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YARA ORTULERI iGIN ALTERNATIF DOKU iSKELELERI: iN VITRO
CALISMALAR

Nur Merve Kazaroglu
0z

Sunulan tez kapsaminda gercgeklestirilen calismalarda, yara iyilesmesini
destekleyecek ve hizlandiracak nanofibroz polikaprolakton (PCL) ve PCL/jelatin
doku iskelelerinin hazirlanmasi amaglanmigtir. Bu amacgla Uretilen doku
iskelelerinin karakterizasyon caligmalari yapilmis ve in vitro etkilesimleri hucre
kaltart calismalariyla gézlemlenmistir.

Doku iskelelerinin fabrikasyonu igin elektroegirme yontemi kullaniimistir.
Biyomalzeme olarak molekul agirligi 80000 Da olan PCL ve domuz derisi kdkenli
jelatin tip A kullanilmistir. PCL icin ¢6zlcl olarak N,N-dimetilformamid (DMF) ve
diklorometan (DCM) karisimi (25:75), PCL/jelatin karigimi i¢in ¢bzucu olarak
hekzafloroizopropanol (HFIP) kullaniimistir. Elektroegirme islemini etkileyen
parametreler optimize edilerek, nano Olcekte fiber c¢aplarina sahip doku
iskelelerinin Uretimi gergeklestirilmistir. SEM analizleri, fiber ¢aplarinin PCL doku
iskeleleri icin 488+114 nm, PCL/jelatin doku iskeleleri icin ise 663107 nm
oldugunu gostermigtir. Ayrica yapilan gozeneklilik analizleri sonucu goézeneklilik
degerleri, PCL doku iskeleleri igin %79, PCL/jelatin doku iskeleleri i¢cin %68 olarak
hesaplanmigtir.

PCL ve PCL/jelatin doku iskelelerinin Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) icerisinde yapilan biyobozunurluk ¢alismalari 14 gin suresince 37°C’de,
CO, etuvinde gergeklestirilmistir. 3., 5., 7. ve 14. gunlerde alinan érnekler SEM ve
ATR-FTIR analizleriyle degerlendirilmistir. Sonuglar, 14 gunlik inkidbasyon
boyunca PCL doku iskelelerinin kimyasal yapisinin degismedigini, bununla birlikte
PCL/jelatin karisimi doku iskelelerinin bu slre¢ boyunca ylzey erozyonuna
ugrayarak biyobozunmaya maruz kaldigini gostermisgtir.

Yara iyilesme mekanizmalarini hizlandirmak ve doku iskelelerinin biyolojik
aktivitesini arttirmak icin, nanofibréz doku iskelelerine kovalent olarak EGF
immobilizasyonu gerceklestiriimistir. EGF immobilizasyonu kalitatif ve kantitatif
olarak degerlendirilmistir. Ayrica hucre kulturu sirasinda yapilan MTT analizleri ve
alinan SEM goruntuleri, EGF immobilize edilen doku iskelelerinin hicre Uremesi
ve morfolojisini olumlu yonde etkiledigini gostermistir.

Yapilan galismalardan elde edilen sonuglar 1s1ginda, elektroegirme ile uretilen ve
yuzeyine EGF immobilize edilen nanofibroz doku iskelelerinin yara ortlisu
uygulamalari i¢in uygun nitelikte oldugu anlagiimistir.

Anahtar Kelimeler: Elektroegirme, nanofibr6z doku iskeleleri, polikaprolakton,
jelatin, epidermal buylme faktort (EGF), yara ortlsU, deri doku mihendisligi.

Danisman: Prof.Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe Universitesi,
Kimya Muhendisligi / Biyomuhendislik Anabilim Dal..



ALTERNATIVE TISSUE SCAFFOLDS FOR WOUND DRESSING: IN VITRO
STUDIES

Nur Merve Kazaroglu

ABSTRACT

In this study, nanofibrous polycaprolactone (PCL) and PCL/gelatin scaffolds were
prepared in order to support and enhance the wound healing mechanism. Over
the entire studies of this thesis; characterizations of produced tissue scaffolds
were carried out and in vitro interactions were observed by cell culture studies.

Fabrication of tissue scaffolds achieved by electrospinning method. PCL which
has molecular weight of 80000 Da and pig skin originated gelatin of type A were
used as components of scaffolds. N,N-dimethylformamide (DMF) and
dichloromethane (DCM) mixture (25:75), and hexafluoroisopropanol (HFIP) were
used as solvents for PCL and PCL/gelatin mixture, respectively. The parameters
that affect the electrospinning process were optimized and nanofiber-based tissue
scaffolds were achieved. SEM analysis showed the fiber diameters are 488+114
nm and 663107 nm for PCL and PCL/gelatin scaffolds, respectively.
Furthermore, according to results of the porosity analysis; the values of the
porosities were calculated as 79% for PCL and 68% for PCL/gelatin scaffolds.

Biodegradability studies for PCL and PCL/gelatin tissue scaffolds have been
carried out in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) for 14 daxs under
37°C in CO; incubator. Samples that were taken after 3", 5", 7" and 14™ days of
the experiment were examined by SEM and ATR-FTIR analysis. Results showed
that chemical structure of PCL tissue scaffolds did not change during 14 days
incubation, on the other hand, PCL/gelatin scaffolds degraded by means of
surface erosion.

Immobilization of epidermal growth factor (EGF) to the nano-fibrous tissue
scaffolds was realized by covalent bonding to enhance the wound healing
mechanism by increasing the biological activities of the tissue scaffolds. EGF
immobilization were evaluated qualitatively and quantitatively. Furthermore, the
MTT analysis were held on during the cell culture and taken SEM images showed
that, EGF immobilized tissue scaffolds affect the cellular proliferation and
morphology positively.

In the light of these experimental studies, it has been understood that, nanofibrous
tissue scaffolds that were produced by the electrospinning method and
immobilized EGF to the surfaces, are found to have suitable attribution for the
wound dressing applications.

Keywords: Electrospinning, nanofibrous tissue scaffolds, polycaprolactone,
gelatin, epidermal growth factor (EGF), wound dressing, skin tissue engineering.

Advisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe University,
Chemical Engineering / Bioengineering Major Field of Study.
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1. GiRi$ VE GALISMANIN AMACI

Deri; epidermis, dermis ve subklUtan yag tabakasi olmak Uzere uU¢ katmandan
olusan, eksojen madde, kimyasal, nem kaybi ve patojenlere kargi bariyer gorevi
géren viicudumuzun en genis ylizey alanina sahip organidir. Ozellikle epidermis
dis cevreye karsi koruma gorevini Ustlenirken, dermis, vicudu travmaya karsi
korumaktadir. Primer bag dokusundan olusan dermisin baslica yapisal bilegseni
fibriller halinde bulunan kollajendir. insan derisinde 9 farkli tip bag doku kollajeni
tespit edilmistir. Tip | kollajen toplam kollajen miktarinin %80’ini olusturur ve
dermis boyunca bulunmaktadir. Bu tabakada ana hucresel bilesen, kollajen

sentezleyen fibroblastlardir [1].

Deri ayni zamanda vucutta en ¢ok hasar goren organdir. Bu hasarlar travma,
yanik gibi kazalar, cerrahi operasyon yada hastalik sonucu ortaya ¢ikabilmektedir.
Epidermiste meydana gelen hasarlar disaridan bir midahaleye gerek kalmaksizin
iyilesirken dermisi kapsayan hasarlar yara izi olusumu ile sonuglanmaktadir [2].
Klasik tedavi ydntemlerinden rekonstriktif cerrahi ile gergeklestirilen otogreftleme
sonucu ise saglikli deri dokusunda kayip meydana gelmekte, beklenmeyen

kozmetik sonuclar ortaya gikmakta ve iyilesme haftalar surebilmektedir [3].

Doku ve organ kayiplarinin artmasiyla beraber 1990l yillarin basindan itibaren
yeni doku gelistirmeye yonelik muhendislik yaklasimlar yayginlagmaya
baslamistir. S6z konusu muihendislik yaklasimlariyla gelistiriien malzemelere
“doku iskelesi” adi verilmistir. Doku iskeleleri yeni doku Uretimine izin verecek
gerekli fiziksel ozelliklere sahip destek malzemeleridir. iskeleler, ylksek
gOzeneklilik, uygun mekanik dayanim ve hiucre Uremesini destekleyip
yonlendirecek biyoaktiviye sahip yapilardir. ideal bir doku iskelesi, izerine ekilen
hiacreleri ya da implante edildigi bolgedeki konakg¢i hicreleri uyararak dogal
ekstraselller matris yapisinin salgilanmasini saglar ve hasarli bolgeyi onarir [4].

Bilindigi gibi ekstraseluler matris (ECM) yapisi nano Olgekte proteoglikan,



polisakkarit, kollajen ve elastin fibroz yapilardan olugsmustur. Doku iskeleleri, bu

yaply! taklit edecek nitelikte olmahdir.

Nano 6lgekteki fabrikasyon teknikleriyle elde edilen doku iskeleleri, uygun hicresel
davranig ve doku organizasyonu gibi nano boyuttaki oOzellikleri bunyesinde
barindirmaktadir. Nanofabrikasyon teknikleriyle ECM’yi en iyi bicimde taklit
edebilecek doku iskeleleri geligtirilirken dogal ECM’nin en temel yapitasi olan
kollajen ve kollajen bazli iplikgikler temel alinmaktadir [5]. Bu noktadan yola
cikilarak  nanoboyuttaki iplikgiklerden doku iskeleleri  hazirlanmaktadir.
Elektroegirme ve peptidlerin kendiliginden duzenlenmesi (self-assembly),

kullanilan temel yontemlerdir [6].

Elektroedirme teknolojisi, son yillarda doku iskelesi fabrikasyonuna yoénelik
calismalarda olduk¢a populer hale gelmistir. Doku iskeleleri elektroegirme ile
intiyag duyulan yapisal ve mekanik Ozelliklere goére Uuretilebilmektedir. Ayrica
elektroegirme sisteminin kurulumu ve calisma kosullarina goére adapte edilmesi
kolaydir. Elektroegirme ile Uretilen nanofibroz doku iskeleleri sahip olduklar
birbiriyle baglantili gozenek yapilari, mekanik ve yapisal dayanimlari bakimindan
faz ayinmmi ve kendiliginden duzenlenme ile Uretilen doku iskelelerine gore

ustlnluk saglamaktadir [4].

Nanofibroz doku iskeleleri, ECM vyapisindaki hlcre yapisma proteinlerinin
adsorpsiyonunu ve dolayisiyla hucre yapismasini arttirmaktadirlar. Yuksek yluzey
alani/hacim oranindan dolayi, bu iskelelerin Gzerine vitronektin ve fibronektin
molekullerinin, diger yontemlerle Uretilmig iskelelere oranla ¢ok daha fazla adsorbe

olduklari gérulmastur [7].

Hucreler tarafindan spesifik olarak algilanabilen kollajen, fibronektin, vitronektin
gibi adezif proteinler ya da bazik fibroblastik buylime faktori (bFGF), epidermal
bayume faktort (EGF) gibi biyosinyal molekullerin nanofibréz doku iskelelerinin

yuzeylerine immobilizasyonu ile yuzey biyouyumlulugu arttinimaktadir. Bu



molekuller, nanofibroz yapilarin ylzeylerine kovalent baglama, elektrostatik

etkilesim veya adsorpsiyon yontemleri ile baglanabilmektedir [8].

Elektroegirme ile Uretilen nanofibroz doku iskelelerinin sahip olduklari birbirine
bagli gozeneklilik ve bariyer ozellikleri bakimindan yara ortisU uygulamalarinda
kullanimlari yaygindir [5, 9-11]. S6z konusu doku iskeleleri, su buharlagmasini
kontrol eder, yUksek oksijen gegirgenligi saglar, yara eksudasini ortamdan

uzaklastirir ve yaray eksojen mikroorganizmalardan korur [12].

Yukarida sunulan bilgiler dogrultusunda, tez kapsaminda yapilan g¢alismalarda,
polikaprolakton (PCL) ve PCL/jelatin karigimi nanofibréz doku iskelelerinin, deri
doku muhendisligine yonelik uygulamalarda kullanilmak UGzere Uretimi
amaclanmistir. Uretilen nanofibroz doku iskelelerinin biyoaktivilerinin arttirilmasi
icin yuzeylerine EGF’in kovalent olarak immobilizasyonu gerceklestirilmistir.
Hazirlanan nanofibréz doku iskelelerinin, yara iyilesme mekanizmalari Gzerine
etkisi ¢esitli karakterizasyon c¢alismalariyla ve in vitro hicre kalturt analizleriyle

belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu bdlimde yapilan tez c¢alismasinin temelini olusturan konularla ilgili literattr
bilgisi verilmistir. ilk olarak, doku mihendisligi tanimlanmis, ayrica doku
muhendisligi  stratejilerinin - amacglart  ve bilegenleri acgiklanmigtir.  Doku
muhendisliginin alt bashgi olarak, deri dokusu ve yara iyilesme mekanizmalari
hakkinda kisa bir bilgi verilmis ve deri doku muhendisligi yaklagsimindaki dnemli
noktalara deginilmistir. Ardindan deri doku muhendisligi yaklasimi ile gelistirilen
ticari Urunlere deginilmistir. Deri doku iskelelerinin Uretiminde kullanilan
malzemeler ve fabrikasyon yontemleri, ornekler ile agiklanmistir. Daha sonra, deri
doku muhendisligi calismalarinda yer alan hucreler anlatiimistir. Son olarak ise
deri dokusunun olusumunda ve onariminda yer alan biyosinyaller ve bu

biyosinyallerin immobilizasyon yontemlerine yer verilmigtir.

2.1. Doku Muhendisligi

Travmaya veya cesitli hastaliklara bagh organ yetmezlikleri ve kayiplari insan
Olumlerinin baslica nedenleri arasindadir. Klasik tedavi yontemleri olarak
adlandirilan transplantasyon, ameliyatla tedavi ve implantasyon yontemleri
oncesinde yasanan eksiklikler ve sonrasinda olugsan komplikasyonlar nedeniyle,
bu yontemler basarili ¢dzumler olmaktan uzak hale gelmektedir. ABD’de yapilan
bir arastirmaya gore, 2007 yih Aralik ayi itibari ile organ yetmezliginin son
evresinde oldugu icin organ nakli listesinde bekleyen 92000 Amerikalinin sadece
14500’Une organ nakli yapilabilmistir [13]. Turkiye’deki rakamlara bakildiginda ise
daha vahim bir tablo ile karsilasiimaktadir; 2007 yilinda organ nakli listesinde
44000 kisi olmasina karsin sadece 143 nakil yapilabilmistir. 2006 yilinda ise 7 bin
kisi organ beklerken hayatini kaybetmistir [14]. i¢c karartici bu durum, doku

muhendisligi biliminin baglica motivasyon kaynagidir.

Doku miihendisligi terimi ilk olarak 1987°de Dr. Y. C. Fung (California Universitesi)
tarafindan National Science Foundation’nin (NSF) bir toplantisinda dile

getirilmistir. Bilimsel ¢evrelerin doku muhendisligi konusuna odaklanmasinda ise
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iki calismanin etkisi buyuktar. Bunlardan biri Nerem tarafindan 1991'de “hlcre
muhendisligi” konusunda, digeri ise Langer ve Vacanti tarafindan 1993’te “doku
muhendisligi” bash@i altinda yayinlanan calismalardir [15, 16]. Temel bilimciler,
malzeme bilimcileri, muhendisler, hucre biyologlari ve klinisyenlerin ortak
¢abalariyla gunimuizde doku muhendisligi batintyle disiplinler arasi bir alan
haline gelmistir [6]. Doku muhendisliginde temel prensip, hastanin kendisinden
veya baska bir vericiden alinan hucrelerin biyouyumlu ve biyobozunur polimerik bir
yap! iskelesi (doku iskelesi=scaffold) Uzerinde gelistirilip G¢ boyutlu dokularin
uretilmesi ve Uretilen bu dokularin da hasarh dokulari onarmak igin kullaniimasidir
(Sekil 2.1.). Doku muhendisligi basta malzeme muhendisligi, hicre biyolojisi ve

tibbi bilimler olmak Uzere bir¢gok alanin kesistigi disiplinlerarasi bir alandir.

Hikcre gogaltim ve
manipilasyonu

Mekanik ve
malekiler sinyalizasyon

— Hicre
iy f’ .:_i-__"i':ji“ izolasyonu
:
2y

&%=

Hicre ekimi ve
eheiraseliler
matris clugumu

Yapinin vicut igine
implante edilmesi

Sekil 2.1 Doku muhendisliginin temel yaklagimi.

Doku muhendisligi igin en ¢ok kabul goren tanim : “Biyomalzeme, hicre ve
biyosinyal molekullerini tek baslarina veya birlikte kullanarak canl dokularin tamiri
veya Yyeniden yapilanmasi igin Dbiyoloji, kimya ve muhendislik ilkelerinin

uygulanmasi’dir. Bu tanima goére doku muhendisligi igin 4 yaklagim mevcuttur [6].
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Birinci _yaklasim: Yeni dokunun olusumu igin yalnizca biyomalzeme

kullanimi,

ikinci_yaklasim: izole (canli dokulardan elde edilen kok hiicreler) veya

manipule (genetik islem gérmus hdcreler, “gen tedavisi”) edilmis hicrelerin
kullanimu,

Uclincli _yaklasim: Hicre olmaksizin, biyomalzeme ile biyosinyal

molekullerinin kullanimi,

Doérduncu _yaklasim: Biyosinyal molekul varliginda veya olmadan

biyomalzeme ve hucreleri bir arada kullanarak yapilan tedavi yaklagimidir.
Bu yaklasim, Uzerinde en ¢ok galisilan ve en ¢ok kabul gérmus yaklasimdir
(Sekil 2.1).

Hucre Uremesini, yeni doku veya organlari olusturacak sekilde yonlendirmek ve
gerekli mekanik destedi saglamak icin biyobozunur 6zellikteki malzemelerden
(polimerler, seramikler veya bunlarin kompozitleri) 3-boyutlu doku iskeleleri
uretilmektedir. Ayrica, orjinal doku mikro-gevresindeki mekanik kuvvetlere benzer

etkilerin saglanabilmesi icin ¢esitli biyoreaktorler kullaniimaktadir (Sekil 2.2).

