroegirme isleminde dikkat edilmesi gereken en Onemli
parametredir. Diger parametrelerin optimizasyonu saglanmadiginda dahi yapisi
bozuk olsa bile fiber olusumu go6zlemlenebilmektedir. Ancak, polimer
konsantrasyonu egirme i¢in uygun olmadiginda toplayici yiizeyde fiber yerine
damlacik seklinde kaplama gerceklesmektedir. Calismamiz sirasinda da
elektroegirme islemi i¢in uygun PCL konsantrasyonunun belirlenmesi sirasinda
diisiik konsantrasyonlarda yogun damlacik olusumu tespit edilmistir. Diigiik
konsantrasyonlarda fiber olusumu gozlemlenemezken, yiiksek konsantrasyonlarda
ise viskozitenin asir1 artmasi sonucunda diizenli akis ve fiber c¢ekimi
gergeklesmemektedir. Elektroegirmeye uygun konsantrasyon sinirlari iginde kalmak

kosuluyla konsantrasyon artisi fiber ¢aplarinin artmasina neden olmaktadir.

Akis hiz1 ve voltaj parametreleri ise hem fiber ¢aplari hemde ¢6ziicli buharlagmasi
tizerinde etkilidir. Yiiksek akis hizi ¢oziiciiniin buharlasmasina engel olabilecegi gibi
fiber gaplarinin artmasina da neden olabilmektedir (S., Sanpui, ve Chatterjee, 2014).
Bu parametrelere ek olarak kullanilan ¢oziicii ve liretim sicakligi da elektroegirme ile

tiretim yapilirken dikkat edilmesi gereken parametrelerdendir (Kazanci, 2014).

Tim bunlar elektroegirme sirasinda dikkat edilmesi gereken, son iiriin kalitesini

etkileyen 6nemli parametrelerdir.

e

Sekil 11 : Farkli toplayicilarla elde edilebilecek hizali (iistte) veya random (altta)

fiberlerin mikroskop goriintiileri.
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Elektroegirme ydntemi, bircok biyopolimere uygulanabilmekte olup, kolay bir
sekilde 3-5000 nm araliginda nano, mikro ve makro fiberler iiretilebilmesini
saglamaktadir (Biirck vd., 2018; Biirck vd., 2013; Kai vd., 2014; Liao vd., 2006).
Elektroegirme yontemi ile, sekil 11'de goriildigi gibi, hem dokuya 6zel olarak
dogrusal/hizali yonelime sahip hem de rastgele fiberlere sahip iskeleler
tiretilebilmektedir (Biirck vd., 2013; J. Li vd., 2010). Elektroegirme yontemi diger
yontemlere kiyasla daha diisiik maliyetli ve endistiriyel tiretime daha uygundur.
Bahsi gecen nedenlerle elektroegirme yontemi c¢alismalarda siklikla tercih

edilmektedir (Cui, Zhou, ve Chang, 2010; J. Li vd., 2010; Liao vd., 2006).

1.6. Poli(€-Kaprolakton) (PCL)

Poli(€-kaprolakton)  (PCL), €-kaprolakton  monomerinin  halka  agilmasi
polimerizasyonuyla elde edilen, FDA onayli biyobozunur ve hem yumusak hem de

sert dokulara uygulanabilir biyouyumlu bir alifatik poliester polimeridir (Sekil 12).

Is1 + Kataliz ‘ |

0—{CH}—¢

8] -
\/J Halka agilmas: polimerizasyonu
1

£-kaprolalkton Poli(t-kaprolakton)

Sekil 12 : €-kaprolaktondan halka agilmasi polimerizasyonu ile PCL sentezi.

PCL'nin cams1 gegis sicaklig -60°C ve erime noktasi ise 60-65 °C civarindadur.
Bir¢ok organik ¢oziiclide ¢oziinen PCL, enzimatik degredasyonla kolaylikla
sindirilebilmektedir (Avérous ve Pollet, 2012; Vroman ve Tighzert, 2009). PCL;
molekiil agirligina, kristalligine ve i¢inde bulundugu kosullara bagl olarak birkag ay
ile birkag yil arasinda degisen bozunma zamanlarina sahiptir (Bilhalva vd., 2018).
Diger polimerlere kiyasla endiistiriyel olarak daha kolay, daha biiyiik dl¢cekte ve daha
ucuza elde edilebilen PCL mekanik agidan daha dayanikli olmasiyla da dikkat
¢ekmektedir.
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1.7. Doku Miihendisliginde Nanoteknoloji Uygulamalari

Bilim diinyasinda 1980'lerden itibaren her gegen giin daha fazla dikkat c¢eken
nanoteknoloji biyomedikal alanda kontrollii ilag ve gen dagitimi, molekiiler
goriintiileme ajan1 ve biyosensor olarak kullanilabilmektedir (Nitta ve Numata,
2013). Doku miihendisligi uygulamalarinda nanoteknolojinin kullanimi 2 baslik
altinda ele alinabilir. Bunlardan ilki doku iskelelerine nanopartikiillerin eklenmesiyle
nanoteknolojiden faydalanilmasidir. Iskeleye nanopartikiil eklenmesi malzemenin
dayanikliligini ve rejeneratifligini arttirmasi ve/veya malzemeye antimikrobiyallik
kazandirmasi igin kullanilmaktadir (Nurunnabi vd., 2015). ikincisi ise doku
iskelesinin nanoyapili olmasiyla nanoteknolojinin dogrudan kullanilmasidir.
Nanoteknolojik iiretim yontemlerinin kullanilmasi dogal dokularin ve onlarin
ekstraselliiler matriks yapilarinin tam anlamiyla taklit edilebilmesini saglamaktadir
(Kingsley vd., 2013). Ozetle nanoteknoloji doku miihendisligi uygulamalarinda
karsilasilan sorunlar ¢6zmek, mekanik ve biyolojik performansi arttirmak amaciyla

kullanilmaktadir (Hasan vd., 2018).

Bu tez ¢aligmasinda nanoteknolojiden hem grafen oksit nanopartikiiller ile dolayh

yoldan hem de nanofiber iiretim teknigi kullanilmasiyla dogrudan faydalanilmistir.

1.7.1. Karbonik Yapilar Ve Doku Miihendisliginde Kullanimi

Doku miihendisligi uygulamalarinda nanoteknolojik yaklagimlara verilen dnem her
gecen giin  artmaktadir. Buna baglantili  olarak karbonik yapilarin  doku
miihendisliginde kullanim1 da artmaktadir. Karbonik yapilara duyulan bu ilginin
sebebi proteinler gibi tiim organik molekiillerin karbon atomlarindan olusmasi ve
dolayisiyla karbonik yapilarin biyolojik sistemlerle uyumlu olmasidir (Blazewicz,
2001).

Karbon atomu sahip oldugu elektron diizenlemesi nedeniyle bilesiklerinde 4 bag
yapabilmekte, bu sayedede dogada ¢ok c¢esitli formlarda bulunabilmektedir (Sekil
13). Elmas, grafit, amorf karbon, fulloren ve karbon nanotiipler karbon formlarinin
baslicalarin1  olusturmaktadir. Bu yapilardan elmas dogada bulunan en sert

maddeyken grafit ise yaz1 yazmak i¢in kullandigimiz kalemlerin uglarin1 olusturan
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olduk¢a yumusak yapidaki karbon formudur. Bu durumdan da agik¢a anlasildigi
tizere herbiri karbondan olugan bu maddeler bag yapilarindan dolayr ¢ok farkl
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptirler. Grafen ise sahip oldugu essiz 6zellikleri
nedeniyle yakin gelecekte tip, rejeneratif tip ve doku miihendisliginde oldukca
saglam bir yer edinecegine inanilan, simdiye kadar kesfedilen en giiglii 6zelliklere

sahip karbon tiirevidir (Nurunnabi vd., 2015).

2 Fulleren C%0 Fulleren CmFulleren

Tek duvarli karbon

Elmas Grafit Lonsdaleite Bicimsiz (amorf) karbon nanotiibil

Sekil 13 : Farkli karbon formlari.

Son on yilda gerceklestirilen bir ¢ok c¢alisma sonucunda grafen ve tiirevlerinin
karbon nanotiiplere kiyasla daha biyouyumlu oldugu ve hiicrelerin migrasyon,
adhezyon, proliferasyon gibi 6zellikleri lizerinde daha pozitif etkiler gosterdigi rapor
edilmistir. Bu nedenle son yillarda biyomedikal uygulamalarda grafen ve tiirevlerinin

kullanim1 giderek artmaktadir (Hong vd., 2014; Sayyar vd., 2013).
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1.7.2. Grafen, Grafen Tiirevleri ve Biyouyumlulugu

Grafen (G) karbon atomunun sp? hibritlesmesiyle olusan benzen halka yapisina sahip
2 boyutlu, tek atom kalinliginda ki karbon formudur (Sekil 14).

\

_~“

/

Sekil 14 : Karbon atomu sp2 hibritlesmesi (a) ve grafen molekiil yapisi (b).

2004 yilinda Andre Geim ve Kotsya Novoselov tarafindan selo bant yardimiyla 3
boyutlu grafitten ayristirilan grafen (Geim ve Novoselov, 2007) nanoteknolojinin
yiikselen yildiz1 olarak goriilmektedir (R. G. Bai vd., 2018). Bu kesif Novoselov ve
Geim'e 2010 Nobel Fizik Odiilii'nii kazandirmustir. sz hibritlesmesi ile olusan
benzen halka yapis1 grafen ve tiirevlerine biyouyumluluk, biyobozunurluk, kimyasal
stabilite, yiiksek elektriksel iletkenlik, termal iletkenlik, esneklik ve saglamlik gibi
siradisi 6zellikler kazandirmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1 : Karbon tiirevleri ve fiziksel 6zellikleri (Tiyek vd., 2016).

Ozellik/Karbon Tiirevi Grafen Karbon Nanotiip | Grafit | Fulleren
Yiizey Alan1 (m?/g) 2630 1315 10 5
Termal iletkenlik (W/mK) 5000 >3000 (MWCNTSs) | 3000 0,4
Mobilite (cm?/Vs) 15000 SiO 100000 13000 0,56

tizerinde 200.000

serbest halde

Young Modiilii (TPa) 1 0,64 1,06 0,01

Optik Gegirgenlik (%) 97,7 - - -
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Bu ozelliklerinin yanisira grafen protein ve cesitli molekiillerin yliksek emilimini
saglamasi, kok hiicre farklilasmasi, hiicre cogalmasini desteklemesi ve hiicre
yapismasi i¢in uygun olmasi grafeni canli vucudunda kullanilabilecek malzemeler
arasinda iist siralara tasimaktadir. Kisacasi bu yiiksek yiizey alanli, yiiksek mekanik
mukavemete sahip ve islevsel kolaylig1 olan siiper iletken, siiper esnek ve siiper ince
biyouyumlu karbon bazli malzeme tip, rejeneratif tip ve kok hiicre c¢aligmalarinda
kullanilabilecegi diisiiniilen malzemeler arasinda ¢oktan yerini almistir (R. G. Bai
vd., 2018; Bressan vd., 2014; Choi vd., 2010; Hong vd., 2014; Menaa vd., 2015;
Nurunnabi vd., 2015; Park vd., 2011; Ryoo vd., 2010; Tonelli vd., 2015).

Grafen; glinimiize kadar kesfedilen materyaller igerisinde tek atom kalinligina sahip
olmasi nedeniyle en ince materyal olarak kabul edilmektedir (Gardin, Piattelli, ve
Zavan, 2016; Geim ve Novoselov, 2007; Novoselov vd., 2004). Grafen; mekanik
ayirma, metal ince filmler iizerinde buhar biriktirme, silikon karbid {iizerinde
epitaksiyel biiylitme ve grafitten direkt mekanik ayirma gibi farkli metodlarla
sentezlenebilmektedir (Nurunnabi vd., 2015). Bu yontemleri kullanarak yiiksek
derecede kristalli grafen elde edildigi gozlemlenmesine ragmen bunlardan higbirinin
endiistriyel iiretim i¢in uygun olmadig: fark edilmistir (Choi vd., 2010; Marcano vd.,
2010). Grafitin farkli yontemlerle islenmesi sonucunda tek katmanli grafen, iki veya
¢ok katmanli grafen, grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (rGO) gibi bir¢ok
farkli formda grafen tiirevi elde edilebilmektedir (R. G. Bai vd., 2018; Bressan vd.,
2014; Menaa vd., 2015). Grafen oksit yapisinda bir dizi reaktif oksijen fonksiyonel
grubu igeren grafen tiirevidir. Igerdigi oksijenli fonksiyonel gruplari grafenin

diizlemsel yapisina farkli gruplarin baglanmasini kolaylagtirmaktadir (Sekil 15).

Epoxide Hydroxyl Carbonyl Carbox(yllc
o 0
NN 0—H I il
Ce - - (‘ -
/ \ R \O —

Sekil 15 : Grafen oksit molekiiler yapisi ve lizerinde yer alan reaktif oksijen gruplari.
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Grafenin okside formu olan grafen oksidin kesfi ise 19.yy'a dayanmasina ragmen
elektriksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri son 10 y1l da anlagilabilmistir. 19. yy'da
grafitik asit adiyla bilinenen bu bilesigin Brodie tarafindan hazirlanan kimyasal
oksidasyon yontemiyle sentezlendigi bildirilmistir (Hummers Jr ve Offeman, 1958).
Daha sonra 1957'de Hummers ve Offeman tarafindan yeni ve daha giivenilir bir
yontem gelistirilmis (Hummers Jr ve Offeman, 1958) ve bu method zamanla eklenen
cesitli modifikasyonlar ile diizenlenerek giliniimiize kadar gelmistir (Sekil 16).
Giliniimiizde grafen oksit deneysel calismalarda hala modifiye veya gelistirilmis
Hummers metodu ile sentezlenmektedir (Marcano vd., 2010). Ayrica bu yontem

endiistiriyel 6l¢ekte grafen oksit tiretimine de uygundur.

Tno,

Hummers 3KMnO,
H,S0,, 0.5 NaNO,

GF
F39 Sifted/fiered
5 Improved 6 KMnO, Oxidized al
> 9:1H,50/H,PO, =¥ OkeRedmsters
HGO IGO HGO+
g, S 6KMnO,
H,S0,, 0.5 NaNO,
TNOI b.l\ptrv:ed Numm:l Huminers

b

Hydrophobic carbon material recovered

Sekil 16 : Grafen oksit kimyasal sentez metodlart.

Literatiirde yer alan calismalar grafen ve tiirevlerinin biyouyumlu, biyobozunur ve
fizyolojik sivilarda kimyasal stabilite gosterdigini belirtmektedir (Bressan vd., 2014;
Hong vd., 2014; Menaa vd., 2015; Park vd., 2011). Biyouyumluluk ve toksisiteyi
belirlemeye yonelik yapilan c¢alismalar, grafen ve tiirevleriyle desteklenmis
materyallerin saglikli memeli kok hiicreleriyle saglikli ergin hiicrelerde proliferasyon
ve migrasyonu arttirarak hiicresel gelisime ve farklilasmaya destek oldugunu
gostermistir (Bressan vd., 2014; Hong vd., 2014; Menaa vd., 2015; Murray vd.,
2015; Park vd., 2011; Pinto, Goncalves, ve Magalhaes, 2013; S. Shah vd., 2014).
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Daha spesifik olarak grafen ve tlirevleri doku iskelesi liretiminde, mekanik dayanim,
hiicreler i¢in adeziv yiizey sunma ve diisiik toksisite dzellikleri ile tercih edilmektedir
(Cao vd., 2017; Nanda vd., 2015; Ryoo vd., 2010; Tonelli vd., 2015). Bu nedenle
grafen ve tiirevlerinin gelecekte biyoteknolojik {irlinlerin temelini olusturacagi
tizerinde durulmaktadir (Gardin vd., 2016; Guo vd., 2016; Ryoo vd., 2010; Shreyas
Shah, 2016).

Grafen oksit yiiksek oranda alkol, karboksilik asit ve epoksi grubu igermesi
nedeniyle grafen tiirevleri arasinda biyomedikal uygulamalarda en ¢ok tercih edileni
olmustur. Bu fonksiyonel gruplar grafen oksite yiliksek biyouyumluluk,
biyobozunurluk, bir¢cok ¢oziicliyli kapsayan genis ¢oOziiniirliik araligi, protein gibi
biyolojik molekiilleri yiiksek oranda adsorbe edebilme ve polimerler gibi
materyallerle daha kolay fonksiyonellestirme Ozellikleri saglamaktadir (Hu vd.,
2014; Yoon vd., 2011). Grafen ve tiirevlerinin biyomedikal uygulamalari arasinda
biyosensorler, ilag ve gen dagitimi, in vivo molekiiler goriintiileme, kanser tedavisi
(fototermal vd.) ve doku miihendisligi uygulamalari bulunmaktadir (Feng ve Liu,
2011; W. C. Lee vd., 2011; Zhang vd., 2014). Bu uygulama alanlarinin her biri viicut
stvilarinda hem fiziksel hemde kimyasal stabilite gerektirmektedir. Biyouyumluluk
ve biyobozunurluk ise biyolojik sistemlerde ki bu tarz uygulamalarda biiyiik 6nem
arz etmektedir. Grafen temelli biyomedikal uygulamalarda en ¢ok dikkat edilmesi
gereken konu grafen tiirevli malzemenin fiziksel oOzelikleri ve kullanim
konsantasyonudur. Yiiksek dozda grafen tiirevlerinin kullanimi hiicresel diizeyde
apoptoz indiikklemesi ve ROS tiirevlerinin olusumu ile ciddi sitotoksisiteye neden
olabilmektedir (Feng ve Liu, 2011; Zhang vd., 2014). En son in vitro ve in vivo
arastirmalara gore; grafen, grafen oksit ve tlirevlerinin biyouyumlulugunun diger
karbon formlart gibi sekil, boyut, maruz kalma protokollerine ve uygulama dozuna
bagl oldugu tespit edilmistir (R. G. Bai vd., 2018; Feng ve Liu, 2011; J.-H. Liu vd.,
2015; Nurunnabi vd., 2015; Pinto vd., 2013; Zhang vd., 2014). Bu nedenle grafen,
grafen oksit veya grafenin diger tiirleri kullanilarak yapilacak her ¢calisma uyumluluk
ve toksiste acisindan kendi i¢inde degerlendirilmeli ve sitotoksik oranlari

belirlenerek toksik olmayan konsantrasyonlarda kullanilmalidir.
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Wang ve ark., tarafindan yiiriitiilen bir c¢alismada insan fibroblast hiicrelerinde
20pg/mlnin altindaki dozlarda GO uygulamasinda toksik etki goriilmezken
50ug/ml'nin tizerinde yiiksek toksiste gozlenmedigi bildirilmistir (Wang vd., 2011).
Bu ve benzeri c¢alismalar grafen temelli uygulamalarda akut ve/veya kronik
toksistenin uygun sekil, boyut, uygulama sikligt ve en Onemlisi de uygun

konsantrasyonda GO kullanimi ile 6nlenebilecegini gostermektedir.

Biyouyumlulugunu arttirmak igin grafen ve tiirevleri kollajen, hiyaliironik asit,
kitosan, dekstran, ipek fibroin, polietilen glikol, poli (laktik asit), poli(vinil alkol),
poli(iiretan) ve poli(kaprolakton) gibi polimerler ve ¢esitli proteinlerle modifiye
edilmektedir (Hu vd., 2014). Bu modifikasyonlar sadece biyouyumlulugu arttirmakla
kalmayip aym1 zamanda multifonksiyonel kompozit sistemlerin gelistirilmesine de
olanak saglamaktadir (Nurunnabi vd., 2015). Cesitli polimerlerle fonksiyonel hale
getirilmesi, doku miihendisligi ¢alismalarinda her gegcen giin daha fazla ilgi ¢geken bu
malzemeye doku iskelesi olarak islenilebilirlik de kazandirmaktadir (Murray vd.,
2015). Grafen ve tiirevleri farkli malzemelerle olusturdugu kompozit yapilarda,
malzemelerin uzun siireli Omriinii 6nemli Olgiide artirabilme yetenegine sahip
olmasinin yaninda hiicresel biiyiime ve aktiviteler tizerinde de pozitif rol

oynamaktadir (Murray vd., 2015; S. Shah vd., 2014).