* Hidrojeller
* Farklilasmig hicreler | — . :Nann_ﬂ_bhr_nzlskel_:_aler
* Erigkin kék hilcreler Hicreler iskeleler | *Kendiliginden dizenlenen
* Embriyonik kik hiicreler———=—— = " Iskeleler _
T e R * Katl serbest hal fabrikasyonu
™ ile elde edilen iskeler

( Doku Mihendisligi )

/ T __--""/.{‘"“x._

* Dinamik hilcre ekimi g . | ainvall * Klglk molekiller

* Gelismis kiitle transferi |Biyoreaktorler | =IMYALET | = Biiyiime faktdrleri/polipeptidler

* Mekanik uyarc * Mikleik asitler (DMA, siRMNAve
antisens oligonikleotidler)

Sekil 2.2. Doku Muhendisligi bilesenleri



2.2, Deri Doku Muhendisligi

Deri doku muhendisliginin amaci, zarar gérmus deri dokusunun normal anatomi ve
fizyolojisinin  geri  kazanilmasina yonelik uygulamalar gerceklestirmektir.
Gunumuze kadar gegen zamanda kultire suni deriler sadece kismi olarak
anatomik veya fonksiyonel yapiyi restore etmekte kullanilmigtir. Oysa, deri doku
muhendisligi uygulamalari derinin belirli bir katmanina yonelik degil, 6zellikle hasar
sonrasinda kendi kendini onaramayan katmanlarin onarilmasina yonelik
uygulamalar olarak gelismeye devam etmektedir. Deri doku muhendisligi
yaklasimlarini analiz edebilmek ve gelistirebilmek icin Oncelikle, derinin iglevi,
yapisi ve meydana gelebilecek hasarlar karsisinda harekete gecirdigi iyilesme

mekanizmalarinin anlasiimasi gerekmektedir.

2.2.1. Derinin iglevi ve Yapisi

iki boyutlu geometriye sahip deri, viicudu kaplayan en genis organ olup, fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyal dis etkenlere, ultraviyole (UV) radyasyona ve serbest
radikallerin tahrip edici etkilerine karsi koruyuculuk saglamakta ve vucut i1sisini
muhafaza etmektedir. Deri baglica U¢ tabakadan olusmustur, bu tabakalar en
alttan Uste dogdru; hipodermis, dermis ve epidermis olarak siralanmaktadir (Sekil
2.3).

iNSAN DERISi
& Sac

= < Stratum korneum

I l_GrﬁnuIer hiicre tb.
=3 hi th.
,\,nj pinos hiicre

g

__,_.-j wafd bezi

Bazal hiicre tb.

| Arrektdr pili

/ “w— L Terbezi
oA

IH\/ g =t Sinirler

Sag folikdld

1 .-’ G
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| elastin fiberler

SRR _.! Ven
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@ Epidermis @ Dermis doku
(Z) Subkitan doku (hipodermis)

Sekil 2.3. Derinin yapisi



2.2.1.i Subkitan Yag Tabakas! (Hipodermis)

Hipodermis, dermis ile vucut bilesenleri arasinda bir kdpru gorevi gormektedir.
Vucudun birgok bolgesinde 1-2 mm kalinhginda olan bu doku, goz kapaklarinda
bulunmamaktadir. Ozellikle fiziksel soka karsi mekanik koruma saglayan subkiitan
yag tabakasi, kan damarlari ve sinirler agisindan zengindir. Yaglarin depolandigi
kisimdir, termal yahtim saglar ve derinin dayanikhliginda katkisi bulunmaktadir
[17].

2.2.1.ii Dermis (Koryum)

Dermis, insan derisinin ana bilesenidir ve genellikle 3-5 mm kalinhgindadir. Deriye
kesme kuvvetleri veya darbelere karsi mekanik destek saglayacak yigin halindeki
materyali, mukopolisakkarit yapisinda bir jele gomulu halde icermektedir. Dermiste
lif demetleri seklinde bulunan beyaz renkli kollajen ve sari renkli elastin fiberler,
kan ve lenf kilcal damarlarini fiziksel olarak destekler ve korurlar. icerisinde kan ve
lenf damarlari, sinir uclari, kil folikllleri, yag ve ter bezleri gibi bircok yapi

bulunmaktadir.

Dermisin yogun damar yapisi vucut sicakliginin korunmasi bakimindan ¢ok
onemlidir. Ayrica dokuya, oksijen ve besin maddelerinin taginmasi, toksinlerin ve
atik drunlerin uzaklastirimasi agisindan yasamsal Oneme sahiptir. Dermis
kaynakli olan ve insan derisinin yluzeyinde bulunan G¢ ana uzanti; kil folikulleri,
yag bezleri (sebakdéz bezler) ve ter bezleridir. Yag bezleri, kil folikalinin
sonlandigi yerde bulunur ve sebum salgilar. Sebum, bilesiminde serbest yag
asitleri, mumlar ve ftrigliseritlerin yer aldigi, deri yuzeyini kayganlagtiran ve yuzey

pH'Inin 5 civarinda olmasini saglayan salgidir [17].



2.2 1.iii Epidermis

Derinin Ust katmani epidermis, keratinosit tabakalarindan olusur ve dehidrasyon,
bakteriler, UV isinlarina kargi koruma saglar. Vucutta 0.06 mm-0.8 mm arasinda
degisen kalinlklarda, duzenli olarak kendini yenileyebilen ve kan damarlar
icermeyen bir tabakadir. insanlarda epidermis 4 ana tabakaya ayriimakta ve bu

tabakalar en Ustten asagiya dogru su sekilde siralanmaktadir.

* Stratum bazal
 Stratum spinosum
 Stratum granulosum

» Stratum korneum

Stratum bazal: Stratum bazal (bazal tabaka) epidermisin en altinda yer alir. Bazal

tabakanin huacreleri, vicudun diger kisimlarindaki hucrelere benzer sekilde
mitokondri ve ribozomlar gibi organelleri tasiyan, metabolik acgidan akiif
hicrelerdir. Keratinosit adi verilen bu hucreler, bir tek bazal tabaka sinirlari iginde
mitoz yolu ile bolinmektedir. Bolinmenin ardindan, bir keratinosit bazal tabakada
kalirken, digeri Ust tabakalara go¢ etmeye baslar. Keratinositler, desmozom olarak
adlandirilan, protein yapida ¢ok ozel hucresel kopruler ile birbirlerine baglidirlar.
Bazal tabakada keratinositlerin yani sira melanositler, Langerhans hucreleri,
Merkel hucreleri gibi bazi 6zel hucre tipleri de bulunmaktadir. Melanositler,
melanin pigmenti sentezler, UV radyasyonu absorplar ve serbest radikal yakalama
Ozelligine sahiptirler. Langerhans hucreleri, kemik iliginde olusmakta ve bagisikhk
cevabinda rol oynamaktadir. Merkel hicreleri (mekanoreseptorler) sinir uglari ile
birlesiktir, parmak uglar ve dudaklar gibi 6zellikle dokunma duyusuna hassas

kisimlarda yogun olarak bulunmaktadir.

Stratum spinosum: Stratum spinosum, bazal tabakanin Ustinde yer alir ve bu iki

tabaka bir arada “Malpighian Tabakasi” olarak da adlandirilir. 2-6 arasi sayida
keratinosit sirasindan olugsan tabakanin yapisal kararhligi, keratin ipliklerine
tutunarak keratinositleri birbirine baglayan, ayni zamanda hucrelerin arasinda 20

nm’lik mesafenin korunmasini saglayan desmozomlar tarafindan saglanir.
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Keratinositler bu tabakanin Ust kisimlarina ulastiklarinda yapisal olarak
farkhlasmaya ve keratin sentezlemeye baslamaktadir. Lipit icerigi bakimindan
zengin, tabakali cisimcikler (Odland cisimcikleri) ilk olarak bu tabakada ortaya

¢cikmaktadir.

Stratum_granulosum: Keratinositler, stratum spinosum’dan stratum granulosum’a

(granller tabaka) gecerken degismeye, keratin sentezlemeye ve yassilagsmaya
devam ederler. Az sayida keratinosit katmanindan olusan granuler tabaka,
cekirdek ve organeller gibi canli hucre bilesenlerini pargalayan enzimleri
icermektedir. Keratinle dolmaya baslayan keratinositler, granuler tabakanin daha
ust kisimlarina ulastiklarinda, iclerinde bulunan ve ileriki evrelerde olusacak
hlcrelerarasi epidermal lipitlerin onculeri olan yapilari hucreler arasi bogluklara
bosaltmaya baglarlar. Keratinositlerin i¢cinde yer alan organellerin pargalanmasi

stratum korneum ile olan ara yluzeyde tamamlanmaktadir.

Stratum korneum: Yaklasik 10 pm kalinhgindaki stratum korneum, boynuzsu

tabaka anlamina gelmektedir ve epidermisin canli olmayan en dig tabakasidir.
Hucreler arasi lipit tabaka igine gomulu, yassi ve keratinle dolu 6l hucreler olan,
10-15 tabaka halindeki korneositlerden olusur. Bu hucreler bol miktarda keratin
icermektedir ve keratinositlerin farklilagsmis, baska bir deyisle 6Imus halidir.
Hucreler arasi lipitler c¢esitli maddelerin deriden gecisinde Oonemli bir engel
olustururlar. Stratum korneum, korneositlerin birarada bulundugu alt kisim olan
“stratum kompaktum” ve korneositlerin daha seyrek oldugu Ust kisim olan “stratum
disjanktum” olarak iki ayri tabakada incelenebilmektedir. Her ne kadar canl bir
doku olarak tanimlanamasa da, stratum korneum, bircok enzimatik reaksiyonun

duzenli olarak gergeklestigi, dinamik bir yapidir [17].
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2.2.2. Yara iyilegme Mekanizmalari

Yara, herhangi bir dis etkenin veya hastaligin fiziksel bir hasar yaratmasi ile
vlcutta normal deri batunligunun bozulmasidir. Yara deyiminin karsiligi olarak
erozyon, llser ve fissur deyimleri de kullanilir. Erozyon, dermise gegcmeyen
fokal epidermis kayiplarini ifade eder, iz birakmaz, kronik degildir. Fissur,
catlak seklindeki dikey yaralar ifade eden doku kayiplaridir. Epidermis, dermis
veya her ikisini birden etkisi altina alabilmektedir. Ulser ise dermis ve
epidermisde doku kayiplari ile seyreden fokal yaralardir. Ulserler kronikleserek
klinisyenler  agisindan zaman zaman tedavisi zor  durumlar
yaratabilmektedirler. Yara iyilesmesi icin kesin bir sire olmamakla birlikte,
makul surede iyilesemeyen, yavas veya az ilerleme goOsteren yaralar icin
kronik deyimi kullanihr [18, 19].

Yara iyilesmesi, sadece yara bdlgesiyle sinirli degildir, tim sistemleri barindiran
hicresel, fizyolojik ve biyokimyasal olaylar butintddr. Buatun yaralar ayni temel

prensiplerle iyilesirler. Yara iyilesmesi temel olarak 3 agsamada gercgeklesir [18].

1. inflamasyon
2. Proliferasyon
3. Maturasyon

2.2.2.1. inflamasyon safhasi (1-5 giin): Doku zedelenmesi bircok kimyasal

mediyator ve hlcreler arasi bilgi aktarimini saglayan sitokinlerin salimina neden
olur. Bu maddeler aktivasyon ve inhibisyon yaparak birgok kompleks olayi
baglatip, hemostaz ve iyilesmeyi saglarlar. Damar duvari zedelendiginde
trombositler acilan damar duvarindaki kollajenle temas ederek aktive olurlar.
Boylece hem damar duvarina hem de birbirlerine yapisirlar. Tromboksan A2’nin
aktivasyonu ile bu trombositler gecici pihti olusturarak baslangigcta kanamayi
azaltirlar. Daha sonraki asamada trombositlerden salinan seratonin ve diger
vazokonstriktor ajanlarla damar duvari daralarak kanamay! azaltir [19].
Baslangigta gelisen bu vazokonstriksiyon, prostaglandin ve kompleman sisteminin

aktivasyonu ile yerini yaygin vazodilatasyon ve inflamasyona birakir.
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Vazodilatasyonla birlikte vaskuler gegirgenlik artar ve hulcreler arasinda
inflamatuar eksuda, yani iltihap toplanir. Birgcok kemotaktik faktorin etkisiyle
notrofil ve monositler sahaya toplanirlar. Bu hlcreler sahaya geldiginde lokal
cevresel faktorlerin etkisiyle aktive olurlar. Lokositler yaradaki bakterilerle
savagirken, monositler de makrofaja donuserek, cesitli buyime faktorlerini ve
sitokinleri salgilarlar. Makrofajlar bakterileri dldurtp fagosite ederken, 6lu doku ve
|Okositleri de temizlerler. Yaralanmadan 72 saat sonra hakim olan hucreler
makrofajlardir. Bu arada anjiogenik blUyume faktéri salinimiyla yeni damar
olusumlari baslar. Yeni damarlar olustukca, oksijenli kan yara bdlgesine ulasir,
saha daha az hipoksik olur ve beslenmesi duzelir. Fibroblastlar yeni damarlarin
etrafinda kollajen sentezlerken, Urettikleri proteoglikanlarla kollajenlerin birbirine
baglanmasini ve daha esnek olmalarini sadlarlar. Ayrica urettikleri fibronektinle
kollajen ve diger hucreleri bir arada tutarlar. Granulasyon dokusu olugumu
yaklasik 5. glinde baslar. Bu asamanin baslamasi igin iyi bir oksijenlenme ve
beslenme sarttir. Bu asamada vitamin C, prolinin hidroksiproline dénisumi igin
sarttir [19, 20].

2.2.2.2. Proliferasyon ve vara izi gelisimi safhasi (5-14 qunler): Fibroblastlar

kollajen liflerini Uretirler. Kollajen de yaranin kontraksiyonunu ve gerilme kuvvetini
olusturur. Bu safhada epitelizasyon ve kontraksiyon gelisir. Doku hasari ¢cok buyuk
doku kaybi ile beraberse yenilenme yara kenarlarindan baslar, epitel grantlasyon
dokusunun uzerinden ilerler. Hucre gogu, epitellerin karsilikli bir araya gelmesine
kadar devam eder. Daha sonraki asama kontraksiyondur. Yara kontraksiyonu ile
yara buyukligu azalir. Bu olay c¢ogunlukla miyofibroblastlarca gerceklesir.
Granullasyon dokusu olusup epitelizasyon tamamlaninca proliferasyon asamasi

sona erer [19, 20].

2.2.2.3. Maturasyon safhasi (14. ginden sonra): Proliferasyon safhasindan sonra

baslar ve yillarca surer. Bu kollajen liflerinin yeniden sekillenmesidir (remodeling).
Bu asamada yumusak ve jelatindz yapidaki tip Il kollajen zamanla daha siki olan
tip | kollajene donusur. Kontraksiyonun bir kismi bu asamada gelisir. Yara yaklagik

6 hafta sonra % 95 oraninda iyilesme gosterir [19, 20].
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2.2.3. Deri Doku Muhendisligi Yaklagimi

Deri hasarlari sonucu olugsan kayiplar, vicudun saglkh dokularindan alinan deri
parcalariyla telafi edilebilir. Doku hasarinin ¢ok genis oldugu durumlarda ise
viicuttan alinan deri parcalari yeterli olmamaktadir. iste bu noktada devreye doku

muhendisligi girmektedir.

Bagka vericilerden, drnedin kadavradan alinan deri pargalari, bagisiklik sisteminin
reaksiyonuna bagli olarak birka¢ hafta icinde reddedilebilmektedir. Sentetik
malzemeler ise vicut tarafindan yabanci olarak algilanarak bagisiklik sistemini
harekete gecgirmektedir. Bu nedenlerden dolayi, vicudun rahatlikla kabul edeceqi
ve her an temin edilebilecek deri pargalarina ihtiyag duyulur. Bu ihtiya¢ da doku

muhendisligi yaklasimiyla Uretilen deri esdegerlikleriyle karsilanir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Hucre bazh deri doku muhendisligi yaklagiminin sematik gosterimi [21].

Doku muhendisliginde kullanilan deri esdegerlikleri genellikle epidermis ve dermis

tabakalarinda olusan defektleri tedavi etmeye yodnelik yaklasimlar icermektedir.
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Epidermal tabakanin rejeneratif, dermal tabakanin non-rejeneratif olmasindan
dolayi, dermal tabaka olmadan yapilan tedavilerin kullanim alani sinirlidir. Dermis
icerisinde, kollajen ve elastin yapilari, kapiler kan damarlari, sinirler, kil kokleri gibi
bilegenler barindirdigindan, yapisal ve iglevsel olarak orjinale yakin bir dermis
tabakasi olusturmanin birgcok zorlugu mevcuttur. Bu nedenle orjinale yakin deri
tabakalari olusturmaktan ziyade, yara iyilesme mekanizmalarini harekete gegirici

yapilarin sentezlenmesine ¢aligiimaktadir.

Epidermis, derinin yenilenebilen tek tabakasidir ve olusacak defekt sonucunda
herhangi bir mtudahaleye gerek kalmaksizin kendi kendini onarabilmektedir (Sekil
2.5).

defekt alan

Sekil 2.5. Epidermisde meydana gelen defektin yapi butinliglu bozulmadan
giderilmesi.

Epidermisin altinda bulunan dermiste meydana gelen bir defekt ise iyilesme sureci
sonucunda yerini yara dokusuna birakmaktadir (Sekil 2.6). Epidermisin yuksek
iyilesme kapasitesine ragmen, genis alanlardaki kayiplar normal yenilenmeyi
yetersiz kilmaktadir. Olusan yara, gerekli olan epidermal yenilenmeyi engelleyerek
veya azaltarak, blizlilme seklinde bir iyilesme ile sonuglanir. Olusan yara dokusu
elastikiyet ve fonksiyon kaybina, hareket kisittamasina, aciya ve istenmeyen

estetik gorinime neden olmaktadir [2].

14



Sekil 2.6. Dermiste olugan herhangi bir defektin yerini yara dokusuna birakmasi

(S).

ideal bir deri esdegerligi veya yara ortlisiiniin hasar gérmiis deri dokusunu

onarabilmesi i¢in sahip olmasi gereken o6zellikleri soyle siralanabilir:

e Yara yuzeyinden sizintilari ve toksik maddeleri absorbe edebilmeli,

e Yara/ortu arayuzundeki yuksek nemliligi devam ettirebilmeli,

e Gaz degdisimine izin vermeli,

e Termal yalitim ve mekanik koruma saglamali,

e Yarayi bakteri ve mikroorganizma girigsinden korumali,

¢ Nontoksik ve nonalerjenik olmali,

e Yara kokusunu kontrol edebilmeli,

o Kozmetik agidan kabul edilebilir olmali,

e Travma yaratmadan yaradan rahatga cikarilabilmeli, degistiriimeyecekse
yara iyilesme sureci igerisinde biyobozunabilen yapiya sahip olmalidir.

e Maliyeti uygun olmalidir [22].
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Doku muhendisligi esdegerlikleri 6zellikle yaniklarda, ayak, bacak ile diyabetik
ulser ve epidermolisis bullosa hastaliklarinin tedavisinde geleneksel tedavi
yontemlerine gore Ustunluk saglamaktadir. Doku muhendisligi yaklasimiyla
hazilanan dokular sadece yaray! kapatmakla kalmamakta, ayni zamanda dermis

yenilenmesini uyararak yara iyilesmesi surecine katkida bulunmaktadir.

Deri doku muhendisligi yaklagimiyla hazirlanan deri eslenikleri vicutta yeni doku
olusturarak bozunurken, yara ortuleri hem biyobozunur hem de belli bir stire sonra
degigtirilebilen malzemelerden elde edilebilmektedir. Yara ortuleri, ayni deri
eslenikleri gibi hucre ve biyosinyal molekuller igerebilirler. GUnumuzde deri
defektlerinde kullanilmak Uzere piyasaya sunulan birgok implante edilebilir Grin

mevcuttur.

2.2.4. Deri Doku Miihendisliginin Ticari Uriinleri

1975 yilinda insan keratinositlerinin laboratuar ortaminda deri grefti uygulamasi
icin tabaka halinde Uretilmesiyle, deri doku muhendisligi uygulanabilir hale
gelmigtir. Dondrden alinan keratinositler ¢ogaltiimis, tabaka halinde fibroblast
besleyici tabakasi Uzerine ekilmigtir [23]. Bu teknik surekli guncellenmis ve klinik
uygulamalarda genis yer bulmustur. 1988 yilinda bu yontemle Uretilmis Epicel™,
ticari Urin olarak piyasaya sunulmustur, ve o6zellikle vacutlarinin %30’'undan

fazlasi yanan hastalarda kullaniimaktadir [24].

ilk biyobozunur malzemeden iiretilen ticari Uriin, kollajen-glikozaminoglikan bazli
siinger yapi integra™’ dir. iki tabakadan olusmaktadir; alttaki tabaka olan dermal
esdegerlik, sigir kollajeni ve  kondroitin-6-sulfat  glikozaminoglikan’dan
olusmaktadir. Ustteki tabaka olan epidermal esdegerlik, sentetik silikon
polimerinden yapilmistir. Silikon tabakasi su buhari kaybini kontrol eder, ayrica
yapiya esneklik ve dayanikhlik kazandirir. Genis yanik yaralarinin kaplanmasinda
yaygin olarak kullaniimaktadir. Integra, herhangi bir vericiye ihtiyag duymadan

yanik bolgelerin erken tedavisi i¢cin uygundur. Silikon tabaka bozunarak uzaklasir
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ve ince epidermal otogreft uygulanir. Enfeksiyon oranini arttirmasi dezavantajidir
[24, 25].

Alloderm™  dogal hlcresiz matris érnegidir. Integra’ya benzer ve dermal doku
modellemesi igin gerekli olan matrisi saglar. Tek tabakalidir ve saklanabilen insan
allogreft derisinden olusur. S6z konusu allogreft, epidermal bilesenleri ve butin
dermal hucreleri uzaklastiriimis aselller bir yapidir. Yapi transplante edilmeden
once patentli bir dondurarak kurutma islemine tabi tutulur. Bu yapi aselller
oldugundan bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmez ve dermal otogreft gibi ince
bir tabaka halinde nakledilebilmektedir. Bu yapi, kollajenler, proteoglikanlar ve
elastinleri sentezlemek ve damarlasmayl saglamak icin gerekli yapisal ve
biyokimyasal ozellikleri icermektedir. Yanik tedavileri ve yumusak doku
hasarlarinda tercih edilmektedir [24, 25].

Biobrane™ silikon, naylon ag ve kollajen olmak Uzere 3 tabakadan olugsmaktadir.
Kollajenden turemis peptidler, naylon/silikon matrisi Uzerine kaplanir ve yara
yataQi icerisine yapisarak fibrovaskuler gelisime yardimci olur. Silikon ylzey, yari
gecirgendir ve yaradan su buhari kaybini kontrol eder. Gegici yara ortisu olarak
kullanimi hedeflenmigtir. Yara iyilestigi zaman veya otogreft deri kullanimi uygun
oldugu zaman vucuttan uzaklastinlir. Klinik ¢calismalar, Biobrane'in epidermis ve
dermisi iceren yaniklarin gecici kaplamalari icin, donmus insan allogreftine benzer
bir etkiye sahip oldugunu kanitlamistir. lyilesmenin gelistigi ve ikinci derece
yaniklara sahip hastalarin hastanedeki tedavi surelerinin azaldigi gozlenmigtir.

Uzun bir raf dmrune sahiptir. Fakat antimikrobiyal 6zelligi yoktur [26, 27].

1987’den beri ilser, yanik ve dermal degisim icin kullanilan Dermagraft™,
poligliaktin ag Uzerine ekilmis insan neonatal fibroblastlarindan olusmaktadir. 3-4
hafta kultiGrasyondan sonra biyobozunur malzeme ortadan kalkar. Bu zaman
boyunca hucreler, dermal yedek olarak kullanilabilecek 3 boyutlu matrisi
olusturmak igin, insan dermal kollajenlerini ve ¢o6zunlr faktorleri iceren matris
proteinlerini salgilar. Hucrelerin canhligini  korumak icin “cryopreservation”

(dondurarak saklama) islemi yapilir [24, 25].
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TransCyte™ silikon tabaka icerisine gémiilmiis naylon ag iizerine ekilmis neonatal
allojenik fibroblastlardan olugmaktadir. Silikon tabaka epidermis gorevi
goérmektedir. Ekim isleminden 4 ila 6 hafta sonra, yapi icerisinde yiksek oranda
matris proteinleri ve blyume faktorleri birikir. Dondurma isleminden sonra
fibroblastlar etkisiz hale gelmekte ve sentezlenen Urlnler bu yontemle
korunmaktadir. TransCyte™ otogreft icin uygun hale gelene kadar, gecici yara
ortisu olarak kullanilir. Hastaya naklinden 6nce, urun igindeki hucreler, immun

cevap riskini azaltmak igin yok edilir [24, 28].

Cift tabakali seliiler deri eslenigi olan Apligraf™ , Graftskin olarak da bilinmektedir
ve 1998 de FDA onayi almistir. Ust tabakada insan keratinositlerinin olusturdugu
epidermis yapisi gozlenir. Alt tabakada ise insan neonatal fibroblastlarinin ekildigi
tip | sigir kollajeni yer almaktadir. Apligraft, damarh bacak Ulseri ve diyabetik ayak
ulserinin tedavisi icin uygundur. Yara iyilesme oranini arttirir ve yara kapanmasi
icin gerekli olan sureyi kisaltir. Kisa raf dmrine sahiptir ve hastalik bulagtirma
potansiyeli vardir [24, 29-33].

Orcel™, sigir kollajen tip | yapi icerisine cift tarafli ekilen allojenik fibroblastlar ve
keratinositlerden olugsmustur. Bu Urin kompozit kaltir derisi (CSS) olarak da
adlandiriimaktadir. Kollajen matris, ¢capraz bagli kollajen sunger Uzerine pepsin
aracihigiyla  kaplanmis  ¢bziunmeyen kollajen tabakadan olugmaktadir.
Keratinositler poréz olmayan kollajen jel Uzerine, fibroblastlar ise poréz slinger
tabakaya ekilmektedirler. Uriin, 10-15 gin arasi Kkiltire edildikten sonra
kullanilmahldir. Orcel, yanigi olan ve cerrahi yaralara sahip hastalarda
kullanilmaktadir. Bu arinun naklinden sonra bagka deri nakli gerekmez. Orcel’'in
iyilesmeye olan katkisi, yasayan allojenik hicreler tarafindan uretilen sitokin ve
blylume faktorleri ile kombine edilmis kollajen singer yapiya dayandiriimaktadir
[24].

EpidexTM, anajen evredeki sa¢ foliklllerinin dig kokinden izole edilmis otolog
keratinositlerin silikon bir membran Uzerine ekilmesiyle olugan hucresel bir yapidir.

Sa¢ kokunde bulunan keratinositlerin proliferasyon kapasitesi yuksek oldugundan
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buradaki hucreler tercih edilmistir. Bu Gran kiguk c¢apli kronik bacak Ulserinin
iyilegtiriimesinde kullaniimaktadir ve tedavi sirasinda ek yama gereksinimi vardir.
Epidex’in hazirlanmasi ve 5 ila 6 haftada sureyle uygulanabilmesi icin gerekli
hicre populasyonu yaklagik 100 sag¢ teli kadar hucreden kargilanmaktadir.

Avrupada ticari urtin olarak mevcuttur [24].

Orijinal kiiltir epidermal otogrefti (CEA) olan Epicel™, sadece Amerika’ da ticari
arin olarak satilir. Vicuttaki deri ylzey alaninin %30’ undan daha buyudk
yaniklara sahip hastalar igin gereklidir. Kuguk deri biyopsisi ile genis alanl
kaplamalar yapilabilir. Kalici bir deri yamasidir ve kozmetik olarak uygundur.
Destekleyici parafin yagl sargl bezine eklenmis yapi, nakledildikten yaklasik 1
hafta sonra uzaklastirimaktadir. Dermal-epidermal baglanti yerlerinde gortlen
mekanik gevseklik, episel CEA’nin en buyuk dezavantajidir. CEA'nin diger bir
dezavantaji ise, ag yapili genisleyen deri otogreftleri ile kargilastirildiginda yara izi
ve kasllma icermesidir. Epicel igcin ylksek fiyat ve asin laboratuar islemleri

gereklidir, ayrica kirilgan bir yapisi vardir [34, 27].

Bahsedilen tum bu ticari UrUnlerin yani sira, yara oOrtuleri ile ilgili cok sayida
arastirma literatiire gecmistir. Ozellikle ekstraseliiler matris yapisini taklit etmeye
yonelik calismalar, hem vyara iyilesme mekanizmalarini tetiklemekte, hem de

sonrasinda olugan yara dokusunu en aza indirgemektedir.

2.2.5. Deri Doku Muhendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler

Biyolojik sistemlerle etkilestiginde uyum saglayabilen biyomalzemeler, insan
vucudundaki canli dokularin iglevlerini yerine getirmek veya desteklemek amaciyla
kullanilan dogal yada sentetik malzemelerden olusmaktadirlar. S6z konusu bu
malzemeler surekli olarak veya belli araliklarla kan gibi vicut akiskanlariyla temas
etmektedirler [35]. Bu nedenle tipik bir biyomalzeme; yasayan sistemlerle ya da
hdcrelerle in vivo ve in vitro uyumluluk gdstermeli, biyobozunur ise biyobozunma
arunleri toksik etkiler gostermemeli ve mekanik dayanim, islatilabilirlik, yogunluk

gibi gerekli fiziksel 6zelliklere sahip olmalidir. Biyomalzemeler metalik, seramik,
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polimerik ve kompozit malzemeler olmak Uzere 4 bashk altinda

gruplandiriimaktadirlar.

Doku muhendisliginde siklikla biyobozunur polimer malzemeler kullaniimaktadir.
Polimerik malzemeler, dodal ve sentetik olmak lizere iki gesittir. Ozellikle deri doku
muhendisliginde kullanilan dogal biyobozunur polimerler; kitin/kitosan, aljinat,
hiyalturonik asit, ipek fibroin, kollajen, elastin ve jelatin olarak siralanabilir [36].
Sentetik biyobozunur polimerler ise, kontrolli kosullarda Uretilen ve bu nedenle
genel olarak sergileyeceg@i davranislar tahmin edilebilen; bozunma hizi, gerilme
dayanimi, elastik modul vb. gibi fiziksel ve mekanik ozellikleri tekrarlanabilen
malzemelerdir. Sentetik polimerlerde malzeme safsizligi da kontrol edilebilir. Deri
doku muhendisliginde tercih edilen sentetik polimerler silikon, politretan (PU),
poli(glikolik asit) (PGA), poli(l-laktik asit) (PLA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA),
polikaprolakton (PCL) ve kompozitleri olarak siralanabilir. Doku iskelesi Uretiminde

genellikle sentetik biyobozunur polimerler tercih edilmektedir [37].

Sunulan calismada kullanilan biyomalzemeler olmalari nedeniyle asadida jelatin

ve PCL ile ilgili bilgi verilmistir.

2.2.5.1. Jelatin

Kollajen tip I'in bozunmus formu olan jelatin, dogal protein bazli bir polimer olup
biyomedikal ve gida endustrisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Jelatin kollajenin
geri donussuz olarak hidrolize edilmesiyle elde edilir. Turetildigi U¢li sarmal yapiya
sahip kollajenin aksine jelatinin denature protein zincirleri oda sicakliginda su
icerisinde kolayca ¢ozunebilir hale gelmektedir. Doku muhendisligi yaklasimiyla
hazirlanmis jelatin doku iskeleleri, fizyolojik ortamda yapisal butunluklerini
koruyabilmeleri igin fizyolojik ¢ozeltilerdeki ¢6ziinme hizina bagli olarak, genellikle
capraz baglayici bir ajan ile muamele edilirler. Ayrica yaygin olarak greftleme veya
bagka polimerlerle karisim gseklinde doku muahendisligi iskelesi olarak
hazirlanabilmektedir [38, 39, 5]. Sekil 2.7°de jelatinin kimyasal yapisi sematik

olarak gosterilmigtir.

20



JH
o

& [v] o
I I Iy I

g——h—H— g——N—CH—C=—H——CH—C—H

]L| n CHy H CH, T
b —eH—— R | e—H— H—g— K
| M CHa THz | J
CHy ©Hy r|:=u - .
| [T
HH a ”
C——HH, N

+
HHg

Sekil 2.7. Jelatinin kimyasal yapisi.

Jelatin icin en temel siniflandirma, jel giclu ya da jel sikiligini tanimlayan ve
Bloom adi verilen siniflandirmadir. Diger siniflandirmalar ise, jellesme noktasi ve
erime noktasina gore yapilan siniflandirmalardir. Jelatinlerin glici genel olarak 50-
300 Bloom arasinda degismektedir. Siniflandirma; duasuk Bloom (<120), orta
Bloom (120-220) ve yuksek Bloom (>220) olarak yapilmaktadir. 125-250 Bloom
arasindaki jelatin gida endustrisinde kullanilirken, 300 Bloom gibi yuksek jel
gucune sahip jelatin, doku iskelesi gibi mekanik dayanima ihtiya¢ olan durumlarda
kullaniimaktadir [40].

2.2.5.2. Poli(kaprolakton) (PCL)

Poli(a-hidroksi ester) ailesinin bir Gyesi olan PCL, yari kristalin yapisal 6zellige
sahip biyobozunur bir sentetik polimerdir. Poliester ailesine mensup PLA, PGA ve
PLGA ile karsilastiriididinda PCL, dusuk degradasyon hizina sahip olmasi
nedeniyle doku iskelesi Uretiminde daha az kullaniimaktadir [41]. Fakat, hidroliz
atagina karsi sahip oldugu gelismis dirence ragmen diger biyobozunur
polimerlerden daha dusik fiyata sahip oldugundan, elektro-egirme ile nanofiber

uretimi igin cazip bir polimerdir [38, 42-54].
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PCL, e-kaprolaktonun, 170°C’de, azot atmosferinde, dibutil kalay oksit (Bu,SnO)
katalizorunin valiginda gergeklesen, halka ac¢ilma polimerizasyonu ile
sentezlenmektedir [55] (Sekil 2.8). e-kaprolakton, ¢ok sayida farkli monomerle de
(etilen oksit, stiren, metil metakrilat, vinil asetat vb.) kopolimerlestirilebilmektedir.
Ayrica, PCL birgok farkh polimerle uyumlu karisim olusturma egilimindedir. Bu
Ozellikleri sayesinde PCL, doku muhendisligi calismalarinda hem tek basina, hem

de diger polimerlerle birlikte gorev alabilmektedir [56].

O
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Sekil 2.8. e-kaprolaktonun halka acgilma polimerizasyonuna ugramasi ile PCL
sentezi.

2.2.6. Deri Doku Muhendisliginde Kullanilan Fabrikasyon Yontemleri

Deri doku muhendisliginde tercih edilen doku iskelesi formu genellikle
membranlardir. Membran tercih edilmesinin nedeni derinin ince yapisini taklit
edebilmek ve hlcre proliferasyonuna izin verecek bozunmaya ugramalarina
olanak saglayabilmektir. Membran fabrikasyonunda, ¢6ztclu uzaklastirma (solvent
casting), dondurarak kurutma (freeze drying), elektro-egirme (electrospinning), kati
serbest form fabrikasyon teknolojileri (SFF) ya da ¢6zlcl uzaklastirmayi takiben,
eksenel germe (biaxially stretching) veya dondurarak kurutma (freeze drying)

yontemleri siklikla kullaniimaktadir.
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2.2.6.1. Yontemlerden ornekler

Khor ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada insan keratinosit hicreleri, iki agsamada
uretilen ¢dzlcusl uzaklastirilmis (solvent-cast) ve iki eksenli gerilmis (biaxially
stretched) PCL filmler Uzerinde kultlre edilmistir. CézlclsU uzaklastiriimig ortller
iki eksenli gerilmis sekilde 5-15um kalinlikta Uretilebilmektedirler. ki eksenli
gerilmis filmler esneklik, mekanik dayanim ve kutle oranina bagh olarak, sadece
¢o6zlcusU uzaklastiriimig ortulere goére daha iyi bir epidermal destektir. PCL filmler
uzerinde hucreler tutunur, hizla gogalirlar ve kaltur periyodu suresince canliliklarini

yuksek oranda korurlar [57].