1.7.3. Grafen Oksit Temelli Doku iskeleleri

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda grafen ve tiirevlerinin osteoblast, endotel hiicre,
fibroblast ve kok hiicreler lizerindeki adezyonu ve biliylimeyi artirict etkisi
gosterilmistir (Chung vd., 2013; Pinto vd., 2013). Grafen ve tiirevleri adheziv ve
proliferatif etkileriyle yara iyilesmesi siirecinde inflamatuvar ve proliferatif fazlar
diizenlemekte, bu bolgeye hiicre migrasyon ve adhezyonunu arttirarak, hiicre
proliferasyonunu ve anjiyojenezi desteklemekte ve bdylece yara iyilesme siirecinin
hizlanmasin1 saglamaktadir (Z. Li vd., 2015; Menaa vd., 2015; Ryoo vd., 2010).
Ayrica literatiir verilerinde GO'in, antibakteriyel ve antifungal etkiler gostererek yara
bolgesinin  olast  mikrobiyal enfeksiyonlardan korunmasini  saglayabildigi
belirtilmektedir (R. G. Bai vd., 2018; Khan vd., 2015; Lu vd., 2012). Bu bilgiler

dogrultusunda grafen temelli ii¢ boyutlu doku iskelelerinin gelistirilmesi stratejik bir
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yaklasim olusturmaktadir. Doku miihendisligi iskeleleri, grafen ve tlirevleri gibi
nanopartiikiillerle fonksiyonellestirilerek iskelelerin yiizey 6zellikleri gelistirilmekte
ve boylece elde edilen fonksiyonel yiizeyler, hiicreleri biyolojik ve fiziksel yollarla

uyararak gelisimlerine katki saglayabilmektedir (Yang vd., 2016).

Fonksiyonel grafen nanopartikiil (FGN) temelli hibrid yapilar hiicre dis1
biyomolekiillerin, &zellikle proteinlerin, adsorpsiyonunu arttirmaktadir. Boylece
ekstraselliiler matriks (ESM) olusumu hizlanmakta, fiziksel veya kimyasal uyarilarla
birlikte hiicrelerle etkileserek kok hiicre farklilasmasi, proliferasyonu, hiicrelerin
fiziksel yerlesimleri ve topografik diizenlemeleriyle hiicresel sinyalleri ve hiicrelerin
biyolojik performanslarin1 etkilemektedir (Cheng vd., 2017). Ayrica bir ¢ok
calismada grafen tlirevlerinin yumusak ve esnek doku iskelesi iiretiminde kullanima
son derece uygun bir materyal oldugu ve kok hiicrelerin, ortamda farklilagtirict
unsurlar olmadigi durumlarda dahi, adipojenik, epitelyal ve osteojenik
farklilasmasini sagladigi rapor edilmistir (R. G. Bai vd., 2018; Bressan vd., 2014,
Cheng vd., 2017; Kim vd., 2013; Menaa vd., 2015; Shahnawaz Khan vd., 2015).
Grafen ve tiirevlerinin, 6zelikle de grafen oksitin, inflamatuvar ve proliferatif fazlar
epitelyal doku etkilesimleriyle diizenleyerek dermal hastaliklarda iyilesme siirecini
hizlandirarak daha kisa siirede daha 1yi sonuglar alinmasini sagladig: bildirilmektedir
(Zhou, 2013). Grafen oksit destekli doku iskelelerinin grafen oksit icermeyenlere
kiyasla yaralarin daha hizli iyilesmesini sagladigi biyokimyasal, hematolojik ve

histopatolojik ¢alismalarla gosterilmistir (R. G. Bai vd., 2018).

Zhan ve arkadaglar tarafindan 2015 yilinda yaymlanan bir calismada jelatin
nanofiberlerin grafen oksit ile giliclendirerek zayif mekanik dayanim ve hizh
degredasyon Ozelliklerinin giderilebilecegi {izerinde durulmustur. Mekanik
dayanimini arttirmak i¢in sadece capraz baglanmis jelatin fiberlerin GO ile
giiclendirilen ¢apraz bagh jelatin fiberlerle kiyaslandig1 calismada GO'in fiberlere
hidroliz direnci kazandirdigi, fiberlerin mekanik 6zelliklerinin 1iyilestigi ve
biyouyumlulugunun arttigi  bildirilmistir. Hazirlanan jelatin-GO  (Gel-GO)
sollisyonunu elektro egirme yontemi ile doku iskelesi haline getiren Zhan ve ekibi
elde ettikleri iskelelerin in vitro fibroblast hiicre kiiltiiriinde hiicre adhezyon ve
proliferasyonunu Onemli Olgiide uyardigimi rapor etmistir (Sekil 17). Calisma

sonuglarinin literatiirde yer alan 6nceki ¢aligmalarla uygunluguna dikkat ¢eken Zhan
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ve arkadaslar1 uygun konsantrasyonda GO'in doku miihendisligi ¢alismalarinda ve
doku iskelesi iiretiminde kullaniminin olumlu sonuglar doguracagini ifade etmistir

(Zhan vd., 2016).

W 'r,g X

Sekil 17 : Gel-GO nanofiber iskelelerin (1; 5000, 2; 1000) ve iskelelere ekilen L929
fibroblast hiicrelerin 3 giinliik kiiltiir sonras1 SEM goriintiisii (3).

Lee ve ekibi ise ¢ift-elektro egirme sistemi ile GO nanopartikiil eklenmis poli(laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA) ve kollajen(Col)'den ¢ift katmanli doku iskelesi (GO-
PLGA/Col) iirettiklerini ve bu iskelelerin hem fizikokimyasal hemde biyolojik
Ozelliklerini incelediklerini bildirmistir (Sekil 18). Calismada hazirlanan GO-
PLGA/Col hibrit iskelelerin yenidogan dermisinden elde edilen insan dermal
fibroblast hiicrelerin gelisimini ve proliferasyonunu destekledigi belirtilmis ve GO'in
rejenerasyonu desteleyici olarak doku iskelesi iiretiminde kullanilabilecegi rapor

edilmistir (E. J. Lee vd., 2014).

Sekil 18 : GO-PLGA/Col hibrit iskele AFM (1), HDF hiicrelerin iskeleye ekildikten
5 giin sonraki AFM (2) ve SEM (3) goriintiileri (Lee vd., 2014).
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Mahmoudi ve Simchi tarafindan rapor edilen bir ¢alismada ise GO nanotabakalar ile
giiclendirilmis  kitosan-poli(vinil pirolidon)-poli(etilen oksit) (CS:PVP:PEO ;
80:15:5) karisimi elektro egirme yontemi ile doku iskelesi haline getirilerek
iskelelerin etkinligi sigan mezankimal hiicre (MSCs) kiiltiiriinde in vitro ve Sprague
Dawley sigan derisinde olusturulan yara dokularinda in vivo deneylerle takip
edilmistir. Mahmoudi ve Simci ¢alisma sonuglarinin doku miihendisligi agisindan
umut verici oldugunu vurgulayarak, GO nanotabakalarinin iskelelerin mekanik
ozelliklerini gelistirdigini, %1.5 GO konsantrasyonunda gelismis hiicresel uyumluluk
ve MSCs adhezyonunu arttirdigini ve in vivo hayvan modellerinde yara iyilesmesi
stirecinin pozitif ilerleyerek dogal doku gelisiminin gozlemlendigini bildirmistir

(Mahmoudi ve Simchi, 2017).

Song ve ekibi tarafindan rapor edilen ¢alismada PCL/GO kompozit doku iskeleleri
elektro egirme yontemi ile hazirlanarak hiicreler tizerinde ki etkileri in vitro
incelenmistir. Caligma sonucunda GO'in ince fiberler halinde elde edilmesinin yiizey
alanr/hacim oranmm arttirdigy, iskelelerin mekanik o6zelliklerinin GO katkist ile
iylestirdigi, hiicre adhezyonu ve yayilmasimin artarak hiicrelerin normal

morfolojilerinde gelismelerinin destekledigi bildirmistir (Song vd., 2015).

Bir diger calismada ise grafen, grafen oksit ve tlirevlerinin hiicrelerin adhezyon,
proliferasyon ve gelisimleri tizerindeki olumlu etkilerinin onlar1 doku iskelesi
materyali olarak kullanima uygun materyaller haline getirdigini belirten Wan ve
Chen c¢aligmalarinda elektroegirme yontemiyle polikaprolakton (PCL) ve PCL/GO
nanofibroz iskeleler tireterek bu iskelelerin morfolojik, mekanik ve biyoaktivite
Ozelliklerini incelediklerini bildirmistir. Wan ve Chen raporlarinda karbon
nanotiiplere kiyasla grafenin yiliksek performansli nanofibréz elektroegrilmis
iskelelerin {iretimi i¢in daha umut verici bir materyal oldugunu ve GO ile
giiclendirilmis membranlarin doku miihendisligi uygulamalari i¢in biiyiik potansiyele

sahip oldugunu 6nemle vurgulamigtir (Wan ve Chen, 2011).
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2. YONTEM

Bu tez calismasinin amaci laboratuvarimizda sentezlenen grafen oksit (GO)
nanopartikiillerin diisiik molekiil agirlikli poli(€-kaprolakton) (L-PCL) ile belirli
oranlarda karigtirilarak elektroegirme yontemiyle kompozit doku iskelesi haline
getirilmesi ve iretilen bu doku iskelelerinin karakterize edilmesidir. Bu amagla

yapilan iglemler sirasiyla;

e Modifiye Hummers' metodu ile Grafen oksit nanopartikiil sentezi,

e Disiik molekill agirlikli PCL'den elektroegirmeye uygun konsantrasyonun
belirlenmesi,

e Elektroegirme icin uygun konsantrasyonda L-PCL soliisyonu ile 5 farkli
grafen oksit konsantrasyonunda GO-PCL kompozitlerinin hazirlanmasi ve

e Kompozit ¢ozeltilerden elektroegirme yontemiyle doku iskelesi iiretilmesi

islemleri gerceklestirilmistir.
2.1. Modifiye Hummer's Metodu ile Grafen Oksit Sentezi

Grafen oksit sentezi grafit tozundan modifiye Hummers metodu ile
gerceklestirilmistir. Sentez sirasinda ¢eker ocak ve buz banyosu kullanilmis, ayrica

151 ve gaz ¢ikislarina da dikkat edilmistir.