Yapilan bir baska calismada ise gozenekli ve dondurularak kurutulmus jelatin
hidrojelleri hazirlanmistir [58]. Once capraz baglanarak hidrojel haline getirilen
jelatinin, distile su igerisinde sismesi saglanir. Ardindan dondurularak kurutma

yontemiyle gézenekli doku iskeleleri olusturulmaktadir.

Kati serbest form (SFF) fabrikasyon teknolojileri, kati veya sivi haldeki
malzemenin tabakalar halinde katilastirilmasina dayanir. Her bir tabaka bilgisayar
tabanli bir dosya tarafindan tanimlanarak olusturulur. Her bir tabaka
tamamlandiginda yapi platformu bir tabaka kalinhgi kadar asagi kaydirilarak islem
tamamlanir. Ozellikle (¢ boyutlu defektlerin kapatilmasinda basarili sonuglar
alinmaktadir [59].

Gunumuzde deri doku muhendisliginde siklikla kullanilan teknolojilerden biri de
elektroegirmedir. Elektroegirme, elektrostatik kuvvetleri kullanarak nano oOlgekte
fiber Uretimi yapan tek yaklagsimdir. Elektroegirme ile hazirlanmig fiberler, kliguk
fiber capina ve yuksek ylzey alanina sahiptir. Elektroegirme yontemi ile 15
nm’den 10 um’ye kadar degisen caplarda lifler hazirlanabilmektedir. Elde edilen
nanofibréz doku iskeleleri, dogal ekstraselller matris yapilanmasini taklit
ettiginden, elektroegirme yodntemi, basarili doku iskelesi fabrikasyonu yontemleri

arasinda gosterilmektedir [60].
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2.2.6.2 Elektroegirme (Electrospinning) yontemi

Elektrostatik kuvvet kullanarak fiber Gretimi olarak O6zetlenen deneysel dizenek
Formhals tarafindan patentlenmistir [61]. Fiberler bu yontemle egirildiginde, islem
elektroegirme olarak adlandirilmaktadir. Diger bir deyisle, elektroegirme, polimer
cOzeltisi veya eriyiginin elektriksel olarak yuklenmis jeti araciligiyla nanofiber
olusturma islemidir. Elektroegirme islemi basit¢e, polimer ¢ozeltisininin koyuldugu
pipet veya siringa, iki elektrod ve kV mertebesinde DC voltaj kaynagindan
olusmaktadir. Siringa ucundaki polimer damlasi yiksek voltajin etkisiyle fibere
donugur. Polimer jeti elektriksel olarak yuklenir ve bu yuk polimer fiberlerinin
kivrilarak belli bir yol izlemesine neden olur. Bu yol boyunca fiberlerin ¢api azalir.

Fiberler ag halinde topraklanmis hedefin (toplayici) ylizeyinde toplanir (Sekil 2.9).

Sinnga Pompasi

l Toplayio
YiksekVoltaj =
Kaynadi

Sekil 2.9. Elektroegirme isleminin sematik gosterimi.
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Elektroegirme ile ilgili 6nemli 6zellikler sdyle siralanabilir:

Polimer igin uygun ¢ozucu secilmelidir.

e (Cozlcu fiber butinliguni bozmayacak derecede hizli buharlasabilen ama
toplayici hedefe giderken fiberlerin nanometre mertebesine ulasabilecegi
sure gecene kadar da buharlasmayan, yani uygun buhar basincina sahip
bir ¢éztcu olmalidir.

e (CozlUcunun viskozitesi ve ylzey gerilimi ne polimer jetinin olusumunu
engelleyecek kadar yuksek, ne de polimerin giringa ucundan rahatga
akabilecegi kadar dugsuk olmaldir.

e Kullanilan yuksek voltaj, polimer ¢ozeltisinin viskozitesi ve yuzey gerilimini
yenerek, siringa ucundan polimer jeti formunu olusturacak yeterlilige sahip
olmahdir.

e Siringa ucu ile toplayici arasindaki mesafe, elektrodlar arasinda akim

atlamasi yapmayacak kadar ve zamaninda buharlasmayi saglayip fiber

formu olugmasina yardimci olacak yeterlilikte genis olmalidir.

Elektroegirme isleminde, polimer ¢ozeltisine yuksek voltaj uygulanarak yuklerin
sIvi igerisinde uyariimalari saglanir. Polimer ¢ozeltisi igerisindeki uyarilan yukler
kritik bir degere ulastiginda, igne ucundaki damla koni gekline gelir ve sivi jeti
fiskirmaya baslar. Bu koni bigimine Taylor konisi adi verilmigtir [62].
Elektroegirme jeti daha duslUk potansiyelin oldugu alana dogru hareket etmeye
baglar ve genellikle bu alan toplayicidir. Boncuklu fiberlerden, ylzeyinde
gozenekler olan fiberlere kadar, elektroedirmeyle elde edilmis fiberlerin
morfolojlerini etkileyen bircok parametre vardir. Elektroegirme, eriyik halindeki
polimer Uzerinden gergeklestirilebildigi gibi [63-66] c¢cogu elektroegirme islemi
polimer c¢oOzeltileri  kullanilarak  yapilmaktadir.  Elektroegirmeyi etkileyen
parametreler, polimer ¢ozelti parametreleri, uygulanan voltaj, sicaklik ve toplayici
etkisini iceren iglem parametreleri ve c¢evresel parametreler olarak genis bir
bicimde siniflandirilablir. Bu parametrelerin anlasiimasinda, degisik tip ve
yerlesime sahip fibréz yapilarin elde edildigi elektroegirme dizeneklerinin
incelenmesi Onemlidir. Bu parameterelerin degistiriimesiyle degisik morfolojide

nanofiberler hazirlamak mimkindr.
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2.2.6.2.i. Polimer ¢ozeltisi ile ilgili parametreler

Polimer ¢ozeltisi 6zellikleri, elektroegirme islemini ve olugsan fiber morfolojisini
onemli Olclide etkilemektedir. Ylzey gerilimi, fiber uzunlugunun yanisira boncuk
olusumunda da Onemli rol oynamaktadir. Cozelti viskozitesi ve c¢ozeltinin
elektriksel ozellikleri ¢ozeltinin elektrik alan etkisinde uzama derecesini tanimlar.

Tam bu parametreler, fiber ¢gapini dogrudan etkilemektedir.

Molekuler agirhk ve cozelti viskozitesi: Elektroegirme yontemi igin gerekli

kosullardan biri polimer ¢ozeltisinin uygun molekuiler agirlik ve viskoziteye sahip
olmasidir. Elektroegirme islemi sirasinda polimer jeti igneyi terkederken, polimer
¢ozeltisi gerilerek toplayiciya dogru hareket eder. Polimer g¢ozeltisinin gerilmesi
suresince, molekul zincirlerinin dolagikligi sayesinde elektriksel olarak yuklenmis
jetin kirilmasi engellenir ve polimer ¢ozeltisine ait jetin surekli olusmasi saglanir.
Sonu¢ olarak, monomerik polimer ¢ozeltileri elektroegirme islemine tabi

tutulduklari zaman fiber formunda elde edilemezler [67].

Polimerin molekuler agirhgi, polimer zincirinin uzunlugunu belirtir. Polimer
uzunlugu ¢ozucu igerisindeki polimer zincirlerinin dolasikhidinin oranini tanimlar ve
bu durum da ¢ozelti viskozitesini arttirir. Cozelti viskozitesini arttirmanin bir diger
yolu ise, c¢oOzeltideki polimer konsantrasyonunu arttirmaktir. Benzer sekilde
molekuler agirhgi arttirmak, ¢ozelti igerisindeki konsantrasyonu arttirmaktadir. Bu
durum c¢ozelti icerisinde yuksek polimer zinciri dolasikligina neden olmakta ve bu
da elektro-egirme sirasinda olusan jetin surekliligini saglamak acgisindan gereklilik

arz etmektedir.

Polimer zincir dolagikhdi, elektroedirme sirasinda polimer jeti kiguk damlalara
ayrildiginda yada Uretilen fiberlerde boncuk olustugu durumlarda énemli bir etkiye
sahiptir [68]. Minimum polimer zinciri dolagikligi gerekliliginin yani sira, polimer
¢ozeltisinin siringa ucundan pompalanmasini bir miktar zorlastirmasi agisindan
viskoziteye de ihtiya¢ vardir [69]. Viskozite ¢ok yuksek oldugunda, elektroegirme

islemi baslamadan once siringa ucundaki ¢ozelti kuruyabilir [70]. Birgok deneysel
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calisma, boncuk olugmadan fiber Uretiminin gergeklestirilebilmesi icin her polimer
¢ozeltisinin minimum viskoziteye ihtiyaci oldugunu goéstermektedir [71, 72]. Dusuk
viskozitede benzer durum fiberler boyunca boncuk olusumudur. Sekil 2.10.’da
gOsterildigi gibi, viskozite arttiginda, olusan boncuklar, fiber formuna gelene kadar,
kademeli olarak kuresel formdan ig formuna gegmeye baslarlar [72, 73]. Dusuk
viskozite degerlerinde, ¢o6zucli molekullerinin fazlahgi ve daha az zincir
dolasikhginin varligi, elektroegirme jeti Uzerindeki yuzey geriliminin baskin etki
kazanmasina ve bunun sonucu olarak da fiberler boyunca boncuk olusumu

gOrulmesine neden olmaktadir.

Sekil 2.10.Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan c¢ozeltilerden elde edilen PCL
nanofiberlerin SEM goruntuleri. PCL konsantrasyonlari; (a) %8, (b) %10, (c) %12,
(d) %16 [74].

Viskozitenin yukselmesi, polimer zincir dolasikhginin artmasini ve bdylece
elektroegirme jeti Uzerindeki yuklerin, polimer zincirleri arasinda dagilmis ¢ézucu
molekulleriyle beraber tamamen esneyebilmesini saglamaktadir. Viskozitenin
artmasiyla beraber fiber capi da artmaktadir [71, 75-78]. Codzeltinin yuksek
direncine bagli olarak jet Uzerindeki yuklerin ¢ozeltiyi esneterek kararli bir jet

olusumunu sagladiklari dusunulmektedir [76].
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Polimer jeti igerisindeki ¢Ozelti ve yukler arasindaki etkilesim fiber ¢capi dagilimini
belirlemektedir. Elektroegirme iglemi sirasinda, ana elektroegirme jetinden ikincil
bir elektroegirme jeti ortaya cikabilir. Bu jet belirlenmis viskozite degerinde daha
klguk capli fiberlerin olusmasina neden olmaktadir [79]. Bazi durumlardaki farkh
fiber capi dagilimlari bu sayede acgiklanmaktadir [77, 78, 80]. Fakat, viskozite
yeterli derecede yuksek oldugunda ana jetten ikincil jet olusumu engellenerek,
daha yuksek caplarda ve dagihmlari birbirine yakin fiberler elde edilebilmektedir

[81].

Yuksek konsantrasyonun bir bagka etkisi de daha kiuguk toplanma alani olarak
gOzlemlenir. Konsantrasyonu arttirmak demek, igne ucu ile toplayici arasindaki
uzakligi arttirarak, c¢ozelti viskozitesini elektroegirme iglemi sirasinda meydana
gelen bikilme kararsizligini engelleyecek yeterlilie getirmek demektir. Sonug
olarak, jetin katedecedi yol artacak ve bukulme kararsizhdi daha dar bir alana
yayilacaktir [73]. Jetin alacagi yolun artmasi demek, ¢ozeltinin daha az esnemesi
ve sonug olarak olusan fiberlerin gapinin artmasi demektir. Viskozite, dlzguln fiber
uretiminde 6nemli rol oynamasina ragmen, fiber ¢api belirlemede konsantrasyon

kadar etkisi bulunmamaktadir [82].

(a) Normal e-egirme (b) T-5

'kararsiz baglangig
edirme jetleri

- kararl Taylor konisi

= = =l
(c) Taylor konisinin dedisik sekilleri

= -

Sekil 2.11.(a) Normal elektro-edirme islemi ve olusan kararsiz jet, (b) T-5 yardimci
elektroduyla olusan kararh jet, (c) Farkh elektrod tiplerine goére cgesitlilik gdsteren
Taylor konisi.
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Kararli bir polimer jetinden benzer dagilima sahip ve daha dar bir alanda toplanan
fiberler olusturabilmek i¢in yardimci elektrodlar kullaniimaktadir [83]. Bu elektrodlar
sayesinde siringanin ignesi uzerindeki elektrik alani igne ucuna yogunlastirip
duzgun bir Taylor konisi elde ederek, daha duguk voltajlarda ve yuksek akig hizi
degerlerinde fiberler elde edilebilmektedir (Sekil 2.11).

Yuzey gerilimi: Elektroegirme isleminin baslangicinda yiklenen ¢ozeltinin kendi
yuzey gerilimini yenmesi gerekmektedir. Fakat, jet toplayiciya dogru hareket
ederken, yuzey gerilimi jet boyunca boncuk olusumuna neden olabilir. Yuzey
gerilimi sivinin birim hacim basina dusen yuzey alanini duasurticu bir etki
yapmaktadir. Serbest haldeki ¢oziucli molekulleri yuksek konsantrasyona sahip
oldugunda, ¢ozucu molekullerinde yuzey gerilimine bagh olarak kuresel sekilde
toplanma egilimi gorulmektedir. Yuksek viskozite, ¢ozucu ve polimer molekulleri
arasinda yuksek etkilesim demektir ki polimer ¢ozeltisi yUklerin etkisi altinda
gerildiginde, ¢6zucu molekulleri, dolasik polimer molekulleri Uzerine yayillma
egilimi gosterir, boylece yuzey gerilimi etkisinde ¢ozucu molekdllerinin bir araya

gelme egilimi azalmaktadir (Sekil 2.12).

Polimer
molekdlleri

Sekil 2.12 (a) Yuksek viskozitede, ¢b6zucu molekuillerinin dolasik polimer
molekdilleri Gzerine dagiimasi, (b) DUsuk viskozitede, ¢ézicli molekillerinin ylizey
gerilimi etkisi altinda bir araya toplanma egilimi gostermesi.
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Etanol gibi ylzey gerilimi dusuk ¢oziculerle duzgun fiber eldesi saglanabilmektedir
[72]. YUzey gerilimini dustrmenin bir baska yolu ¢ozeltiye surfaktan eklemektir.
Surfaktan eklenmesiyle birbirine benzer fiberler elde edilebilmektedir. Hatta ¢ozelti
icerisine toz halinde dagitilan ¢o6zinmeyen surfaktanin, fiber morfolojisinde

iyilesmeye neden oldugu gorulmustar [84].

Cozelti iletkenligi: Elektroegirme islemi ¢ozelti igerisindeki yuklerin birbirini itmesine
neden olarak bir gerilme yaratir. Cozeltinin iletkenligi arttiginda, daha fazla yuk
elektroegirme jeti tarafindan tasinabilmektedir. Coézeltinin iletkenligi iyon
eklenmesiyle arttirilabilmektedir. Ayrica, iyon formunda birgok ila¢ ve protein suda
¢ozunebilmektedir. Daha Once, polimer ¢cozeltisi elektrik alan etkisinde tam olarak
gerilmediginde boncuk olusumu oldugundan bahsedilmistir. Cozeltiye az miktarda
tuz veya polielektrolit eklenmesiyle, c¢ozelti tarafindan tasinan yuk miktari
artacagindan c¢oOzeltinin gerilmesi artacaktir. Boylelikle boncuksuz duz fiberlerin
uretimi  saglanmaktadir. YuUksek iletkenlikte ¢ozlculerle hazirlanan polimer
cozeltileri boncuksuz fiber Uretimine olanak sadlarken, sifir iletkenlie sahip
¢cozeltiyle yapilan elektroegirme islemi sonucu fiber olusmadigi goérulmustar [76].
Cozelti geriimesi ayni zamanda daha dusik c¢apta fiber dretimine olanak
saglamaktadir [70]. Cozeltide gerilme olustugunda yuklerin kulombik kuvvetlerine
kars! ylksek viskoelastik kuvvetler olusmaktadir [85]. Bu durum da fiber ¢capindaki

dususu sinirlandirmaktadir.

Cozelti iletkenligini yukselten iyonlarin varhigi, elektroegirme icin olugsan kritik voltaj
degerini azaltmaktadir [84]. YUk artisinin diger bir etkisi ise ylksek bukilme
kararsizhigina (bending instability) neden olmasidir. Daha kararsiz bir hareket
olustugundan toplayicida biriken fiberler daha genis bir alana yayiimaktadir [85].
Bu durum jetin alacagi yolu arttirarak daha ince fiber olusumuna yardim

etmektedir.

Kullanilan iyonlarin  bayudklagunun fiber morfolojisi Uzerinde onemli etkisi
bulunmaktadir. Fiber Uretilen polimer ¢ozeltisine NaCl eklenirse daha kuguk capli,

KH,PO4 eklenirse daha blyuk ¢apli fiberler, NaH,POa4 eklenirse orta blyukllkte
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fiberler elde edilir. Sodyum ve klor iyonlari, potasyum ve fosfat iyonlarina gore
daha kuguk atomik caplara sahip olduklarindan, harici elektrik alan etkisi altinda
daha buyuk hareket kabiliyetine sahiptirler. Sonug olarak, daha kiglk iyonlar daha
fazla hareket kabiliyetine sahip olduklarindan, elektroegirme jeti lzerindeki daha
baylk uzatici kuvvete neden olarak, duslik caplarda fiber Uretimine olanak

saglamaktadirlar [70].

Coézucunun_dielektrik etkisi: Coztcunin dielektrik sabiti elektroegirme isleminde

onemli bir etkiye sahiptir. Genel olarak ylksek dielektrik 6zellige sahip olan bir
¢ozelti, boncuk olusumunu ve fiber gapini azaltici etki gostermektedir [87]. DMF
gibi ¢odziculerin eklenmesiyle, c¢ozeltinin dielektrik ozellikleri arttinimakta, bu
sayede fiber morfolojisi duzeltimektedir [88]. Elektroegirme jetinin bukilme
kararsizlig1 yuksek dielektrik sabiti ile artmaktadir. Bu durum toplayici Uzerindeki
toplanma alaninin arttigini géstermektedir. Bu ayni zamanda, jetin aldigi yolun
artmasina bagli olarak fiber ¢apini digsurmeye yardimci olmaktadir [89]. Fakat,
yuksek dielektrik sabitine sahip bir ¢ozucu, c¢ozeltinin elektroegirilebilirligini
arttirmak icin eklendiginde, polimerin ¢ozunurligu gibi karigimlar arasindaki
etkilesimin, Uretilen fiber morfolojisi Uzerinde énemli etkisi vardir. DMF, polistiren
(PS) ¢ozeltisine eklendiginde, DMF’in yuksek dielektrik sabitine ragmen, boncuk
olusumu gézlenmistir. Bu durum muhtemelen PS ve ¢6zicl molekilleri arasindaki

zayIf etkilesimden kaynaklanmaktadir [90].

2.2.6.2.ii. islem parametreleri

Elektro-egirme jeti Uzerinde uygulanan c¢esitli harici faktorler, elektroegirme
islemini etkileyen diger 6nemli parametrelerdir. Bunlar; uygulanan voltaj, akis veya
besleme hizi, ¢ozelti sicakligi, toplayici tipi, igne ¢api! ve toplayici ile igne ucu
arasindaki mesafe olarak adlandiriimaktadir. Bu parametreler, ¢ozelti
parametrelerinden daha az 6neme sahip olmalarina ragmen, fiber morfolojisi

uzerinde kesin etkiye sahiptirler.
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Voltaj: Elektroegirmede ¢ok onemli bir faktor, ¢cozeltiye uygulanan ylksek voltajdir.
Cozeltiye uygulanan yuksek voltaj, ¢ozeltideki uyariimis yukler ve harici elektrik
alan ile beraber c¢ozelti igerisindeki elektrostatik kuvvetlerin yuzey gerilimini
yenmesiyle elektroegirme islemini baslatir. Genel olarak, pozitif veya negatif 6
kV’'un Gzerindeki voltaj degerlerinde, igne ucundaki damla, Taylor konisi bigimini
almaktadir [91]. Cozeltinin akig hizina bagh olarak, Taylor konisinin kararl
olabilmesi icin yuksek voltaj gerekmektedir. Elektroegirme jetindeki kulombik itici
kuvvet, viskoelastik ¢oOzeltiyi esnetmektedir. Eger uygulanan voltaj yuksekse,
olusan yogun yuk, igne ucundan daha fazla hacimde ¢ozelti cikmasina ve olusan
jetin hiz kazanmasina neden olmaktadir. Bu durum daha kiguk ve daha az kararl
Taylor konisi olusumuna neden olabilmektedir [70]. Uygulanan voltaj yeterli akis

hizindan fazlaysa, olusan Taylor konisi igne igerisine geri ¢cekilebilmektedir [78].

Uygulanan voltaj ve olusan elektrik alan, jetin esnemesi ve hizlanmasinda ve
olusan fiber morfolojisi Uzerinde etkilidir. Pek ¢ok durumda, yuksek voltaj, guclu
elektrik alan kadar jet Uzerindeki yuksek kulombik etkilere bagli olarak, ¢ozeltide
blylk esnemeye neden olur. Bu durum fiber ¢aplarinda azaltici etki yaratir [67,
71, 92] ve bunun yanisira ¢ozucl buharlagsmasini hizlandirarak daha kuru fiber
uretimine olanak saglar [93]. DusuUk viskoziteli g¢ozeltiler icin ylksek voltaj,
elektroegirme sirasinda ikincil jet olusumuna neden olabilir. Bu durum fiber ¢apinin
azalmasinda etkilidir [77]. Bir diger faktér olan elektro-egirme jetinin ugus zamani
da fiber capini etkileyebilmektedir. Daha ylksek ugus zamani, fiberler toplayicida
toplanmaya baglamadan 6nce onlara esnemek ve uzamak icin fazladan sure tanir.
Boylece, dusik voltajda, zayif elektrik alan nedeniyle yavaglayan jetten,
elektroegirme ugus zamaninin ylkseltimesiyle daha ince fiber Uretimi
gerceklestirilebilir. Bu durumda, elektro-egirme kritik voltajina yakin voltaj

kullanilarak daha ince fiber Uretimi mimkan hale gelebilir [81].

Yuksek voltaj degerlerinde, boncuk olusumuna daha yuksek egilim gorulmektedir
[70, 77, 78]. Ayrica voltajin yukselmesine bagli olarak boncuk seklinin ig benzeri
sekilden kuresel hale donustugu belirlenmigtir [70]. YUksek voltaja bagl olarak jet
Uzerinde artan esneme, daha az boncuk olusumuna neden olabilmektedir. [76].

Yuksek voltaja bagll olarak, Taylor konisinin vyetersizligi nedeniyle jet
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kararsizhiginin artmasi sonucu boncuk yogunlugunun artmasina neden olabilir [70,
78]. Bir diger ilging gbzlem, voltaj arttikga boncuk yogunlugunun artmasi ve hatta
boncuk yapilarinin fiber yapilarina katilarak daha kalin fiberler olusturmalaridir
[94].

Yuksek voltaj sadece fiberlerin fiziksel gorunimund degil, ayni zamanda polimer
fiberlerinin kristalinitesini de etkiler. Elektroegirme sirasinda olugsan elektrostatik
alan polimer molekdillerini daha sirali hale getirerek, fiberlerde yiksek kristaliniteye
neden olur. Fakat, belli bir voltaj dederinin Uzerinde, fiber kristalinitesi artar. Voltaj
arttikgca ayni zamanda fiberlerin hizlanmasi da artar, bu durum da elektoegirme
jetinin ugus suresini kisaltir. Polimer molekulleri uygun sekilde hizalanabilmek igin
belli bir streye ihtiyagc duymaktadirlar. Bu nedenle fiberlere taninan uygun ugus

suresi, yuksek voltajla birlikte fiber kristalinitesini arttiracaktir [81].

Elektroegirme jeti Uzerinde voltaja bagl olarak yuUkler olustugunda, bu yukler jetin
alacagi yolu degistirecek sekilde bir harici elektrik alandan etkilenebilirler. Elektro-
egirme jetinin kaynagdi ile toplayici arasindaki elektrik alan profilini degistirerek,

elektroegirme jeti kontrol edilebilir.

Bu harici etkilenme, yardimci elektrod kullanilarak toplayicinin yonelim veya
seklinin  degistiriimesiyle asilabilir. Hizalanmig hatta desen kazandiriimig

nanofiberler elektrik alanin amaca uygun degistiriimesiyle elde edilebilmektedir.

Akis hizi: Akig hizi, elektroegirme islemi igin uygun polimer ¢ozeltisi miktarini
tanimlar. Kararli bir Taylor konisi olusumu saglandigi noktada, verilen voltaj degeri
icin uygun bir akis hizi vardir. Akis hizi yukseltildiginde bu ylUkselise bagl olarak
fiber capinda yada boncuk buyukliginde orantili bir artis meydana gelmekte ve

siringa ucundan yuksek hacimli ¢ozelti ¢ikigi gorunur hale gelmektedir [70, 95].

igne ucundan yiiksek hacimli ¢cdzelti gikisina bagli olarak, jetin kuruma siiresi
artacaktir. Sonuc olarak, fiberlere taninan ucgus suresi, Uzerlerindeki ¢oézucunin

buharlasmasi igin yeterli olmayacaktir. Geriye kalan c¢ozucu fiberleri eriterek
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birbiriyle baglantili bir ag formuna gelmelerini saglamaktadir. Dusuk akis hizi,
¢ozlclu buharlasmasina daha fazla zaman tanimasi bakimindan daha c¢ok

istenilen bir durumdur [96].

Toplayici_etkisi: Elektroegirme islemi sirasinda siringa ucu veya kaynak ile

toplayici arasinda bir elektrik alan olusmaktadir. Birgok elektroegirme dizeneginde
aluminyum folyo gibi iletken bir malzemeden yapilan toplayici plaka, kaynak ile
toplayici arasinda kararli bir potansiyel farki olusturacak sekilde elektriksel olarak
topraklanmistir.  Toplayici olarak yalitkan bir malzeme kullanildiginda,
elektroegirme jeti Uzerindeki yukler hizla yigilmakta ve sonu¢ olarak daha az fiber
birikimi olmaktadir [97, 98]. Fiberlerin iletken malzeme Uzerinde birikme yogunlugu
yalitkan malzemeye gore daha fazladir. Buna bagl olarak, toplayici Uzerinde
yigilan yuUklere ait itici kuvvetlerin daha fazla fiber toplanmasina neden oldugu
gorilmustir. lletken toplayicida, fiber tizerindeki yiikler daha fazla fiberin toplayici
tarafindan c¢ekilmesini saglamak Uzere dagiimistir. Sonu¢ olarak, fiberler

birbirilerine yakin toplanmaktadirlar [98].

Yalitkan toplayicida, benzer yiUklerin sahip oldugu itici kuvvetler, 3 boyutlu fiber
yapisi olusumuna neden olmaktadir. Yuklerin uygun yogunlukla toplandigi

baslangic ag yapisinda, ortaya c¢ikan itme kuvveti bal petegi seklinde bir

toplanmaya neden olabilir [78] (Sekil 2.13-a).

Sekil 2.13. Yalitkan toplayici Gzerinde fiberlerin bal petedi seklinde toplanmasi (a),
yalitkan hale gelen fiberlerin gukur yapilar olusturmasi (b).
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Fakat, toplayici iletken olsa bile, fiberler yiksek toplanma oranina ve yeterli ag
kalinhgina ulastiginda, geride kalan yUklerin birikiminden dolayi polimer fiberleri
yalitkan hale gelir. Bu durum fiber aglar Gzerinde gukur yapilar olusmasina neden
olabilir [99] (Sekil 2.13-b).

Toplayicinin duragan veya hareketli olmasi elektroegirme islemini etkilemektedir.
Doner toplayici, fiberleri hizalanmis olarak toplamak igin kullanilir, ayrica Uretilen
fiberlerin kurumasina yardim ettigi goralmustir. Bu toplayicilar 6zellikle, DMF gibi
kaynama noktasi yuksek cozlcller icin kullanighdir, boylece fiberler toplayici
uzerinde 1slak kalmamaktadir. Doner toplayicilar buharlasma igin ¢dzlcuye
fazladan zaman tanimakta [90] ve ayrica fiberlerin Uzerindeki ¢6zlicunin
buharlasma oranini arttirmaktadir. Bu nedenle, bu tip toplayicilarin fiber morfolojisi

uzerinde olumlu etkileri olmaktadir.

Pipet kilcali veya igne capi etkisi: igne veya pipet kilcalinin i¢c capinin

elektroegirme iglemi Uzerinde mutlak bir etkisi vardir. Kugik capl ignenin
tikanmaya bagli olarak boncuk olusumuna neden oldugu bulunmustur [100]. igne
capinin azalmasi, olusan fiber capinda azalmaya neden olmaktadir. igne ucundaki
damlanin hacmi azaldiginda, damlanin ylzey gerilimi artmaktadir. Ayni voltaj
degerinde, jet olusumunun saglanabilmesi i¢cin daha yuksek kulombik kuvvetlere
ihtiyac bulunmaktadir. Sonug¢ olarak, elektroegirme jetinin hizi diismekte, bu da
¢cozeltiye, toplayiciya gitmeden 6nce, gerilmesi ve uzamasi igin daha fazla zaman
tanimaktadir. igne capinin ¢ok kiigiik oldugu durumlarda, igne ucundan cozelti

damlasinin ¢ikisi mimkudn olmayabilmektedir [81].

igne ucu ile toplayici arasindaki mesafe: Fiber jetinin ugus suresi yani aldigi yol,

elektrik alanin guicu kadar elektroedirme islemi ve sonucunda olusan fiberler
lizerinde etkili olmaktadir. igne ucu ile toplayici arasindaki mesafenin degismesi,
ugus suresi ve elektrik alan gicinlt dogrudan etkilemektedir. Birbirinden bagimsiz
fiberlerin  olusabilmesi icin, elektroegirme jetinin Gzerindeki ¢6zlcunun
buharlasabilecegi yeterlilikte siire gegmelidir. igne ucu ile toplayici arasindaki

mesafe kisaldiginda, jet toplayiciya ulasana kadar daha kisa bir mesafe
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taramaktadir. Ayrica, elektrik alan gucu arttiginda ayni zamanda jetin toplayiciya
dogru giderken sahip oldugu hiz da artmaktadir. Sonug¢ olarak, ¢ozicunin
buharlasmasina firsat kalmadan fiberler toplayicida birikmektedir. Mesafe ¢ok
disuk oldugunda, asiri ¢dzlcu, fiberlerin kaynagsmasina neden olmaktadir. Sekil
2.14’de fiberler arasi baglantilar gorulmektedir [67]. Birbiriyle baglantili bu fiberler,

olusan iskeleye fazladan mekanik dayanim kazandirabilmektedir.

Sekil 2.14. Nylon 6,6’'nin (a) 2 cm toplanma uzakhgd: ve (b) 0.5 cm toplanma
uzakhgindaki SEM goruntuleri [67].

Polimer c¢ozeltisinin  6zelligine bagh olarak, mesafenin degismesinin fiber
morfolojisi Uzerinde O6nemli bir etkisi olmayabilir. Bazi durumlarda, mesafenin
degismesi fiber ¢capini etkilememektedir. Fakat mesafe ¢ok kisa oldugunda boncuk
olusumu gdzlemlenmektedir [71]. igne ucu ile toplayici arasindaki elektrik alan
siddetinin artmasinin sonucu boncuk olugumu gorulebilmektedir. Elektrik alan
siddetini arttirmada, mesafeyi azaltmak, voltaji arttirmakla ayni etkiyi yapmaktadir.
Daha onceki galismalarda, elektrik alan siddeti ¢ok fazla oldugunda, elektroegirme
jetinin kararsizliginin arttigr ve bu durumun da boncuk olusumuna neden oldugu
belirtiimistir [70, 78]. Fakat mesafe, elektrik alan siddeti gibi optimum bir degerde
olursa, elektrostatik alanin polimer jetine sagladigi uygun esneme kuvveti
sayesinde daha az boncuk olusumu godzlenmektedir [76]. Diger kosullarda,
mesafeyi arttirmak, ortalama fiber capinda distse neden olmaktadir [101]. Daha

uzun mesafe, polimer jetinin toplayiciya ulasmadan o6nce vyeterli miktarda
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esneyebilmesi igin gereken daha uzun ugus suresini ifade etmektedir [79, 81].
Fakat, uzun mesafenin oldugu durumlarda fiber gapi da artmaktadir. Bunun nedeni
elektrik alan siddetinin dismesiyle birlikte, fiberlerin elektrik alanin etkisi altinda
daha az esnemesinden kaynaklanmaktadir [92]. Mesafe ¢ok genis oldugunda,
toplayicida fiber toplanmamaktadir [81]. Bu nedenle fiber capini azaltacak
miktarda polimer c¢ozeltisinin esnemesini arttiran optimum bir elektrik alan

siddetine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2.6.2.iii. Gevresel parametreler

Elektroegirme jeti Uzerinde gevresel sartlarin etkisi konusunda ¢ok az arastirma
yapilmigtir. Ortam ile polimer ¢oOzeltisi arasindaki herhangi bir etkilesim, fiber
morfolojisi Uzerinde etkili olabilmektedir. Ornegin, yiksek nem orani fiberlerin
yuzeyinde go6zenek olusumuna neden olabilmektedir. Elektroegirme bir harici
elektrik alandan etkilendigi surece, elektroegirme ortaminda olusabilecek herhangi

bir degisim, ayni zamanda elektro-egirme islemini etkileyecektir.

Sicaklik: Cozeltinin sicakhdi, ¢dziclinlin buharlasma oraninin yltkselmesine
boylelikle polimer ¢ozeltisinin viskozitesinin artmasina etki etmektedir. Polilretan
yuksek sicakliklarda elektroegirildiginde, daha fazla oranda birbirine yakin ¢aplara
sahip (uniform) fiberler elde edilmektedir [77]. Bu durum, c¢ozeltinin dusuk
viskozitesine ve polimerin ¢o6zlcu igerisinde ¢Ozunurligunun buyluk oranda
artmasina bagh olarak, polimer jetinin elektrik alan igerisinde daha esnek hale
gelmesi olarak acgiklanabilmektedir. DUsuk viskozitede, kulombik kuvvetler ¢ozelti
uzerinde yuksek esneme kuvveti yaratarak daha kuguk c¢aph fiberlerin eldesini
mumkun kilmaktadir [73]. Polimer molekullerinin hareketliliginin artmasina bagh
olarak sicaklik artisi, kulombik yuklerin ¢ozeltiyi daha fazla esnetmesine yardimci
olmaktadir. Fakat enzim ve protein gibi biyolojik molekullerin elektroegirme
cOzeltisine  eklendigi  durumlarda, yuksek sicakhk bu  molekullerin

fonksiyonelliklerini kaybetmelerine neden olabilmektedir.
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Nem: Elektroegirme ortaminin nemliligi, elektroegirme sirasinda polimer ¢ozeltisini
etkileyebilmektedir. Elektroegirme islemi, yiksek nem oraninda, normal atmosfer
basinci altinda fiber ylzeyi Uzerinden suyun yodusmasina benzer sekilde
gerceklesmektedir. Ozellikle polimer c¢dzeltisi igin ugucu bir ¢6ziici kullanildig
durumlarda, buharlagsma fiber morfolojisi Uzerinde etkili olabilmektedir [71, 102].
Polistlfonun (PS) tetrahidrofuran (THF) igerisindeki ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
deneylerde, nem orani %50’nin altinda oldugunda fiber ylzeylerinin diz oldugu
g6zlemlenmistir. Fakat, elektroegirme sirasinda artan nem orani, fiber ylzeyleri

uzerinde dairesel gozeneklere neden olmaktadir [103] (Sekil 2.15).