Grafit Tozu + NaNO3 +

H,S04 ii ::> E ::> ii dH,0

KMnO, eklenmesi sonucu sicaklik artisi

98°C, 15 dk
ve gaz ¢ikisl

r ~ karigtirmanin
dH0 ve H,0, eklenmesiyle

ardindan
reaksiyonun sonlandirlir. .
kahverengi/sar1 renk
Tekrar eden HCL, etanol ve
olusumu
<: distile su ile yikama ve @ §
santrifiij iglemleriyle reaksiyon
ortaminda tepkimeye girmeyen

artiklar uzaklagtirilir.

’
.

Distile suda grafen oksit soliisyonu

Sekil 19 : Modifiye Hummers Metodu ile grafen oksit sentezinin gematik gosterimi.
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Sekil 19'da sematik olarak Ozetlenen grafen oksit sentezi icin sirasiyla asagidaki

islemler uygulanmistir;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Manyetik karistirici {izerinde buz banyosu hazirlanarak igerisine 250 mL'lik

flask yerlestirildi. Ardindan 1 gr Grafit tozu 250 mL'lik flaska alindi.
0.5 gr NaNOj; grafit tozuna eklenerek ve karistirma islemi baslatildi.

18M, 23 mL konsantre H,SO,4 yavasga toz karisima eklenerek 30 dk siirekli

karistirma uygulandi. Homojen bir karisim elde edildi.

3 gr KMnQO4 yavas yavas ve kiiclik parcalar halinde karisima eklendi. Bu
islem sirasinda sicaklik artisina dikkat edilmeli ve sicakligin 10°C civarinda

kalmasina 6zen gosterilmelidir.

KMnQO, eklenmesinin ardindan reaksiyon sicakliginin 35°C'ye ¢ikmasina izin

verilerek 30 dk siirekli karistirma uygulanda.

Karigtirma islemine devam edilirken 46 mL distile su yavasca karisima
eklendi. Sicakligin 98°C'de sabitlenmesi saglanarak 15 dakika siirekli
karistirma uygulandi. Koyu kahverengi renk olusumunun gézlemlenmesinin
ardindan karisima 140 mL distile su ve %30'luk, 10 mL H,O, eklenerek

reaksiyon sonlandirildi.

Reaksiyonun sonlandirilmasinin ardindan 15 dk siirekli karistirma uygulandi.
Daha sonra karisim 5000 rpm'de 5 dk santrifiijlendi. Sivi kisim

uzaklastirilarak pellet yikama iglemine tabi tutuldu.

Kat1 materyal sirasiyla 3'er kez %5'lik HCI, etanol ve distile su ile yikandi.
Her bir basamagin ardindan karistm 5000 rpm'de 5 dk santrifiijlenerek

siipernatant uzaklastirildi.

Yikama islemlerinin ardindan 60°C'de 24 saat vakum kurutma uygulanarak
grafen oksit numunesi toz haline getirildi (Hummers Jr ve Offeman, 1958;
Marcano vd., 2010).

Sentez isleminin ardindan elde edilen toz materyal FT-IR ile karakteriza edilmistir.

Detayli bilgi sonuglar kisminda yer almaktadir.

28



2.2. Poli(€-Kaprolakton) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Diisiik molekiil agirlikli poli(€-kaprolakton) (L-PCL) (M,,=60000) Hubei Rison
Chemicals (Wuhan-China)'dan ticari olarak temin edilmistir. L-PCL soliisyonu
hazirlamak i¢in ¢dziicii olarak dimetilformamid (DMF) kullanilmistir. Elektroegirme
islemi i¢in uygun PCL konsantrasyonunun belirlenebilmesi amaciyla agirlikga (w/v)
%10, %15, %20, %25 ve %30'luk PCL ¢ozeltileri asagidaki protokole gore ayr1 ayri

hazirlanmuistir.

%10'luk 50 mL PCL/DMF c¢ozeltisi hazirlanmasi;
1. 50 mL DMF erlene alinarak manyetik karistiriciya yerlestirildi.
2. DMF 500 rpm'de karistirilmaya baslanda.

3. 5 gr PCL tartilarak karigtirma devam ediyorken, DMF'e kiigiik porsiyonlar
halinde eklendi. L-PCL tanecikleri agregasyona egilimli oldugu igin

polimerin ¢oziiciiye yavasca eklenmesi gerekmektedir.
4. 65°C'de 2 saat siirekli karigtirma uygulanarak L-PCL'nin ¢dziinmesi saglandi.

5. 24 saat siirekli karistirmanin ardindan soliisyon 30 dk ultrasonikasyona tabi

tutularak homojen bir ¢ozelti elde edildi (Wan ve Chen, 2011).
Not: Her elektroegirme islemi 6ncesi 30 dk sonikasyon uygulamasi tekrar
edilmistir.

Agirlikga (W/V) %15, %20, %25 ve %30'luk PCL/DMF g¢ozeltileri de ayn1 protokol
izlenerek, artan L-PCL miktarlariyla (sirasiyla 7.5, 10, 12.5, 15 gr) hazirlandi.

2.3. Elektroegirme Icin Uygun PCL Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Elektroegirme islemi i¢in uygun PCL konsantrasyonunun belirlenebilmesi amaciyla
oncelikle %10'luk soliisyon hazirlanarak egirme islemi uygulanmistir. Egirme

isleminde, elde edilen fiberlerde ve doku iskelelerinde sorunlar yasanmasi sonucunda

L-PCL konsantrasyonu dnce %15'e, sonra sirasiyla %20,25 ve %30'a ¢ikartilmistir.
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2.4. Grafen Oksit-Poli(€-Kaprolakton) (GO-PCL) Kompozitinin

Hazirlanmasi

Bu tez calismasi sirasinda 6 farkli GO konsantrasyonunda doku iskelesi iiretimi

gerceklestirilmistir. Bu konsantrasyonlar, mL basina GO miktar1 baz alinarak,
agirlikca (Wgo/V) %0, %0.0015, 9%0.006, %0.024, %0.06 ve %0.15 g/mL'dir (Tablo

2).

Tablo 2 : Doku iskelesi iiretimi i¢in hazirlanan GO-PCL soliisyonlart

Cozelti Hacmi | PCL (mg) GO (mg)
0 Numaral Soliisyon 50 mL 15.000 0
1 Numarah Soliisyon 50 mL 15.000 0,75
2 Numaral Soliisyon 50 mL 15.000 3
3 Numaral Soliisyon 50 mL 15.000 12
4 Numaral Soliisyon 50 mL 15.000 30
5 Numaral Soliisyon 50 mL 15.000 75

1 Numarali Soliisyon - 50 mL %30 PCL - %0.0015 wt GO Cézeltisi Hazirlanmasi;

1. 0,75 mg GO tartilarak erlene alindi. Uzerine 50 mL %30'luk L-PCL cozeltisi

eklenerek erlen manyetik karistiriciya yerlestirildi.

2. 55°C, 250 rpm'de 24 saat siirekli karistirma uyguland.

3. 24 saatin ardindan homojen bir karisim elde edilebilmesi igin ¢ozeltiye 30 dk

ultrasonikatdrle sonikasyon uygulandi.

Not: Her iiretim 6ncesi 30 dk ultrasonikasyon iglemi tekrar edildi.

2, 3, 4 ve 5 Numarali soliisyonlar ise sirasiyla 3mg, 12mg, 30mg ve 75 mg GO ve 50

mL %30luk L-PCL soliisyonu kullanilarak yukarida yer alan protokole gore

hazirlandi.
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2.5. Elektroegirme Ile GO-PCL Kompozit Doku Iskelesi Uretimi

Elektroegirme yontemiyle doku iskelesi iiretimi i¢in, sekil 20'de sematik olarak
gosterilen, yiiksek voltaj saglayicisi, otomatik pompa iinitesi ve toplama iinitesinden
olusan elektroegirme cihazi kullanilmistir. Doku iskelesi tiretimi 16 kV ve 0.5, 0.7, 1,
1.5 ve 2 mL/h debilerinde gerceklestirilmistir. Uretim sirasinda toplayici {inite ile
enjektdr ucu arasinda 12 cm mesafe birakilmistir. Uretim sirasinda standart 1 mL'lik
enjektdr ve sivri uglu 26 gauge enjektdr ucu kullanilmistir. Uretimler 20 dk, 30 dk ve
1 saat siireyle gerceklestirilmistir. Uretilen doku iskeleleri FT-IR ile karakterize

edilmistir. Karakterizasyon sonuglari, sonuglar ve tartisma kisimlarinda yer

almaktadir.
Toplaysctlevha
—3 — Taylor Konis
PR Polimer Cozelust l
L = 0100030
Kompozit Polimer ; T '
L Pompa
Soldsyonu
G Kaynagt —> I_

Sekil 20 : Elektroegirme sisteminin ve bu yontemle doku iskelesi liretiminin gematik

gosterimi.
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2.6. Viicut Sivis1 Benzeri Cozelti (SBF) Hazirlanmasi

Uretilen doku iskelelerinin dayanikliligiin ve biyolojik ortamlarda sergileyecegi
davraniglarin tespit edilebilmesi i¢in viicut sivist benzeri ¢ozelti (simulated body
fluid - SBF) hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin kan plazmasi ile benzer iyon
derigimine sahip olmasi saglanmistir. SBF hazirlama islemi asagidaki protokole gore

gergeklestirilmistir;

1. 800 mL distile su 1 It'lik cam siseye alinarak manyetik karigtiriciya
yerlestirildi. 250 rpm'de karistirma islemine baslandi.

2. 6.621 g NaCl tartilarak distile suya eklendi. 15 dk karistirma isleminin

ardindan diger kimyasal karisima eklenmek i¢in hazirlandi.

3. Sirasityla 2.2681 g NaHCO3, 0.2983 g KCI, 0.1360 g KH2PO4, 0.3049 g
MgCl,.6H,0, 0.3675 g CaCl,.2H,0 tartilarak karisima eklendi.

4. Son olarak 0.0710 g Na,SQ, tartilarak karigima eklendi.

5. SBF'nin pH' olciilerek, pH degeri sabitleninceye dek karistirma islemine

devam edildi.