Sekil 2.15. %2.5’luk PLDLA ¢o6zeltisinin nem oraninin fiber morfolojisi Uzerindeki
etkisi (akis hizi= 0.005mL/min, voltaj= 20kV): (a) %30 nem orani, (b) %50 nem
oranl, (c) %70 nem orani.

Cevrenin nem orani ¢ozelti icerisindeki ¢dzlctunun buharlagsma hiziyla ters orantih
olarak ifade edilmektedir. DuslUk nem oraninda, ugucu ¢ozicu ¢ok hizli
buharlagsmaktadir. Cozuclinin buharlasmasi, igne ucundaki ¢dzucunun
uzaklasmasindan daha hizli olmaktadir. Sonug¢ olarak, elektroegirme islemi, igne

ucu tikkanmadan once birkag dakika igerisinde gergceklesmektedir [71].

Nem oraninin yalitkan ylzeyler Uzerindeki elektrostatik yUklere etkisi yaygin olarak
arastinimaktadir. Bakir boru Uzerine toplanan cam partikillerle yapilan
calismalarda, vyuksek bagll nemde (>%76) partikiller Uzerinde ylke
rastlanmamigtir. Nemin azalmasiyla, partikiller Uzerinde yuksek yuk artigi

gorulmustur [104].
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Yuksek nem oraninin fiberlerin degarj olmasina yardim ettigi dne surilmektedir
[105, 106]. Fakat, nem oraninin, toplanan fiberler Uzerindeki yUk birikimi ve
elektroegirme suresince olusan elektriksel desarj Uzerine etkisini tanimlayabilmek

icin daha fazla test yapmak gerekmektedir.

Atmosfer Tipi: Elektroegirme ortamindaki hava bilesiminin elektroegirme islemi

uzerine etkisi bulunmaktadir. Farkli gazlar, yuksek elektrostatik alan icerisinde
farkll davranis gdstermektedirler. Ornegin, helyum vyiiksek elektrostatik alan
altinda pargalanarak, elektroegirme islemini imkansiz hale getirmektedir. Fakat,
Freon®-12 gibi ylksek pargcalanma voltajina sahip bir gaz ortaminda, hava
ortamiyla ayni kosullar saglandiginda iki farkli gapa sahip fiberler elde edilmektedir
[75].

Basing: Kontrolli ortam kosullarinda, basincin elektroegirme jeti Uzerine olan
etkisini incelemek mumkundldr. Genel olarak, elektroegirme jeti etrafindaki
basincin dismesi elektroegirme islemini olumsuz ybdnde etkilemektedir. S6z
konusu basing, atmosferik basincin altina dustiginde, siringa igerisindeki polimer
¢Ozeltisi igne ucundan digariya akma egilimi gosterir ve bunun sonucunda kararsiz
jet olusumu meydana gelmektedir. Basing azaldiginda igne ucundaki ¢ozeltide
hizli baloncuk olusumu goézlenmektir. Cok dusik basing altinda, elektriksel
yuklerin bogalimina bagh olarak elektroegirme isleminin gerceklesmesi mumkudn

olmamaktadir.

2.2.6.3. Elektroegirme yontemi ile yapilan deri doku muhendisligi caligmalari

Elektroegirme islemi, sentetik ve dogal biyomalzemelerden derinin doku matrisine
daha yakin doku iskelesi dUretimi i¢in kullaniimaktadir. Elektroegirme ile Uretilmis
nanofibroz membranlar, yara oOrtisi alaninda potansiyel malzeme olarak
gosterilmektedir. Nanofibroz membran, islak yara ytzeyine herhangi bir sivi bikimi
olmadan homojen bir sekilde yapismaktadir [107]. Elektroegirme ile Uretilmis
nanofibréz membran seklindeki yara ortusu, yluksek gaz gecirgenligine sahiptir,

bununla birlikte yarayi enfeksiyondan ve dehidrasyondan korur.
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Ideal yara 6rtisu Uretiminin en 6nemli hedefi, yiiksek gdzeneklilige ve iyi bir
bariyer olma 6zelligine sahip bir membran elde etmektir. Bu hedefe ulasmak igin,
yara ortusu malzemeleri dikkatle secilmelidir ve yapinin iyi bir bariyer 6zelligine
sahip oldugundan ve oksijen gecirgenliginden yapilan kontroller sonucunda emin
olunmalidir. Nanofibr6z membranlar yara o6rtustu olarak kullanildiginda, yara
iyilesmesinin son safhasi olan epitelizasyon hizi artmakta ve dermis iyi bir sekilde
organize olmaktadir [49]. Polilretanin dodasinda var olan 6zellikler ve nanofiber
gozenekliligine bagli olarak su kaybi kontrol edilebilmekte, mikemmel oksijen

gegirgenligi saglanmakta ve sivi bosaltimi dizenlenmektedir.

Sentetik ve dogal polimerlerin fiziksel birlesmesi, fibroblastlar icin uygun bir
malzeme niteligi tasimaktadir [108]. PCL, kollajen tip | ve kollajen tip | kaplanmis
PCL nanofiberler doku yenilenmesi icin elektroegirme yontemi ile Uretilmistir.
Biyobozunur polikaprolakton (PCL) kollajen ile kaplandiginda elde edilen doku
iskelesinin mekanik butinligu artmaktadir. Bu ¢alismada, normal insan derisinden
alinan fibroblastlar, G¢ farkli nanofiber doku iskelesine de baglanip yayilmistir,
fakat hicreler ile nanofiber matrisler arasindaki etkilesim iskelenin malzemesi ile
degisiklik gostermektedir. Ornedin, kollajen nanofiber doku iskeleleri kontrol
kiltare gore oldukga yuksek oranda fibroblast cogalmasi gostermektedir. Aksine,
PCL fiberler kontrol kultirden oldukga disik hicre ¢ogalmasi gdstermektedir.
Hucrelerin normal morfoloji ve yogunluk goésterdigi gruplar, kontrol kuiltir ve
kollajen nanofiberlerdir. PCL nanofiberlerin hicre uremesini destekledigi, fakat
kollajen kapl PCL nanofiberlerle karsilastirildiginda yeterli hicre yogunluguna
ulasamadigi gorulmustir. Sonug¢ olarak, PCL nanofiberlerin deri fibroblastlarinin
uremesini kismen destekledigi, iskele Uzerindeki Kkollajenin ise hucrelerle
nanofiberler arasindaki etkilesimi ylksek oranda arttirdigi goraimustir. Kollajen
kapli PCL kompozit nanofibroz iskele kullanmanin amaci, kollajen tip I'in deri
fibroblastlar igin sagladigi uygun biyolojik ortam ile PCL’in doku iskelesi icin
sagladigr mekanik butunlugu birlestirmektir. Bu nedenle, elektroegirme ile tretilmis
nanometre boyutlu fiberler deri yenilenmesi icin gerekli potansiyel doku iskelesi

gOrevi gormektedirler.
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Sekil 2.16. Nanofibréz doku iskeleleri Uzerinde 6. gun sonunda insan dermal
fibroblasti (HDF) kultrd SEM goruntuleri, (a) PCL-kollajen karisimi nanofibroz
doku iskeleleri, (b) PCL nanofiberleri tzerinde HDF hucreleri, (c) PCL-kollajen
karisimi nanofiberleri Gzerinde HDF hucreleri, (d) Kollajen nanofiberleri Gzerinde
HDF hucreleri.

Doku muhendisligi iskeleleri, yara bolgesi Uzerinde yeni doku olugana kadar gegen
surede bozunma egilimi gostermelidir. Hlcre etkilesimi ¢alismalarinda fibroblastlar
kollajen nanofibroz doku iskelelerinin igerisine go¢ etmigler ve dermal yapiya yakin

bir morfoloji géstermiglerdir (Sekil 2.16).

Chong ve arkadaslarinin yaptigi bir bagka calismada ise, PCL-jelatin karigimi
nanofibroz doku iskeleleri kullaniimigtir [5]. Polilretan bir membran olan
Tegaderm™ epidermal tabaka olarak kullaniimig, dermal tabaka olarak kullanilan

nanofibréz doku iskelelerine ise cift tarafli HDF hicre ekimi gergeklestirilmistir.

Sekil 2.17.’de gorilen otolog tabakali dermal olusum yaklasiminda ise HDF ile
kiltare edilmis Tegaderm-nanofibroz yapilar kronik yara veya yanik olan bolgeye

yerlestirilir, birka¢ giin sonra Tegaderm c¢ikarilarak, HDF ile kiltare edilmis yeni bir
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Tegaderm-nanofibréz yapi defekt Uzerine konulur, Gzerine de fibrin yapistrici ile

beraber otolog deri grefti konulur veya otolog keratinosit kultira spreylenir.

4. Adim: lkinci tabaka igin HDF ekili TG-MF
uygulamasi

1. Adim: insan derisinde kronik yara veya
yanik sonucu zarar gérmiis dermal tabaka
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* Tabaka uygulamasi ile %70-20 oraninda orjinal dermis
kalnhg elde edimistir.

2. Adim: ilk tabaka igin HDF ekili TG-MF

uygulamasi
5 Adim: Otolog deri greftlemesi veya
keratinosit spreylenmesi ile dermis olugumu
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3. Adim: Birkag giin sonra Tegaderm
yara ortisinin soyulmasi
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Sekil 2.17. Otolog tabakali dermal yenilenme yaklasiminin sematik gosterimi.

Sonug olarak elde edilen yapi gift tarafli fibroblast kaltirh ve tek tabaka keratinosit

kaltura icerdiginden ve deri kalinhgina yakin oldugundan derinin yeniden

duzenlenmesini ve ideale yakin yara iyilesmesini saglamaktadir.
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2.2.7. Deri Doku Muhendisliginde Kullanilan Hiicreler

Doku muhendisliginin en 6nemli bilesenlerinden biri olan hucreler, kullanilacagi
dokuya uygun morfolojide ve gen ekspresyonunda segcilmeli, orjinal dokunun
fonksiyonlarini destekleyebilmelidir. Doku muhendisligi icin birgcok farkli hicre
kaynagi bulunmaktadir. Her bir hicre kaynaginin kendine goére avantajlari ve
dezavantajlari mevcuttur. En ¢ok kullanilan yontem hastadan hicre izole edip bu
hicreleri in vitro kogullarda gogaltmaktir [16]. Hastanin kendisinden alinan bu
hicrelere otolog hiicreler adi verilmektedir. Bu hicrelerin transplantasyonu
sonrasinda immun cevaba neden olmadidi igin, islem sonrasinda immun supresif
ila¢ kullanimina gerek kalmamaktadir. Fakat az sayida hucrenin izole edilebilmesi
ancak belli bir bélgenin tedavisine olanak saglamaktadir. Saglam dokudan alinan
hicrelerin olusturdugu alanda ikinci bir hasar meydana gelmektedir. Ayrica, ileri
yasta olan hastalardan alinan otolog hicreler yavas bolunduklerinden

transplantasyon igin uygun olmamaktadirlar.

Bir diger alternatif, insan veya farkli cins hayvan donérlerden alinan hicrelerdir.
Birgok doku i¢in insan verici bulmak miUmkun degildir, bu nedenle genellikle
kontrolleri yapilmis kadavra hucreleri veya dokulari kullaniimaktadir [109].
Allojenik hiicre olarak adlandirilan ve farkh bireylerden elde edilen bu hucreler
immun cevaba ve hastalik gecisine neden olabilmektedir. Bu nedenle, zenojenik
hicre kullanimi yayginlasmistir. Zenojenik hucrelerin kaynagi farkl tlrdeki
canhlardir. Bu hucrelerin kullanimindaki en énemli dezavantajlar, immun cevap
olusturmasi, hayvansal kaynakh hastalik ve virls gegisine yol agmasi, etik agidan

uygun bulunmamasi olarak gdsterilebilir [110].

Bir bagska hicre kaynadi olan oncu velveya kok hicrelerin kullanimi,  doku
muhendisligindeki gelismelere 1sik tutacak niteliktedir. Farklilasmis olan 6ncu
hacreler belli bir dokuya ait fenotipe sahiptir. Kok hicreler ise sinirsiz
bdlinebilme, kendini yenileyebilme ve birgok farkl fenotipe donusebilme 6zelligine
sahip hucrelerdir. Embriyonik kok hucreler, kemik iligi ve kordon kanindan elde

edilen kok hucreler, gunimuzde bilinen U¢ temel kok hucre kaynagidir.
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Embriyonik kok hiticreler, implantasyon oncesi erken gelisim doneminde
blastosist asamasina ulasmis embriyolardan elde edilirler [111]. Totipotent
Ozellikte olan bu hucreler, tim yetiskin hicre tiplerine farkllasma 6zelligine
sahiptir. Yetigkin kok hiicreler olarak adlandirilan kemik iligi ve kordon kanindan
elde edilen kdk hucreler, pluripotent 6zellikte olup sinirli sayida hucre tipine
farkhlasabilmektedirler [112]. Embriyonik kok hucrelerin sinirli sayida elde
edilebilmesi ve bu hucrelerin kullanimindaki etik sinirlamalar, yetigkin kok
hdcrelerin kullanim alanini arttirmaktadir. Kok hucrelerin istenen vicut hiucresine
donusmesini saglayan farklilagsma faktorleri her hicre tipi igin hentiz belirlenmemis

oldugundan bu konudaki galismalar hizla devam etmektedir [113] .

Doku muhendisliginde en sik kullanilan hiicre kaynaklarindan biri de hiicre hatti
olarak adlandirilan insan veya hayvan hucrelerinden izole edildikten sonra uygun
kaltar kosullarinda istenilen fenotipe erisene kadar pasajlanan hicrelerdir [114].
Hucre hatlari, sinirh 6murli hiucre hatlari ve devamli hiicre hatlari olmak Gzere
ikiye ayrilmaktadir. Sinirli &marlG hdcre hatlari, adindan da anlasilacagi gibi sinirh
replikasyon yetenegine sahiptir. Devamli hicre hatlari ise sonsuz replikasyon
yetenegine sahip olup timor kdkenli olduklarindan guvenli olup olmadiklari halen
sorgulanmaktadir. Hucre hatlar da farkh kaynaklardan elde edildikleri i¢in immun
cevaba neden olmaktadir. Dunyada hucre hatlarini Ureten ve saklayan birgok
hicre bankasi bulunmaktadir ve bu hicre bankalarindan birgok farkli tipte
hidcrenin temini mumkdndur. Bu nedenle hucre hatlart doku muhendisligi

calismalarinda siklikla kullaniimaktadir.

Deri doku muhendisliginde arastirma amacl olarak siklikla allojenik ve zenojenik
hicreler kullanilmaktadir. Allojenik hucreler, yara Ortisu olarak Uretilmig ticari
urunlerde siklikla kullanilmaktadir. Hastanin kendisinden alinan otojenik hucre

kullanimi da mevcuttur.

Epidermis onarimi icin, epidermis yapisinda da yer alan keratinosit ve deriye

melanin pigmenti saglayan melanosit hicreleri kullaniimaktadir. Epidermis onarimi
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icin daha cok allojenik veya zenojenik keratinositler, dermis onarimi igin allojenik

veya zenojenik fibroblastlar kullaniimaktadir.

Keratinosit, pigment treten melanosit ve fibroblastlarin normal viicut hiicrelerinden
veya kanserli deri dokularindan elde edilen hucre hatlari da amaca gore kolay
temin edilebilir olduklarindan deri doku muhendisligi ve yara Ortlsu
uygulamalarinda sik¢a kullaniimaktadir. Yapilan arastirmalarda kullanilan hicre
hatlarindan bazilari; normal viicut hicrelerinden elde edilen 3T3 (fare fibroblasti),
L929 (fare fibroblasti), insan dermal fibroblasti (HDF) olarak siralanabilir [5, 108,
115, 116]. Bu hucre hatlari, hucre-polimerik matris  etkilesimlerini
gOzlemleyebilmek igin deri doku muahendisligi g¢alismalarinda siklikla

kullaniimaktadirlar.

2.2.8. Deri Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyosinyaller

Biyosinyaller, hucre bolinme ve ¢ogalmasini uyarabilen ve organizmada 6nemli
islevleri bulunan c¢esitli proteinlerin sentezine yol acabilen polipeptidlerdir.
Normalde durgun olan hucrelerde mitoz bolunmeyi baglatma yetenekleri vardir. Bu
maddeler genel olarak, trombositler, makrofajlar, epitel hicreleri, fibroblastlar ve
endotel hucreleri tarafindan sentezlenip, salgilanmaktadir. Hedef organlarda
etkilerini 6zel reseptorleri aracihdi ile baglatmaktadirlar. Son yillarda buyime
faktorleri yara iyilesmesini hizlandirici etkilerinden yararlanabilmek icin yogun
olarak arastirimaktadir. Bu amagla incelenen baslica blyume faktorleri;
transforme buylme faktért beta (TGF-B), platelet tlrevli buyime faktért (PDGF),
bazik fibroblastik buyume faktoru (bFGF) ve epidermal buyume faktoru (EGF)'dir
[117].
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2.2.8.1. Biyosinyal turleri

TGE-B (Transforme buyume faktérd-B): Hucre gelisimi ve farklilagsmasini baslatan

yada durduran bir polipeptitti. Cok sayida degisik hicre tarafindan
sentezlenebilmektedir. Makrofajlar, fibroblastlar, keratinosit ve lenfositler TGF
ureten baslica hicrelerdir. Hemen hemen batin hucreler TGF-3 reseptorlerine
sahiptir ve bu nedenle bu maddenin etkisine cevap verirler. TGF-R, fibroblast
uyarimi disinda, inflamatuar hicreler igin gug¢li kemotaktik etki gdsterir. Ayrica,

ekstraseluler matris yapimini da uyarmaktadir [117].

PDGF (Platelet turevli buyume faktérd): Trombosit, makrofaj, vaskiler endotelyum

ve fibroblastlar tarafindan uretilir. Isiya, pH dedisikliklerine ve proteazlara karsi
oldukga dayanikhdir. Fibroblastlar, diz kas htcreleri ve inflamatuar hucrelere
oldukca guclu bir kemotaktik ve mitojenik etki gosterir. Diger onemli etkisi ise
hiyaluronik asit ve fibronektin sentezini arttirmasidir. Bu iki protein ekstraselller
matrisin 6nemli bilesenleridir. PDGF, kollajenaz yapimini da arttirmaktadir.
Bilindigi gibi kollajenaz yara iyilesmesi igin olduk¢ga 6nemli bir enzimdir. PDGF

rekombinant DNA teknoloijisi ile in vitro olarak uretilerek kullaniimaktadir [117].

bFGF (Bazik fibroblast biyime faktorii): FGF fibroblastlar, endotel hicreleri, diz

kas hucreleri ve kondrositler tarafindan Uretiimektedir. Mezodermal ve noéro-

ektodermal kokenli hucreler icin mitojenik etkiye sahiptir. Endotel hucrelerinde
bolinmeyi uyarici etkisi ile anjiyogenezde oOnemli rol oynamaktadir. Ayrica,
fibroblastlar, keratinosit, kondrosit ve miyoblastlari uyarici etkiye sahiptir. Bu

etkileri ile yara iyilesmesinde 6nemli roller Ustlendigi agiktir [117].

Tez calismasi kapsaminda kullanilan epidermal blyume faktorl, konunun

devaminda ayrintili olarak anlatiimigtir.
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EGF (Epidermal Buyume Faktort): Epidermal Buyume Faktoru ilk kez 1962 yilinda

Dr. Stanley Cohen tarafindan erkek fare submandibuler tukurtk bezinden izole
edilmistir. Cohen, erkek fare submandibuler tikurik bezinde sinir blylime faktéru
(NGF) izole etmeye calisirken, bu bezlerden elde ettigi ekstrenin yeni dogan
farelere enjekte edildiginde erken g6z kapag acilisina ve erken dis slirmesine
neden oldugunu goézleyerek etken maddeyi izole etmis ve epidermis gelisimini
hizlandirici etkisi nedeni ile bu maddeye Epidermal Growth Factor (Epidermal
Blyume Faktora, EGF) adini vermistir [118, 119].

Sekil 2.18. EGF'in yapisi.

EGF birgok memeli tGranin degisik doku ve vicut sivilarinda bulunan, 6.2 kDa
molekuler agiriga sahip, 3 intramolekller disulfit bagdi iceren, 53 aminoasitten
olusmus mitojenik bir polipeptitdir [120] (Sekil 2.18). Subkitan yolla enjekte
edildiginde 48 aminoasitli sekle donismekte ve etken hale gelmektedir. EGF, fare
submandibuler tukurik bezinde sentezlenerek tlbuler kanal hlcrelerinde depo
edilmektedir. Ancak farelerde submandibuler tukuarik bezinin c¢ikariimasi
sonrasinda plazma EGF dizeyinde herhangi bir degisikligin olmamasi EGF'nin

organizmada bagka bir yerde de sentezlendigini dugundurmektedir [121].
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EGF’nin_Ozelliklerii EGF, embriyogenezis, anjiyogenezis, doku ve vaskiler

sistemlerin onariminda buyuk rol oynamaktadir [122]. Trombositler tarafindan
sentezlenen bu molekul yara iyilesmesinin erken evrelerinde yuksek miktarlarda
bulunmaktadir. EGF’nin  domuz yara modelinde ve tavsan Kkorneasinda
epitelizasyonu hizlandirdigi gosterilmistir. Ayrica, hayvan modellerinde yara
gerilim kuvvetini de arttirdigi bildirilmigtir. EGF’'nin bu etkisini, fibronektin gibi
epitelyal hdcre gogunu wuyaran maddelerin yapimini arttirarak sagladigi
dusundlmektedir. Dogrudan kollajen sentezini arttirmamasina karsin, fibroblast

sayisini arttirarak kollajen miktarini goreceli olarak yukseltmektedir [123].

EGF reseptorleri insan vicudunda idrar ve tikurige ek olarak mide, pankreas
sivisl, serebrospinal sivi, seminal sivi, gbz yasl, prostat sivisi, sut ve kanda
bulunmaktadir. EGF ayrica birgcok dokuda, Ozellikle karaciger ve plasenta
hicrelerinde bulunmakta ve epitelial ve mezotelial kdkenli hucrelerde mitojenik
Ozellige sahiptir [120, 124]. Pek ¢ok hlcre kultiri ortaminda tanimlanan EGF
reseptorleri  nonepidermal orijinli  olabilmektedir. EGF hlcreye etkisini,
reseptorlerine baglanarak gerceklestirmektedir. Reseptorler fibroblastlarda, kornea
ve lenste, ince bagirsak epitelinde, glia hucrelerinde, epitelyal karsinoma
hidcrelerinde  gosterilmistir  [120]. Reseptorleri  ile  birlesmesini  takiben
kuanizintrifosfat baglanarak adelilatsiklaz ve tirozin kinazlar aktif hale gelir ve bu

olay sonrasinda hucre ¢ogalmasi hizlanir [119].

EGF endojen olarak insan submandibuler tukurik bezinden salgilanmaktadir. EGF
bircok mezodermal ve ektodermal kokenli hicre icin mitojenik Ozelliktedir. Etkili
oldugu hucrelerde iyon alimini, glikolizi, DNA ve RNA ile protein yapimini arttirici
Ozellik gosterir. EGF mide asit sekresyonunu da azaltmaktadir. EGF endojen
olarak submandibular tikurik bezinden sentezlenerek tubuler kanal hucrelerinde
depo edilir. Bu bezin c¢ikariimasi ile plazma EGF dlzeylerinde herhangi bir
degisiklik olmaz. Bu durum EGF'nin organizmada ikinci bir sentez yerinin
bulundugunu dusundurmektedir [121]. EGF trombositlerde de bulunmaktadir.
EGF, hicre kultirlerinde normal ve transforme hucrelerde hicre cogalmasini

arttirici etki gdstermektedir. Korneal endotelyal hicreler, fibroblastlar ve sinir
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sistemi destek dokusu hucreleri Uzerinde mitojenik aktiviteye sahip olan EGF en

fazla mezodermal hucreler tarafindan salgilanir [125].

EGF Sinyalizasyon Mekanizmasi: Buyume faktorleri hucre bolinmesini ve

buyumesini saglarlar ve bunlar ilgili reseptorlerine baglanarak bir takim hucre igi
olaylari baslatirlar. Bu etkilerini endokrin, otokrin ve parakrin mekanizmalarla

yerine getirirler. Sonugta hicre bolinmesini saglarlar.

EGF, hicre ¢cogalmasini 170.000 daltonluk transmembran bir glikoprotein olan
EGF reseptorine baglanarak yapmaktadir [126]. Glikoprotein yapisinda olan bu
reseptor hicre disinda kalan bolge, zar ve hicre iginde kalan bdlgeler olmak Gzere
baslica 3 bdlgeden olusmustur. 621 amino asitli hlcre ylzeyi bdlgesi EGF
baglama bolgesidir. 542 amino asit iceren sitoplazmik bolge ise karboksil ug olup
fosforile olabilme 06zelligine sahiptir. Tirozin kinaz bdlgesi 694. amino asitten
baglayarak 250 amino asitlik bir bdlgeyi kapsar. Diger bir bolge ATP baglama
bolgesidir. Bu bolge tripsin ile muamele edildiginde iki pargcaya ayrilir. Hucre
membrani diginda kalan ekstrasellller bolgede sisteince zengin EGF baglanma
bdlgeleri bulunur, sitoplazma igerisinde plazma membranina yakin bdlge treonin
icerir ve protein kinaz ile fosforile olur, o bolgeyi ATP baglama bdlgesi takip eder.
EGFR’nin aktivite bélgesinde ise diger proetin kinazlar ile benzer yapidaki substrat

baglama bdlgesi ve otofosforilasyon boélgesi bulunur [127].

Bir bliyume faktorl, hicre disindan, bir tirozin kinaz reseptériine baglanir. Bu da,
fosfat gruplarinin katilimiyla, membran proteinini aktive eder. Membran proteini de,
kinazlar gibi sitoplazmik proteinleri uyarir. Etkilesim zincirinde ¢ok sayida baska
protein de olabilir. Sonug¢ olarak, transkripsiyon faktoru c¢ekirdege girerek, s6z
konusu faktor tarafinda kontrol edilen genlerin ekspresyonunu uyarir. Bu érnekte

RAS yolu gosterilmistir ve hlicre bélinmesiyle sonuglanir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Buyume faktdrlerinin reseptorler Gzerinden sinyalizasyon mekanizmasi.

EGF reseptorleri  hlcrelerdeki normal gelismeden sorumludurlar. EGF
reseptorinin hem yapisal hem de fonksiyonel ydnlerden transforme edici
proteinlerle iligskisi bulunmaktadir. Protein kinaz 6zelligi olan pek ¢ok protein ve
EGF reseptoru, proteinleri tirozin amino asitlerinden fosforile edebilme yetenegine

sahiptir. Bunlara drnek olarak src, erbB, fgr, ros, fms proteinleri verilebilir [127].
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2.2.8.2. Biyosinyal immobilizasyon yontemleri

Doku muhendisligi yaklasimiyla Uretilen doku iskelelerinin ylzeyi, hiicreyle spesifik
etkilesime girerek ekstraselller matris (ECM) fonksiyonlarini yerine getirebilecek
biyomimetik motifler icermelidir. Secilen konakgi etkilesimlerini uyarabilmek ve
biyolojik fonksiyonlari veya spesifik hucre cevaplarini arttirmak amaciyla
fonksiyonel molekuller, uygun immobilizasyon yodntemleriyle doku iskeleleriyle
birlestiriimektedir [128]. Polimerik malzeme Uuzerine immobilize edilecek bu
fonksiyonel molekiller protein yada proteinin hicre etkilesimini gerceklestirecek
olan birka¢ amino asitlik bir bolumu olan peptid sekansi olabilmektedir. Protein
immobilizasyonu en genel sekliyle kovalent ve kovalent olmayan immobilizasyon

olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir.

Kovalent olmayan yontemler; elektrostatik etkilesim ile adsorpsiyon ve ligand-
reseptor eslesmesidir (biotin-avidin gibi). Kovalent olmayan adsorpsiyon, bazi ilag
salim uygulamalarinda tercih edilmektedir. Bu yontem yenilenebilir antimikrobiyal
tekstiller icin de uygundur. Biotin-avidin etkilesimi, bilinen en gugli kovalent
olmayan baglanmadir [129, 130]. Fakat, kovalent baglanma fonksiyonel polimer
yuzeyi ve biyosinyal molekul arasinda en kararli bag yapisini olusturarak birgok
avantaj sunmaktadir. Ayrica biyosinyal molekuller polimerik malzeme Uzerine
kovalent olmayan yontemlerle baglandiginda, bu molekuller hucre reseptorlerince
hicre icine alinarak kisa surede pargalanir, bdylelikle biyosinyal molekullerin
stimiUlasyonlari 6nemli olciide diser. Bu olaya “Down Regulation” adi
verilmektedir. Biyosinyal molekuller polimerik yuzeylere kovalent olarak immobilize

edilerek hucre igerisine alinmasi dnlenmis olur [131, 132] (Sekil 2.20).

Biyomedikal alanda kovalent immobilizasyon biyosinyal molekilin yari émrinu
uzatmak, metabolizmasini dnlemek (lokal olarak kullanildiginda anti-tumor aktivite
saglayan bilesenin metabolize edildiginde toksik olmasi gibi) veya vicut ici
aygitlarin (vaskuler aygitlar, sontler veya kateterler gibi) biyoaktivitesinin devamini

saglamak Gzere kullaniimaktadir.
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Sekil 2.20. Kovalent immobilizasyon ile down regulation’in énlenmesi.

Genel olarak polimerik yluzeyler Gzerinde kovalent immobilizasyon:

e Ylzeyde fonksiyonel grup olusturmak icin islak kimyasallarla muamele,

e Organik polimer ile inorganik yluzeyi birlestirmek icin, silan tek tabakalar
kullanarak organosilanlarin ylizeye immobilizasyonu,

e Plazma ve koron yukleri ile yizey modifikasyonu ve

e UV ginlari ile yizey modifikasyonu olarak siralanabilir [133].

Biyosinyal molekulleri polimerik yuzeylere immobilize etmek icin en ¢ok kullanilan
yontem islak kimya ydntemidir. Peptid veya protein olabilen biyosinyal molekuller
malzeme ylzeyine, protein molekullerini temsil eden nukleofilik N-terminali ve kati
malzeme yuzeyini temsil eden diger aktive edilmis fonksiyonel gruplar araciligi ile
kararh kovalent baglarla baglanir. Peptidler amin gruplarindaki N-terminalinin aktif
hale gelmesiyle malzeme yuzeyine karboksil, hidroksil, epoksit ve aldehit gruplar
veya baglayicilarla birlesmis diger etkin sonlu gruplar Uzerinden immobilize

olabilmektedirler.
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Biyomalzeme yuzeyindeki karboksilik asit fonksiyonel gruplari, peptid baglayici
reaktifler kullanilarak aktive edilebilmektedir. Karbodiimidler, amin gruplan ile
karboksilik asitlerdeki (veya fosfatlar) amid bagi olusumlari arasinda ilgi kuran
heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilardir. NUkleofilleri aktive eden kararli O-Ure
turevleri sayesinde, amin veya asit gruplarindaki peptid baglarini Gretmek igin
kullaniimaktadirlar.  Karbodiimidler suda ¢o6zinebilen  turevi  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDC) veya organik olarak c¢ozlinebilen tlrevi
N,No-disiklohekzil-karbodiimid  (DCC) olarak malzeme ylzeyine peptid

immobilizasyonunda kullaniimaktadirlar.

Karbodiimid kimyasi kararli amid baglar ile karboksillenmis c¢esitli malzemeler
uzerine biyomimetik peptidlerin kovalent olarak immobilizasyonunda kullanilan
yuksek oranda verimli ve siklikla kullanilan bir yontemdir. Ne yazik ki, bu baglama
yontemi yuksek duyarliga sahip dedildir. Biyomimetik peptidler igerisinde
istenmeyen yan tepkimelere neden olabilecek amino asit yan zincirler (karboksil ve
guanidin gruplari) olarak belirtilen reaktif fonksiyonel gruplar icermektedirler. N-
hidroksisuksinimid (NHS) siklikla, yuzeyin karboksilik asit gruplart ve NHS'’in
kondenzasyonu ile arada olusan aktif ester baglari Uzerinden karbodiimid

baglanmasina yardimci olmak i¢in kullaniimaktadir [134].

Polimerik ylzeylere fonksiyonalite kazandirabilmek icin ylzeye kovalent olarak
baglanan biyolojik molekulin reaktif bolgelerinin ylUzeyle uyumlu olmasi
gerekmektedir, yani biyoeslenik kimyada yer alan tiyoller, aldehitler, karboksilik
asitler, hidroksiller ve primer amin gruplari gibi benzer fonksiyonel gruplar
icermelidirler. Cok sayida gapraz baglayici ajanin gelistiriimesi eslenik kimyalarinin
kullanim alanini genisletmektedir. Biyoaktif bilesenler gibi, capraz baglayicilar da
optimum pH degerleri, sicakliklari ve ¢dzunurlUkleri ile birbirilerinden ayriimaktadir.
So6zu edilen bu parametrelere uygun polimer/biyomolekil esleniginin secilmesi
gerekmektedir. Capraz baglayicilar biyoaktif bilesen Uzerinden fonksiyonel hale
getirilmis ylzeye baglanabilir veya degdisik angstromlardaki uzaticilari ylzeylere
baglar [135].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Malzemeler

Bu calismada biri sentetik, digeri dogal olmak Uzere iki ¢esit polimer kullaniimigtir.
Polimerlerden dogal olan domuz derisi kokenli jelatin tip A (Sigma-Aldrich,
Almanya) yaklasik 300 Bloom’dur. Sentetik olan polikaprolakton’'un (PCL, Sigma-
Aldrich, Almanya) ortalama molekul agirligi 80000 Da’'dur. PCL igin ¢ézicu olarak
diklorometan (DCM, Merck, Almanya) ve N,N-dimetilformamid (DMF, Sigma-
Aldrich, Almanya) kullaniimistir. PCL/jelatin karisimi igin ise ¢bzucu olarak 2,2,2-
trifloroetanol (TFE, Sigma-Aldrich, Almanya) ve hekzafloroizopropanol (HFIP,
Sigma-Aldrich, Almanya) kullaniimigtir.

Farenin ¢ene alti tikdrik bezinden elde edilen epidermal blylime faktéra (EGF,
Cat. No: E4157, Sigma-Aldrich, Almanya) doku iskelelerine immobilize edilmek
uzere temin edilmistir. EGF immobilizasyonunda kullanilan 1,6-diaminohekzan,
suberik asit bis(N-hidroksistksinimid ester) (DisUksinimidil suberat, DSS), 2,2-
dihidroksiindan-1,3-dion  (Ninhidrin) Sigma-Aldrich  (Almanya) firmasindan,
tetrahidrofuran (THF) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan, etanol (%96) ve
izopropanol Aklar Kimya (Turkiye) firmasindan temin edilmigtir. Etanol ve

izopropanol hucre kulturu ¢alismalarinda kullaniimigtir.

Hicre kaltira calismalari igin kullanilan Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), fetal sigir serumu (FBS) ve Tripsin/EDTA ¢Ozeltisi Hyclone (ABD)
firmasindan, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromdr (MTT) ve
penisilin-streptomisin  ¢ozeltileri Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Hucre fiksasyonunda kullanilan gluteraldehit ve SEM analizi dncesindeki
ylkama isleminde hicre deformasyonunu  6nlemek icin  kullanilan

hekzametildisilazan, Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
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Floresan boyamada kullanilan Alexa Fluor 488 phalloidin Invitrogen (ABD)
firmasindan,  propidyum iyodur ve Triton X-100 Sigma-Aldrich (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

3.2. Nanofibréz Doku iskelelerinin Hazirlanmasi ve Modifikasyonu

3.2.1. Nanofibréz Doku iskelelerinin Fabrikasyonu

Nanofibroz doku iskeleleri PCL, PCL/jelatin karisimi, EGF immobilize edilmig PCL

ve EGF immobilize edilmis PCL/jelatin karigsimi olarak hazirlanmistir.