6. Karisima 200 mL distile su ilave edilerek son hacim 1 It'ye tamamlandi.
(Kokubo ve Takadama, 2006; Marques, Loebenberg, ve Almukainzi, 2011;
Tas, 2000).

2.7. Coziiniirliikk Deneyleri

Elektroegirme ile 1 saatlik iiretim sonucunda elde edilen doku iskelelerinden
0.0153g'lik pargalar diseksiyon seti yardimiyla kesilerek 20 mL'lik siselere alindu.
Doku iskeleleri iizerine 3 mL SBF eklendi. Iskeleler 7'ser giinliik periyotlarla, 28 giin
boyunca 37°C'de inkiibe edildi. 7'ser giiniin ardindan her seferinde SBF
uzaklastirilarak doku iskeleleri kurutularak tartildi, agirliklari not edildi ve tizerlerine

yeniden taze 3 mL SBF eklenerek 37°C'de inkibasyona devam edildi.
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3. SONUC

3.1. Modifiye Hummer's Metodu Kullanilarak Sentezlenen Grafen
Oksitin FT-IR Tle Karakterizasyonu

Deneysel caligmalarin ilk adimi olarak modifiye Hummer's metodu ile GO sentezi
gerceklestirilmistir. Elde edilen GO, yikama islemlerinin ardindan 250 mL distile su
igerisinde ¢ozdiiriilerek stoklanmistir. GO numunesinin distile su igerisinde stabil bir
dagilim gosterdigi tespit edilmis, 6 aylik takip sonucunda soliisyonda ¢okme

gbzlemlenmemistir.

Sentez isleminin ardindan, iki ayri seferde olmak iizere, numunenin 50 mL'si
karakterizasyon testlerinde ve doku iskelesi iiretiminde kullanilabilmek amaciyla
vakum kurutma ile kurutularak toz haline getirilmistir. Vakum kurutma islemleri
sonucunda 50 mL'lik GO soliisyonlarindan 0.18 ve 0.19 g kuru GO numuneleri elde
edilmistir (Sekil 21).

Sekil 21 : Sentez sonucunda elde edilen GO numunelerinin distile su i¢inde (a),
santrifiij sonucunda falkonda (b) ve vakum kurutma sonucunda toz halinde ki

fotograflari.
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Transmittance

GO numunesinin karakterizasyonu FT-IR (Shimadzu prestige 2100) analizi ile

yapilmustir.

FT-IR analizi oda sicakliginda, 450-4000 cm™ araliginda gerceklestirilmistir. Analiz
sonucunda 3600cm™ civarinda ve 3210cm™de hidroksil grubu (-OH) gerilmesi,
1720cm™de aldehit grubu ve/veya karbonil grubu gerilmeleri (-C=0), 1622cm™de
aromatik halkalardan kaynaklanan C=C grubu gerilmeleri, 1223cm™ ve 1053cm™de
epoksi grubu (-C-O-C-) gerilmeleri tespit edilmistir. Bu pikler GO parmak izi
pikleridir (Marcano vd., 2010; Tucureanu, Matei, ve Avram, 2016).

Sekil 22'de analiz sonucunda elde edilen GO pikleri goriilmektedir. Tablo 3'de
detayli olarak agiklandig1 iizere analiz sonucunda elde edilen piklerin literatiirde

belirtilen GO'e ait karakterize piklerle Ortlistiigii ve sentez isleminin basariyla

gerceklestirildigi tespit edilmistir.
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Sekil 22 : GO FT-IR Analizi sonucunda elde edilen grafik.
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Tablo 3 : GO parmak izi pikleri ve agiklamalari

Elde Edilen FT-IR Piki

(cm™)

Aciklama

~ 3600, v (O-H) C-OH grubundan hidroksil grubu (-OH) gerilmesi
3210, v (O-H) COOH grubundan hidroksil grubu (-OH) gerilmesi
(3300-2500 araligi)
1720, v (C=0) Aldehit grubu, -C=0 gerilmesi
Karbonil grubunun titresim gerilimi
1622, v (C=C) C=C aromatik halka gerilmesi

Oksidize olmayan sp? C=C baglarmm gerilmeleri

1223, vy5 (-C-O-C-)

Epoksi grubu -C-O-C-gerilmesi (1230-1215 aralig)

1051, v (-C-O-C-)

Epoksi grubu -C-O-C-gerilmesi
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3.2. Elektroegirmeye Uygun PCL Konsantrasyonunun Tespit

Edilmesi

Grafen oksit sentezinin ardindan ticari olarak temin edilen PCL polimerinin
elektroegirme islemi i¢in uygun konsantrasyonunun belirlenebilmesi amaciyla
oncelikle %10'luk soliisyon hazirlanarak egirme islemi uygulanmistir. Elektroegirme
islemi sonrasinda elde edilen doku iskelesi invert mikroskop ile incelenmistir.
Mikroskopla inceleme sirasinda yiizeyde nanofiber yerine damlacik seklinde
kaplama yapildiginin tespit edilmesi sonucunda yogunlugun arttirilmasina karar
verilmistir. Yogunluk arttirma islemi %5'lik artiglarla gerceklestirilmistir. Sirasiyla
%15, %20 ve %25'lik PCL soliisyonlar1 hazirlanarak bu soliisyonlarla elektroegirme
islemi tekrarlanmistir. Uretimlerin mikroskop incelemeleri sonucunda yogunluga
bagli olarak damlacik oraninin azaldigi tespit edilmistir (Sekil 23). %30'luk PCL
soliisyonu ile iiretilen doku iskelelerinde ise damlacik olusumunun neredeyse ortadan
kayboldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle elektroegirme islemi i¢in en uygun PCL

konsantrasyonunun %30 olduguna karar verilmistir.

Sekil 23 : Sol iistte %15'lik, sag listte %20'lik, sol altta %25'lik ve sag altta %30'Tuk
PCL ¢ozeltilerinin elektro-egrilmesi sonucunda elde edilen doku iskelelerinin
mikroskop goriintiileri yer almaktadir. Kirmiz1 6l¢ek ¢ubugu 500 pm'yi, turuncu

6l¢ek gubugu ise 200um'yi ifade etmektedir.
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3.3. GO-PCL Karisimimin Hazirlanmasi ve Kompozit Doku iskelesi
Uretimi
Elektroegirme islemi i¢in uygun PCL konsantrasyonunun tespit edilmesinin ardindan

GO-PCL ¢ozeltileri yontem kisminda (baslik 2.4) agiklandigr sekilde hazirlanmistir
(Sekil 24).
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Sekil 24 : Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan GO-PCL soliisyonlari

GO-PCL karisimi ile hazirlanan kompozit doku iskelelerinin FT-IR analizleri
sonucunda sekil 25'te goriilen grafik elde edilmistir. Tablo 4'te de detayli olarak
listelendigi iizere analiz sonucunda hem grafen oksit, hem de PCL'ye ait pikler tespit

edilmistir.
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Sekil 25 : GO-PCL kompozit doku iskelesine ati FT-IR pikleri.
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Tablo 4 : GO-PCL kompozit doku iskelesine ait FT-IR pikleri ve agiklamalari
(Elzein, Nasser-Eddine, Delaite, Bistac, ve Dumas, 2004; Wan ve Chen, 2011).

Elde Edilen FT-IR | A¢iklama

Piki (cm™)

~ 3441, v (0O-H) Grafen oksitden kaynaklanan C-OH grubundan
hidroksil grubu (-OH) gerilmesi

2942, v (H-C-H) PCL'ye ait asimetrik CH, gerilmesi

2865, v (H-C-H) PCL'ye ait simetrik CH, gerilmesi

~ 1720, v (C=0) GO ve PCL'ye ait -C=0 karbonil grubu gerilmesi
PCL karbonil gruplar1 ile GO hidrojen gruplari
arasindaki molekiiller arast hidrojen baglarindan
kaynaklanan karbonil titresimini ifade etmektedir.

1656, v (C=C) Grafen oksite ait oksidize olmayan sp? C=C aromatik
halka baglarmin gerilmesi

1496 ve 1470 PCL'ye ait alifatik CH, titresimi

1294 PCL'ye ait kristal fazda C-O veya C-C gerilmesi

~ 1242 PCL'ye ait asimetrik C-O-C gerilmesi

1223, vy (-C-O-C-) ve | GO'in epoksi grubu -C-O-C-gerilmesi

1051, v (-C-0-C) (1230-1215 aralig)

Doku iskelesi iiretimi siiresince GO-PCL soliisyonlarma 55°C ve 250 rpm'de siirekli
karistirma uygulanmigstir. Zamanla soliisyonun yogunlastigi ve bu nedenle iiretimin
zorlastig1 tespit edilmistir. Buharlagmanin etkisiyle yogunlugu artan soliisyonlarda
iretim sirasinda yer ¢ekimi etkisiyle damlama ve egirilememe gozlemlenmistir. Bu
durumlarda yeni soliisyon hazirlanmistir. Uretim sirasinda 1, 1.5 ve 2 mL/h debilerde
digerlerine kiyasla daha diizgiin fiber olusumu tespit edilmistir. Tablo 5'te elde edilen

doku iskelelerinin mikroskop goriintiileri yer almaktadir.
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Tablo 5 : %30 PCL ve degisen konsantrasyonlarda GO ile hazirlanan kompozitlerden 1 saatlik elektroegirme ile tiretilen doku iskelelerinin

mikroskop goriintiileri (Olgek cizgileri 250 um'yi ifade etmektedir).

%30 PCL

0.5 mL/h 0.7 mL/h 1 mL/h 1.5 mL/h 2mL/h

16

%0 wt GO
~

16

=~

%00.0015 wt GO
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3.4. SBF Hazirlanmasi ve Coziiniirliik Deneyleri

SBF hazirlanirken kan plazmasi ile benzer iyon derisimine sahip olmasina 6zen

gosterilmistir (Tablo 6).

Tablo 6 : Insan kan plazmasinin ve hazirlanan SBF'nin iyon derisimleri

Insan Kan Plazmasi (mMM) SBF (mM)

(HCOa) 27 27
K* 5 5

ol 103 126
Na* 142 142
Ca' 2.5 2.5
Mg*2 1.5 1.5
(HPO,)? 1 1

(SO4) 0.5 0.5
pH 7.4 7.6

SBF protolokii hazirlanirken, asagida yer alan denklemlere gore kimyasallarin sivi
ortamda olusturduklar1 iyonlara ait kimyasal tepkime formiilleri ¢ikartilmis, bu
formiillerden yola c¢ikilarak hangi kimyasaldan ka¢ gram kullanilmasi gerektigi

belirlenmistir. Hesaplamalar sirasinda hacim 1 It kabul edilmistir.

CaCl,.2H,0 = 147.008 g/mol

CaCly.2H20 aqua) o Ca* + 2.CI
2.5mM 5 mM
0.0025 mol < 0.0025 MOl  e—— 0.005 Mol

0.3675 gr CaCl,.2H,0
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MgCl,.6H,0 = 203.295 g/mol
MgCI2.6HZO(aqua) <

0.0015 mol ¢

KH,.PO,4 = 136,08 g/mol

Mg*? + 2.CI
1.5mM 5mM

| ¢

H,.PO,4 (aqua) « H30+ + HPO,"
1mM
0.001 mol < 0.001 mol
1 mM l
0.001 mol 0.001 MOl  Qq—— 0.001 Mol
0.13608 gr KH,.PO4
NaHCO;3; = 84.07 g/mol
NaHCOj3 (aqua) o Na* + HCO3
27 mM 27 mM
0.027 mol <« 0.027 MOl  ————p 0.027 Mol
2.2681 gr NaHCO;
Na,SO,4 = 142.04 g/mol
Na,SO04 (aqua) o 2. Na" + S0,*
1mM 0.5mM
0.0005 mol ¢ 0.001 mol <@——(.0005 mol

0.07102 gr NaySO4
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KCI = 74.55 g/mol

KCI(aqua) Ad K+ + CI-
4 mM 4 mM
0.2982 gr KCI

NaCl=58.44 g/mol

NaC| (aqua) d Na+ + CI-
114 mM 114 mM
0.114 mol < 0.114 MOl  e—— 0.114 mol
6.6621 gr NaCl

Yontem kisminda detayl olarak agiklandig: gibi 6 farkli GO konsantrasyonunda ve 5
farkli debide tiretimi yapilan 30 farkli doku iskelesinden her biri Sekil 26'da
gorildiigi gibi 0.0153 g'lik pargalar halinde 20 mL'lik numune siselerine alinarak
tizerlerine 3'er mL SBF eklenmistir. Numunelerin ilk etapta SBF'nin ylizeyinde yiizer
konumda durdugu gozlemlenmistir. 24 saatin ardindan doku iskelelerinin, iist
kisimlar1 yiizeye temas halinde tamamen SBF icine batarak askida kaldigi tespit

edilmistir.

Can Y s =5 i Ees ) j e B o,
=V emaileg . - . —
%30 PCL
%0.0015 wt
[c]e)

%30 PCL 0P %30 PCL i
%0.006wt 6O wt GO % 50BN %015 wr co i %30 PCL

Sekil 26 : Sagda (a) 0.0153 g'lik doku iskelesi, solda (b) SBF i¢indeki doku iskeleleri

Doku iskelelerinin 7'ser giinliik periyotlarla 28 giin boyunca SBF ile inkiibasyonu

sonucunda agirliklarinda ki degisim sekil 27 ve tablo 7'de goriilmektedir.
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4 Haftahk Takip Sonucunda Kiitlesel

17500

e, Numnarall Sollsyon - 0.5 mL/h
e, Numarall Sollsyon -0.7 mL/h
] Numarall Solisyon - L mL/h

| Numarall Solisyon - 1.5 mL/h

17000 =4 Numaral Solisyon - 2 mL/h

w5, Numarall Solisyon-0.5 mL/h
5 Numarall Solisyon - 0.7 mL/h
e, Numarall Sollsyon - L mi/h

w5 Numarall Solisyon - 1.5 mL/h

5 Numarall Soliisyon - 2 mL/h
16500 _—

] Numarall Sollsyon -0.5 mL/h

w1 Numarall Solisyon-0.7 mL/h

] Numarall Soliisyon - L mLfh

(ng)

] Numarall Sollsyon - 1.5 mL/h

=== Numaral Solisyon - 2 mL/h

g1S1m

3 Numarall Solisyon - 0.5 mL/h

e

16000

w3 Numarall Sollsyon -0.7 mL/h
3 Numaral Solisyon - L mL/h

w3 Numarall Solisyon - 1.5 mL/h

Kiitlesel De

w3 Numarall Sollsyon - 2 mb/h

2 Numaral Soltsyon -0.5 mL/h

15500 =72 Numarah Solisyon-0.7 mL/h

2 Numaral Soltsyon - L mL/h
2 Numaral Soltsyon - 2 mL/h
2 Mumarah Solisyon - 2 mL/h
0 Numarah Solisyon -0.5 mL/h

0 Numarah Solisyon -0.7 mL/h

15000

0 Numarall 3olisyon - L mLfh
0 Numaral Solisyon - 1.5 mL/h

0 Numarah Solisyon - 2 mLfh

14500 T T T T T
o Baslang 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta

Haftalar

Sekil 27 : Doku iskelelerinin SBF icinde 28 giinliik takibinde kiitlesel degisimleri.
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Tablo 7 : Doku iskelelerinin 4 haftalik SBF deneyi sirasinda kiitlesel degisimleri

Numune / Debi Baslangic | 1. Hafta | 2. Hafta | 3. Hafta | 4. Hafta
(ng) (ng) (ng) (ng) (ng)
0.5 mL/h 15800 15900 15800 15900
8 0.7 mL/h 16300 16700 16000 16000
g | 1ml/h 15900 16100 16200 16000
§ 1.5mL/h 15700 15900 16100 17100
2mL/h 15400 15800 16300 16400
S 0.5mL/h 15500 15800 15900 16100
O 0.7 mL/h 15400 15600 15800 16200
é 1mL/h 15300 15400 15800 15700
§ 1.5mL/h 15400 15500 15600 15800
S [2mUh 15900 15800 16000 16300
0.5mL/h 15900 16200 16200 16600
8 0.7 mL/h 15800 16200 16400 16400
E 1mL/h 15700 16000 16100 16000
% 1.5 mL/h 16200 16300 16500 16300
> 2mL/h 16100 16200 16500 16800
0.5mL/h 15300 15500 15600 15800 15900
8 0.7 mL/h 15400 15600 15800 15700
E 1mL/h 15600 15800 16100 16200
§ 1.5mL/h 15600 16100 16100 16200
3 2mL/h 15900 15900 16000 16000
0.5 mL/h 15600 15700 15900 15900
8 0.7 mL/h 15700 16000 16200 16400
E 1 mL/h 15300 15600 16000 16100
% 1.5mL/h 15400 15400 15900 16000
° 2mL/h 15600 15800 16000 16400
0.5mL/h 15500 15600 15900 16000
8 0.7 mL/h 15000 15000 15300 15500
E 1 mL/h 15900 15900 16300 16200
—
;\g 1.5mL/h 15200 15200 15600 15500
2mL/h 15600 15900 16200 16400
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ston - Zmilk

Ortalama Kiitle Artis1 = =

) m(son) — m(ilk)
% Absorpsiyon = m(ilk) x 100

0 Numarali soliisyon - %0 wt GO ;

GO icermeyen, sadece PCL'dan iiretilen doku iskelelerinin SBF ic¢inde 37°C'de 1
hafta inkiibasyon sonucunda kiitlelerinde ortalama 0.52 mg, 2 ve 3. haftalarin
sonunda ise 0.78 mg artis tespit edilmistir. 4 hafta sonucunda tespit edilen toplam

kiitlesel artis miktar ise 0.98 mg olarak belirlenmistir (Tablo 8).

Tablo 8 : %0 wt GO igeren doku iskelelerinin SBF absorpsiyon oranlari

Numune - | Baslangi¢ 1. % 2. % 3. % 4. %
Debi (ng) Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ng) | Abs. | Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ng) | Abs.
P13-0.5
15300 15400 0,65 15800 3,26 15800 3,26 15900 3,92
mL/h
P10-0.7
15300 15700 2,61 15900 3,92 16000 4,57 16000 4,57
mL/h
P7-1
15300 15900 3.92 16100 5,22 16200 5,88 16000 4,57
mL/h
P4-15
15300 16300 6,53 16700 9,15 16100 5,22 17100 11,76
mL/h
P1-2
15300 15800 3,26 15900 3,92 16300 6,53 16400 7,18
mL/h
Haftalik Ortalama
15820 3,39 16080 5,09 16080 5,09 16280 6,4
Kiitle Artis1
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1 Numaral soliisyon - %0.0015 wt GO ;

%0.0015 GO ve %30 PCL igeren soliisyon kullanilarak iiretilen doku iskelelerinin

SBF i¢inde 37°C'de 1 hafta inkiibasyon sonucunda kiitlelerinde ortalama 0.02 mg, 2

haftanin sonunda 0.32 mg, 3. haftanin sonuda 0.52 mg, 4. haftanin sonunda ise 0.72

mg artis tespit edilmistir. Bu durum doku iskelelerinin SBF absorbe ettigini

gostermektedir (Tablo 9).

Tablo 9 : %0.0015 wt GO igeren doku iskelelerinin SBF absorpsiyon oranlari

N Baslangi¢ 1. % 2. % 3. % 4. %
umune
(ng) Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ng) | Abs. | Hafta(ug) | Abs.
Al12-05
15300 15500 1,30 15800 3,26 15900 3,92 16100 5,22
mL/h
Al13-0.7
15300 15400 0,65 15600 1,96 15800 3,26 16200 5,88
mL/h
Al4-1
15300 15300 0 15400 0,65 15800 3,26 15700 2,61
mL/h
Al15-15
15300 15400 0,65 15500 1,30 15600 1,96 15800 3,26
mL/h
Al6 -2
15300 15900 3,92 15800 3,26 16000 4,57 16300 6,53
mL/h
Haftahk Ortalama
15500 1,30 15620 2,09 15820 3,39 16020 4,7
Kiitle Artisi

47




2 Numarali soliisyon - %0.006 wt GO ;

%0.006 GO ve %30 PCL igeren soliisyon kullanilarak iiretilen doku iskelelerinin
SBF i¢inde 37°C'de 1 hafta inkiibasyon sonucunda kiitlelerinde ortalama 1.04 mg, 2
haftanin sonunda 0.94 mg, 3. haftanin sonuda 0.64 mg, 4. haftanin sonunda ise 1.12

mg artis tespit edilmistir (Tablo 10).

Tablo 10 : %0.006 wt GO igeren doku iskelelerinin SBF absorpsiyon oranlari

N Baslangi¢ 1. % 2. % 3. % 4. %
umune
(ng) Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) | Abs.
A22-05
15300 15900 3,92 16200 5,88 16200 5,88 16600 8,49
mL/h
A23-0.7
15300 15800 3,26 16200 5,88 16400 7,18 16400 7,18
mL/h
A24 -1
15300 15700 2,61 16000 4,57 16100 5,22 16000 4,57
mL/h
A25-15
15300 16200 5,88 16300 6,53 16500 7,84 16300 6,53
mL/h
A26 -2
15300 16100 5,22 16200 5,88 16500 7,84 16800 9,80
mL/h
Haftahk Ortalama
15940 4,18 16180 5.75 16340 6,79 16420 7,31
Kiitle Artisi
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3 Numarali soliisyon - %0.024 wt GO ;

%0.024 GO ve %30 PCL igeren soliisyon kullanilarak {iiretilen doku iskelelerinin
SBF icinde 37°C'de 1 haftalik inkiibasyon sonucunda kiitlelerinde ortalama 0.3 mg, 2

hafta sonunda 0.5 mg, 3. haftanin sonuda 0.66 mg, 4. haftanin sonunda ise 0.7 mg

artig tespit edilmistir (Tablo 11).

Tablo 11 : %0.024 wt GO igeren doku iskelelerinin SBF absorpsiyon oranlari

N Baslangi¢ 1. % 2. % 3. % 4. %
umune
(ng) Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) | Abs.
Al7-05
15300 15500 1,30 15600 1,96 15800 3,26 15900 3,92
mL/h
Al18-0.7
15300 15400 0,65 15600 1,96 15800 3,26 15700 2,61
mL/h
Al9-1
15300 15600 1,96 15800 3,26 16100 5,22 16200 5,88
mL/h
A20-15
15300 15600 1,96 16100 5,22 16100 5,22 16200 5,88
mL/h
A21-2
15300 15900 3,92 15900 3,92 16000 4,57 16000 4,57
mL/h
Haftahk Ortalama
15600 1,96 15800 3,26 15960 4,31 16000 4,57
Kiitle Aris1
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4 Numarali soliisyon - %0.06 wt GO ;

%0.06 GO ve %30 PCL igeren soliisyon kullanilarak tiretilen doku iskelelerinin SBF
icinde 37°C'de 1 haftalik inkiibasyon sonucunda kiitlelerinde ortalama 0.22 mg, 2

hafta sonunda 0.4 mg, 3. haftanin sonuda 0.7 mg, 4. haftanin sonunda ise 0.86 mg

artig tespit edilmistir (Tablo 12).

Tablo 12 : %0.06 wt GO igeren doku iskelelerinin SBF absorpsiyon oranlari

N Baslangi¢ 1. % 2. % 3. % 4. %
umune
(ng) Hafta(ng) | Abs. | Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) | Abs.
A2-05
15300 15600 1,96 15700 2,61 15900 3,92 15900 3,92
mL/h
A3-0.7
15300 15700 2,61 16000 4,57 16200 5,88 16400 7,18
mL/h
Ad-1
15300 15300 0 15600 1,96 16000 4,57 16100 5,22
mL/h
A5-15
15300 15400 0,65 15400 0,65 15900 3,92 16000 4,57
mL/h
A6 -2
15300 15600 1,96 15800 3,26 16000 4,57 16400 7,18
mL/h
Haftalik Ortalama
Kiitle Artist 15520 1,43 15700 2,61 16000 4,57 16160 5,61
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5 Numarali soliisyon - %0.15 wt GO ;

%0.024 GO ve %30 PCL igeren soliisyon kullanilarak iiretilen doku iskelelerinin
SBF i¢inde 37°C'de 1 haftalik inkiibasyon sonucunda kiitlelerinde ortalama 0.14 mg,
2 hafta sonunda 0.22 mg, 3. haftanin sonuda 0.56 mg, 4. haftanin sonuda ise 0.66 mg
artig tespit edilmistir (Tablo 13).

Tablo 13 : %0.15 wt GO igeren doku iskelelerinin SBF absorpsiyon oranlari

N Baslangi¢ 1. % 2. % 3. % 4. %
umune
(ng) Hafta(ug) | Abs. | Hafta(ug) Abs. Hafta(ng) Abs. | Hafta(ug) | Abs.
A7-0.5
15300 15500 1,30 15600 1,96 15900 3,92 16000 4,57
mL/h
A8 -0.7
15300 15000 -1,96 15000 -1,96 15300 0 15500 1,30
mL/h
A9 -1
15300 15900 3,92 15900 3,92 16300 6,53 16200 5,88
mL/h
Al10-15
15300 15200 -0,65 15200 -0,65 15600 1,96 15500 1,30
mL/h
All1-2
15300 15600 1,96 15900 3,92 16200 5,88 16600 8,49
mL/h
Haftahk Ortalama
15440 0,91 15520 1,43 15860 3,66 159600 4,30
Kiitle Artis1

SBF deneyeleri sonucunda GO igeren doku iskelelerinin kiitlelerinde ki artis
miktarinin icermeyenlere oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Dolayistyla SBF
absorbsiyonunun GO igeren doku iskelelerinde daha yiiksek oranda gerceklestigi
sonucuna ulagilmaktadir. 4 hafta sonunda en yiiksek SBF absorbsiyonu 2 numarali

soliisyon ile tiretilen doku iskelelerinde tespit edilmistir.
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4. TARTISMA

Molekiiler yapisinda yer alan alkol, karboksilik asit ve epoksi gruplari sayesinde bir
¢cok polimer ile kolaylikla fonksiyonellestirilebilen GO molekiilleri, saglikli
hiicrelerin gelisimini desteklemeleri, kok hiicre farklilagsmasinda etkili olmalar1 ve
rejeneratif etkileri nedeniyle doku iskelesi olarak kullanilmak tizere biiyiik
potansiyele sahiptir. Bu nedenlerle ¢calismamizda, nanoteknolojinin yiikselen yildizi
olarak tanimlanan GO nanopartikiiller kullanilmistir. Ayrica GO nanopartikiillerin
polimerlerle birlikte kullanildig: sistemlerde, GO polimerlerin dayanimini arttirirken
polimer de GO'in biyouyumlulugunu arttirmaktadir. GO temelli doku iskelesi
iretimini  ve karakterizasyonunu yapmayt amagclayan c¢alismamiz ileride
gerceklestirmeyi planladigimiz in vitro ve in vivo g¢alismalar i¢in bir 6n ¢alisma
niteligi tasimaktadir. Calismalarimizin nihai hedefi nanopartikiill destekli doku
iskelelerinin {riine doniistiiriilmesidir. Global yara Ortii pazar1 her gecen giin biraz
daha biiyiimektedir. Bu pazarda iilkemizi temsil edecek yeni nesil nanopartikiil
destekli doku iskelelerinin yer almasi yara Ortiisii ithalatinin azalip, ihracatinin

artmasini saglayarak ekonomiye de katki saglayacaktir.

Dahasi ¢alismamizda diisiitk molekiil agrlikli PCL'dan doku iskelesi iiretmek igin
uygun konsantrasyon ve tretim kosullar1 incelenmis, tretilen doku iskelelerinin

fizyolojik sividaki davraniglar tespit edilmistir.

Tez ¢alismasi temelde 4 adimda gerceklestirilmistir. Bu adimlar sirasiyla;

1. GO nanopartikiil sentezi ve karakterizasyonu,

2. Elektroegirmeye uygun L-PCL konsantrasyonu belirlenmesi,
3. GO-PCL kompozit doku iskelesi iiretimi ve karakterizasyonu,
4

. Doku iskelelerinin fizyolojik sartlarda davranislarinin incelenmesidir.

52



4.1. Grafen Oksit Nanopartikiil Sentezi Ve Karakterizasyonu

Modifiye Hummers' metodu ile grafen oksit sentezi sirasinda karsilasilasilabilecek en
blyiik zorluk grafit+NaNO3+H,SO, karisitmmma KMnO,; eklenmesi sirasinda
gerceklesen yiiksek sicaklik artigi ve potansiyel patlama riskidir. Boyle bir problemin
Onlenmesi amactyla sentez ¢aligmasi sirasinda reaksiyon buz banyosuna yerlestirilen
erlende gerceklestirilmistir. Sentez isleminin basariyla gerceklestigi sonu¢ kisminda

FT-IR analiziyle gosterilmistir.

4.2. Elektroegirmeye Uygun L-PCL Konsantrasyonu Belirlenmesi

Literatiir incelememizde PCL doku iskelelerinin molekiil agirligi 80.000-120.000
civarinda PCL'ler ile gergeklestirildigini gérmiis bulunmaktayiz. Bu molekiil
agirliklarina sahip PCL'lerden elektroegirme ile doku iskelesi iiretilebilmesi igin
konsantrasyonlart %10-15 civarinda PCL soliisyonlar1 kullanildigi bildirilmistir. Biz
caligmamizda molekiil agirligit 60.000 olan PCL kullanarak diisiik molekiil
agirhginin hem {retim parametrelerine hem de biyobozunum siiresine etkisini
inceledik. Soliisyon viskozitesi elektroegirme islemini etkileyen Onemli
parametrelerden biridir. Diisik molekiil agirligi nedeniyle %10-25 konsantrasyon
araliginda soliisyon viskozitelerinin de diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu durum
tiretimlerin basarisizlikla sonuglanmasina neden olmustur. %10'luk PCL soliisyonu
ile  elektroegirme esnasinda  damlamalarin  olmast  nedeniyle  iiretim
gerceklestirilememistir.  %15-25 konsantrasyon araliginda ise Tretilen doku
iskelelerinde fiber olusumuyla beraber yogun damlacik gozlemlenmesi bu
konsantrasyonlarin da L-PCL'dan doku iskelesi iiretimi i¢in uygun olmadigini
gostermektedir. Calismamiz sonucunda L-PCL'den elektroegirme yoOntemiyle
nanofibroz doku iskelesi liretimi i¢in en diisiik soliisyon konsantrasyonunun %30
olmas1 gerektigini tespit etmis bulunmaktayiz. Uretimler sonucunda %30'luk L-PCL
konsantasyonunda damlacik olusumunun en aza indigi ve nanofiber iiretiminin
basartyla gerceklestigi 3. baslik altinda yer alan sonu¢ kisminda mikroskop

gorlntiileriyle beraber detayli olarak agiklanmistir.
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4.3. GO-PCL Kompozit Doku iskelesi Uretimi Ve Karakterizasyonu

Elektroegirmeye uygun diisik molekil agirlhikli  PCL  konsantrasyonunun
belirlenmesinin ardindan kompozit doku iskelesi iiretimi i¢in 5 farklh GO
konsantrasyonunda GO-PCL karigimi1 hazirlandi. GO konsantrasyonlari literatiirde
yer alan GO'e ait toksisite sinirlart gz Oniine alinarak belirlenmistir. Literatiirde
bildirilen soliisyon halinde ki saf GO igin toksisite sinir1 50 pg/mL'dir. GO'in
polimerlerle birlikte kullanildiginda daha yiiksek konsantrasyonlarda da biyouyumlu
oldugu yine lietratiirde bildirilmektedir. Calismamizda GO'i tek basina degil bir
polimerle birlikte kullandigimiz icin en yliksek GO konsantrasyonunu (5 Numarali
Soliisyon - %0,15 wt GO) toksisite smirinin 30 kat tizerinde, 1500 pg/mL olarak
belirledik. 4 numarali soliiyonda GO konsantrasyonu 600 pg/mL, 3 numaral
soliisyonda 240 ug/mL, 2 numarali soliisyonda 60 pg/mL ve son olarak en diisiik GO
konsantrasyonu olarak belirledigimiz 1 numarali soliisyonda 15 ug/mL'dir. Gelecekte
gerceklestirmeyi planladigimiz ¢aligmalarimizda bu konsantrasyonlarda iiretilen
doku iskelelerinin in vitro kiiltiirde hiicrelere etkilerinin belirlenmeside yer
almaktadir. Bu sayede polimer ile birlikte kullanimin GO'in biyouyumluluguna olan

etkisini nicel verilerle elde etmeyi hedeflemekteyiz.

Caligmamiz sirasinda GO ilavesinin polimer soliisyonunun yogunlugunu arttirdigini
gozlemledik. Bu nedenle 4 ve 5 numarali soliisyonlar ile gergeklestirilen iiretimlerde
diger soliisyonlara kiyasla yliksek viskoziteye bagli sorunlarla karsilasildi. Bu
soliisyonlarla tiretilen doku iskelelerinde yogunluk nedeniyle diizenli akisin ¢ok daha
zor saglandigi ve iskelede daha fazla damlacik olustugu gozlemlenmistir.
Elektroegirme sirasinda dikkat edilmesi gereken en Onemli parametrenin
konsantrasyon oldugu g6z Oniine alinirsa; yiiksek GO konsantrasyonunun egirmeyi

olumsuz etkiledigi sonucuna ulasilabilmektedir.

Sonuglarda belirtildigi gibi elektroegirmeyle iiretilen nanofibréz doku iskelelerinin
FT-IR analiz sonuglar1 doku iskelelerinde GO nanopartikiillerin varligini, dolayisiyla

kompozit doku iskelesi elde edildigini kanitlamaktadir.
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4.4. Doku Iskelelerinin Fizyolojik Sartlarda Davramslarimin

Incelenmesi

Polimerlerin molekiil agirliklarinin biyobozunum siireleri {izerinde etkili olmasi
diisiik molekiil agirligmin doku iskelesinin mekanik dayanimini olumsuz etkileyip
etkilemeyecegi sorusunu akla getirmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda iiretttigimiz
nanofibr6z doku iskelelerinin fizyolojik sartlara dayanimini belirlemek amaciyla
iskeleler 4 hafta boyunca viicut sivisi benzeri ¢ozeltide inkiibe edilmistir. SBF
hazirlanirken cozeltide kullanilacak tuzlarin sulu ortamda iyonlagma tepkimeleri
cikartilarak hesaplamalarda bu tepkimelerden faydalanildi. Hesaplamalara sirasiyla
Ca*?%, Mg*, (S0O4)? (HCOs)™! ve (HPO,)™? iyonlarnin kaynag: olacak olan tuzlarin
molaritelerinin belirlenmesiyle baslanmigtir. Bu 5 iyon ayri ayri birer tuzdan
saglanacagi i¢in bu iyonlarin kan plazmasinda ki konsantrasyonlarina gore ¢ozeltide
kullanilmas gereken tuz miktar1 belirlenmistir. K** iyonu iki farkli tuzdan (KCl ve
KH,PO,), Na™ iyonu ii¢ farkli tuzdan (NaCl, NaHCOj3 ve NaSO,) ve son olarak CI™
iyonu yine ii¢ farkli tuzdan (NaCl, KCI, CaCl,.2H,0) saglanacagi i¢in bu tuzlarin
miktarlar birbirlerine bagli olarak ve diger tuzlara gore hesaplanmistir. Son durumda
sonug¢ kisminda daha 6nce belirttigimiz gibi literatiire uygun sekilde, kan plazmasi ile

benzer iyon derigimine sahip bir ¢ozelti elde edilmistir.

Doku iskelelerinin fizyolojik ortama dayaniminin belirlenebilmesi amaciyla kesilen
0,0153 gr doku iskelesi numuneleri seffaf cam siselere alinarak {iizerlerinde 3'er
mililitre SBF eklenmistir. Bu islem sirasinda doku iskelelerinin ilk Once sivi
yiizeyinde yiizer konumda bulundugu, 37°C'de inkiibasyon ile 24 saatin sonunda
SBF i¢inde askida kaldigi, yani ilk haline gdre bir miktar dibe battig1 gozlemlendi.
Bu durum iskelelerin sivi absorbe ederek agirlastigini gostermektedir. Calisma
stiresince 7'ser giinliik periyotlarla doku iskeleleri SBF'den ¢ikartilarak inkiibatorde
kurutulmus, tartilmis ve yeniden numune siselerine alinarak {izerine taze SBF
eklenmistir. Tartimlar sonucunda doku iskelerinin kiitlelerinde azalma yerine artis
tespit edilmesi doku iskelelerinin sivi absorpladigin1 kanitlamaktadir. Bununla
birlikte atitk SBF'lerde bulaniklik ve olduk¢a ufak doku iskelesi pargaciklari da
gozlemlenmistir. Bu durum doku iskelelerinin kisa siirede dagilmayacak kadar

dayanikli olmasina ragmen zamanla biyobozunuma ugrayacagini gostermektedir.
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17200

17000 /
16800 / =0 Numarali Soliisyon - 0.5 mL/h
16600
/ \ / ===( Numarali Solisyon - 0.7 mL/h
16400 /
16200
/ % =0 Numarali Soliisyon - 1 mL/h
16000
15800 / e 0 Numarali Soliisyon - 1.5 mL/h
15600
15400 / ====() Numarali Solisyon - 2 mL/h
15200 T T T T T
1 2 3 4 5 A
16400
16200 /,
// =1 Numarali Solisyon - 0.5 mL/h
16000
=1 Numarali Sollisyon - 0.7 mL/h
15800
=1 Numarali Sollsyon - 1 mL/h
15600
=== 1 Numarali Sollisyon - 1.5 mL/h
15400
=1 Numarali Sollisyon - 2 mL/h
15200 T T T T T
1 2 3 4 5 B
17000
16800 / 2 Numarali Sollsyon - 0.5 mL/h
16600
16400 F =) Numarali Solisyon - 0.7 mL/h
16200 /
L —— .
16000 2 Numarali Solisyon - 1 mL/h
15800 /;//
15600 2 Numarali Solsyon - 1.5 mL/h
15400
15200 : : : : : 2 Numarali Soliisyon - 2 mL/h

C

Sekil 28 : Doku iskelelerinin SBF igerisinde inkiibasyonlart sonucunda

kiitlesel degisimleri. A; 0, B; 1, C; 2, numarali soliisyonla iiretilen doku iskelelerine

ait grafigi gostermektedir. Grafiklerde yatay eksenler haftalari, dikey eksenler ise pg

cinsinden kiitlesel degisimleri ifade etmektedir.

56



16300

16200
16100 "\/ 3 Numarali Soliisyon - 0.5
/ mL/h
16000
15900 //f / =3 Numarali Soliisyon - 0.7
mL/h
15800
15700 / // =3 Numarali SollUsyon - 1
mL/h
15600 V / .
15500 /[ /= 3 Numarali Soliisyon - 1.5
/ / mL/h
15400 =3 Numaral Sollisyon - 2
15300 mL/h
15200 T T T
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00000 00001 00002 00003 00004 00005 00006

B

16600
16400
16200
16000
15800
15600
15400
15200
15000
14800

e 5 Numarali Soliisyon - 0.5
mL/h

=5 Numaral Sollsyon - 0.7
mL/h

=5 Numarali SolUsyon - 1
mL/h

=5 Numarali Sollisyon - 1.5
mL/h

=5 Numaral Sollsyon - 2

mL/h
C

Sekil 29 : Doku iskelelerinin SBF igerisinde inkiibasyonlari sonucunda

kiitlesel degisimleri. A; 3, B; 4, C; 5, numarali soliisyonla iiretilen doku iskelelerine

ait grafigi gostermektedir. Grafiklerde yatay eksenler haftalari, dikey eksenler ise pug

cinsinden kiitlesel degisimleri ifade etmektedir.
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4 haftalik takip sonucunda en yiiksek SBF absorpsiyonun 2 numarali soliisyon
(%0,006 wt GO) ile hazirlanan doku iskelesi numunelerinde oldugu tartim
sonuglartyla tespit edilmistir. Genel olarak bakildigindaysa en diizenli kiitlesel
degisim 1, 1.5 ve 2 mL/h debilerle iiretilen doku iskelelerinde goriilmektedir.
Elektroegirme isleminin en dnemli iki parametresi olan konsantrasyon ve debinin bu

duruma neden oldugunu diisiinmekteyiz.
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