S6z konusu fiber matrisler Sekil 3.1-a’da gosterilen deneysel elektroegirme
dizeneginde hazirlanmistir. Sekil 3.1-b’de ise elektroegirme diuzenegini olusturan
temel elemanlar gorulmektedir. Dizenedi olusturan siringa pompasi, yuksek voltaj

kaynagi ve toplayici, elektroegirme iglemini gerceklestirecek sekilde birlestirilmigtir.
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Sekil 3.21. (a) Nanofiber matrislerin Uretildigi elektroegirme duizenegi, (b)

Elektroegirme duzenegini olugturan elemanlar.
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Oncelikle, 50:50(v/v) bilesimindeki DMF/DCM ¢dzicl karigsimi icerisinde %12’lik
(w/iv) PCL c¢ozeltisi hazirlanmigtir. Daha sonra, ¢ozucu HFIP igerisinde 6nce
%5.4'luk PCL c¢ozeltisi ve yine HFIP igerisinde %5.4°l0k jelatin ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan bu iki ¢ézelti, 50:50 oraninda karistirilarak PCL/jelatin
¢cozeltisi elde edilmigtir [136]. PCL ve PCL/jelatin polimer c¢ozeltileri, oda
sicakhginda, 200 rpm hizinda, 2 gece suresince manyetik olarak karistiriimak

suretiyle hazirlanmislardir.

PCL/jelatin nanofibréz matrislerin Uretimi sirasinda, 0.2 mm kalinhginda bakir
levhadan yapilmis koni seklinde bir yardimci elektrod kullaniimigtir. Sekil 3.2°de
gosterilen koni seklindeki PCL/jelatin ¢Ozeltisi i¢in kullanilan yardimci elektrodun
iki ucu birlestiriimemis acik haldeki boyutlari a=22mm, b=11mm, c=20mm’dir. S6z
konusu elektrod, siringa ignesi boyunca uzanan elektrik alan cizgilerini igne
ucunda yogunlastirarak, Taylor konisi ucundan tek ve kararli bir polimer jeti elde
etmeye olanak saglar. Yardimci elektrod ayni zamanda, ¢ok yuUksek voltaja
cikmaya gerek kalmadan, yuksek akis hizlarinda nanofiber elde etmeye yardimci
olmaktadir [83].
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Sekil 3.22. Yardimci elektrod yerlesimi (a), elektroedirme sirasinda yardimci
elektrod yardimiyla Taylor konisinden ¢ikan kararli PCL/jelatin karisimi polimer

jetinin goruntusu (b).
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PCL, PCL/Jelatin nanofibr6z matrisler, Sekil 3.1(a)da goérilen diuzenekte
hazirlanmistir. Elektro-egirme isleminde, polimer c¢ozeltisi icin 20 ml’lik siringa
kullaniimistir ve ucuna dis ¢capi 0.9 mm’lik ucu duzlestiriimis igne yerlestirilmistir.
Siringa hacmine goére uygun debi siringa pompasindan ayarlanmistir. Siringa
ucuna yerlestirilen igne ile toplayici (200x300 mm) arasina PCL ¢ozeltisi icin 25kV,
PCL/jelatin karigimi igin ise 12 kV elektro-egirme voltaji verilmistir. Yuksek voltajl
gl¢ kaynagi olarak Gamma High-Voltage Research’den (Ormond Beach, FL)
temin edilen ve 0-30 kV arasi gerilim saglayabilen pozitif polariteli cihaz
kullaniimistir. Siringa pompasi, PCL igin 12 ml/sa, PCL/jelatin karisimi i¢in 1.8
ml/sa besleme hiziyla polimer ¢ozeltisini igne ucuna beslemek amaciyla
kullaniimistir (New Era Syringe Pump, Wantagh, NY). Toplayici olarak 0.2 mm
kalinhginda aliminyum folyo kullanilmistir. igne, her iki polimer ¢dzeltisi icin de
toplayicidan 350 mm uzakliga yerlestirilmistir. Elde edilen yapilar, %70’lik etanol

ile 1slatilarak, oda sicakliginda, vakum altinda gece boyunca kurutulmuslardir.

3.2.2. Nanofibréz Doku iskelelerine EGF immobilizasyonu

EGF, PCL ve PCL/jelatin karisimi nanofibroz doku iskelelerine kovalent
immobilizasyon ydntemi ile baglanmistir [Santiago et. al. (2006)]. Kovalent
baglanma amino gruplari Uzerinden gerceklesmistir. Dolayisiyla, dncelikle PCL ve
PCL/jelatin doku iskelelerine amin gruplarinin baglanmasi saglanmigtir. Bunun
icin, izopropil alkol igerisinde %10’luk (w/v) 1,6-diaminohekzan ¢ozeltisi
hazirlanmistir. EGF immobilize edilecek PCL ve PCL/jelatin karisimi nanofibréz
doku iskeleleri, bu ¢ozelti icerisinde, oda sicakliginda, 3 saat inkibe edilmigtir.
Inkiibasyon sonrasi 5er kez PBS ile yilkama islemi gergeklestirilmistir. PCL ve
PCL/jelatin nanofibréz doku iskelelerine baglanan amin gruplarini aktive etmek
icin, doku iskeleleri %70 (v/v) etanol ¢dzeltisi ve fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS,
pH=7.4) yikanmigtir. Daha sonra 0.08 mmol siberikasit bis(N-hidroksisuksinimid
ester) (NHS) iceren 10 ml PBS icinde, hafif karistirma ile 4 saat boyunca oda
sicakhginda bekletilmigtir. Aktive edilen doku iskeleleri PBS ile 5 kez yikandiktan
sonra 10 ug/ml EGF c¢ozeltisine (PBS icinde) yerlestirilerek 12 saat boyunca
4°C’de calkalanmistir [137]. EGF immobilize edilen doku iskeleleri PBS ile

yikanmis ve dondurularak kurutulmusgtur.
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3.3. Karakterizasyon Caligsmalari

3.3.1. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile Analiz

PCL ve PCL/jelatin karisimi nanofiberlerin karakterizasyonu taramali elektron
mikroskobu ile yapilmistir (Zeiss Evo 50, Almanya). inceleme éncesinde iskeleler

altin ile kaplanmistir.

3.3.2. Ninhidrin Yontemi ile Baglanan Amino Gruplarinin Spektrofotometrik

Tayini

PCL ve PCL/gelatin doku iskelelerinin Gzerine baglanan amino gruplarinin varhgini
tespit etmek igin ninhidrin yéntemi kullanilmistir [138]. Oncelikle etanol igerisinde
1mol/l ninhidrin ¢bzeltisi hazirlanmigtir. Amino gruplari baglanmis ve baglanmamis
PCL, PCL/jelatin doku iskeleleri hazirlanan ninhidrin ¢ozeltisiyle 1 dk muamele
edilmistir. Ninhidrinli doku iskeleleri cam tlplere konularak 70°C'de 15 dk su
banyosunda inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra her bir érnegin lzerine 2 ml
THF ve 2 ml izopropanol eklenmistir. Ornekler, ultrasonik karistiricida tamamen
¢ozllene kadar beklenmigtir. Her bir 6rnegin, UV-VIS Double Beam PC (Labomed,

Inc. ABD) ile 560 nm dalga boyunda absorbans degerleri dlgiimustar.

3.3.3. Amin Gruplan Baglanan Nanofibréz Doku iskelelerine FTIC (Floresan

izotiyosiyanat) Baglanmasi ve Goriintillenmesi

Doku iskelelerine baglanan amin gruplarinin goérinttlenebilmesi i¢in bu gruplar,
floresan bir boya olan floresan 5(6) izotiyosiyanat (FITC, Sigma, Almanya)
kullanilarak isaretlenmistir [139]. Yontemde, doku iskelelerine FITC c¢odzeltisi
eklendikten sonra 4°C’de, 8 saat boyunca karanlkta inkibe edilmistir. Son olarak
elde edilen iskeleler 2 giin boyunca su igerisinde tutularak yikanmistir. iskelelerin
uzerinde bulunan amin gruplarina bagimh olarak meydana gelen gozle gorunur
renk degisimi dijital fotograf makinesi ile goruntilenmisgtir.
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3.3.4. FTIR Analizi

Kovalent immobilizasyon teknigi kullanilarak  gerceklestirilen EGF ile
biyomodifikasyon islemi 6ncesi ve sonrasinda PCL ve PCL/jelatin membranlarin
yluzey kimyasal bilesenleri FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo Scientific,
Nicolet 6700-Smart Orbit (Diamond Crystal ATR), ABD) ile kalitatif olarak
belirlenmistir. Spektrumlar 4 cm™ c¢oziindrlikte, 525-4000 cm™ dalga boyu
araliginda kaydedilmis ve Thermo Electron Corporation, Omnic yazilimi

kullanilarak analiz edilmistir.

3.3.5. Floresan Spektrofotometre ile EGF’in Kantitatif Tayini

Calisma kapsaminda hazirlanan PCL ve PCL/jelatin membranlarin ylzeyine
immobilize olan EGF miktari, floresan spektrofotometresi (Cary Eclipse,
Avustralya) kullanilarak, oligopeptidin triptofan uglarindan izlenerek tayin edilmistir
[137]. Uyarilma (A.) ve emisyon (Aem) dalga boylarini belilemek amaciyla
pH=7'de PBS tamponu igerisinde 0.001 mg/ml derisiminde EGF stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Kuartz kivetlere aktarilan EGF c¢ozeltisinin uyariima dalga boyu
280 nm’de sabit tutularak, emisyon spektrumu 300-400 nm araliginda taranmistir.
Tarama sonucu EGF’in maksimum emisyon dalga boyu 342 nm olarak
bulunmustur. Emisyon dalga boyu 342 nm’de sabit tutularak, uyarilma dalga boyu
icin 220-350 nm arasinda maksimum dalga boyu taramasi yapiimis ve bu deger
280 nm olarak gozlenmigtir [140] (Sekil 3.3).

Yuzeylere immobilize olan EGF miktarinin tayini amaciyla kovalent
immobilizasyon islemi sonrasinda yuzey Uzerinden alinan EGF ¢dzeltisinin
floresan siddeti Olgulerek ylzeye immobilize olan miktar indirekt olarak
hesaplanmistir. immobilize olan EGF miktari, baslangic ¢6zeltisindeki EGF

miktarindan ¢ozeltide kalan miktarin ¢ikartiimasiyla hesaplanmigtir.
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Sekil 3.23. EGF’e ait uyarilma ve 1sima dalga boylari.

Floresan siddetinin EGF miktari ile olan degisimine ait kalibrasyon grafigi Sekil
3.4’de verilmistir [140].
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Sekil 3.24. EGF molekulline ait kalibrasyon grafigi.
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3.3.6. Biyobozunurluk Galigmalari

PCL ve PCL/jelatin nanofibroz doku iskelelerinin biyobozunurluk g¢alismalar
DMEM hucre besi ortaminda gergeklestiriimistir. Daha 6nceden tartimlari yapilan
doku iskeleleri DMEM ortamina konulmustur. 3., 5., 7. ve 14. gunlerin sonunda
alinan oOrnekler vakumda kurutularak sabit tartima getiriimis ve agirlik kaybina
bakilmigtir. Bozuma degerleri, Esitlik 3.1 yardimiyla yuzde agirlik kaybi olarak (W)

belirlenmistir.

WL (%) =[(Wo — W)Wo]x100 (3.1)

Esitlikteki Wy doku iskelesinin baslangi¢ kuru agirhgini, W ise bozunma sonrasi

kuru agirligr gostermektedir.

Orneklerin yapisal bozunmalari ise SEM gérintleri (izerinden incelenmistir.

3.3.7. Su Temas Agisi Olgiimleri

Calisma kapsaminda hazirlanan PCL ve PCL/jelatin doku iskelelerinin EGF
biyomodifikasyonu oncesi ve sonrasinda su temas agisi degerleri yapisik damla
(sessile drop) yontemi ile odlgtimistir. Olgimler, Kruss DSA 100 (Almanya)

ganyometre sistemi kullanilarak gergeklestiriimistir.
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3.3.8. Gozeneklilik Olgiimleri

PCL ve PCL/jelatin nanofibroz doku iskelelerinin gorinur yogunluk ve gézeneklilik

degerleri sirasiyla, Esitlik 3.2 ve 3.3’den yararlanilarak hesaplanmistir [5].
Doku iskelelerinin gorunir yogunlugu (g/cm?);
iskelenin ktlesi (g)

= (3.2)

Iskelenin kalinhi@i (cm) x Iskele alani (cm?)

Doku iskelelerinin gézenekliligi (%);

iskelenin gériinir yogunlugu(g/cm?)
=1- x 100 (3.3)

Malzemenin yigin yogunlugu (g/cm?)

PCL ve PCL/jelatin yigin yogunluklarini hesaplamak igin; PCL veya PCL/jelatin
¢Ozeltisi ince bir tabaka halinde Petri kabina dokulmus ve kuruyana kadar
beklenmistir. Elde edilen membrandan ylzey alani bilinen dairesel bir parca
kesilmistir. Kesilen parcanin kutlesi (m) ve et kalhinh@i (h) olciimustur. Kesilen

parcanin hacmi (v) Esitlik 3.4’den hesaplanmistir.

v=mxr’xh (3.4)

Esitlik 3.5’den ise doku iskelelerinin yi1gin yogunluklari hesaplanmistir.

d=m/v (3.5)

Hesaplanan yigin yogunluk degerleri Esitlik 3.3.te doku iskelelerinin gézenekliligini

hesaplamak Uzere kullanilimistir.
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3.4. Hucre Kultira Galigsmalari

3.4.1. L929 Hucre Hattinin Karakterizasyon Calismalari

Calismada kullanilan L929 fare fibroblast hicre hatti, T.C. Tarim ve Koyisleri
Bakanhgi, Sap Enstitist, Hayvan Hicre Kultiri Koleksiyonu’ndan temin edilmistir
[HUKUK (Cell Culture Collection) 92123004, Ankara]. Hicrelerin subkdiltir
islemleri, %10 FBS (fetal bovine serum, Hyclone) iceren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Sigma) ortaminda, 37°C’lik inkubatérde (Hereaus, %5
COgy, %95 nemlilik) gergeklestirilmistir.

Hucre Ureme grafigi calismalar igin ¢ok gozlu polistiren kultir kaplari (Nunc,
Danimarka) ve 40 mm’lik Petri kaplari (Orange Scientific, Belgika) kullaniimistir.
Hucreler, tripsinle muamele edilerek aktif olarak Uredikleri flask ylzeylerinden
kaldirnlmig ve ¢ok gozlu kultar kaplarina ekilmigtir. MTT (3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) calismalari igin, 24-g6zIG kualtur kaplarinin
herbir gdziine 1 ml, 1x10° hiicre/ml konsantrasyonunda hiicre ekimi yapilmistir.
Kultaran 1, 2,3, 5, 9 ve 12. gunlerinde hucrelerin Gzerindeki kultir ortami ¢ekilmis,
24-g6zIG kabin her bir gézine 600 uyl taze DMEM ve 60 pl MTT (2.5 mg/ml)
eklenmistir. Ornekler, 37°C’de 3 saat bekletildikten sonra, ortam uzaklastiriimis ve
her goze 400 pl HCI-izopropanol ¢ozeltisi eklenerek olusan mor formazan
kristallerinin ¢ozinmesi saglanmistir. Elde edilen ¢ozelti, 96-g6zIu ELISA pleytine
aktariimis ve pleyt okuyucu kullanilarak (ASYS Hitech UVM 340 Plate Reader)

570 nm’de absorbans dl¢imu yapilmistir.

Hicre sayim testleri ise 12-g6zlu polistiren kiltir kaplarinda (Orange Scientific,
Belcgika) gerceklestiriimistir. Bu ¢alisma igin, 12-g6zIU kultlr kabinin herbir gdzine
1x10° hiicre/ml konsantrasyonunda hucre ekimi yapilmigtir. Kaltaran 1, 2 ,3, 5, 9
ve 12. gunlerinde hucrelerin Uzerindeki kultir ortami ¢ekilmis ve hucreler tripsinize
edilmistir. Hucreler tamamen kalktiktan sonra, elde edilen hicre suspansiyonu

tripan mavisi ile boyanmis, Neubauer lami kullanilarak hicre sayimi yapilmigtir.
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Hucrelerin yapisma, yayillma ve Ureme karakteristikleri, 40 mm’lik Petri kaplarinda,
invert mikroskop (Olympus) kullanilarak gézlemlenmigtir. TUm Ornekler igin, ortam,

her U¢ gunde bir yari yariya taze besi ortamiyla degistirilmigtir.

3.4.2. Nanofibréz Doku iskeleleri Uzerinde L929 Hiicre Hatti ile Yapilan

Calismalar

3.4.2.1. MTT Analizi

Nanofibroz doku iskeleleri Uzerindeki L929 hucrelerinin canhligi, kualtirasyon
suresince farkli zamanlarda, MTT testi ile kantitatif olarak tayin edilmigtir. Secilen
zaman araliklarinda, kaltar ortami uzaklastiriimistir ve her bir 6rnege 60 yl MTT
¢cozeltisi (2.5 mg/ml, PBS iginde) ve 600 ul taze kultlr ortami eklenmistir, 37 °C’de
3 saat boyunca inkiibasyon gerceklesmistir. inkiibasyon periyodundan sonra, her
bir gdbzden ortam uzaklastiriimis ve doku iskeleleri bagka bir 24 goézIU kiltir kabina
aktarilmisgtir. Formazan kristallerini ¢ézmek icin her bir géze 400 pl 0.04 M HCI
iceren izopropanol ¢ozeltisi eklenmistir. Optik yogunluk, her bir érnekten 200 pl
alinarak, 690 nm referans olmak tzere 570 nm’de mikroplate okuyucu (Asys UVM

340, Avusturya) ile spektrofotometrik olarak dlgulmustar.

3.4.2.2. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Analiz

Hucrelerin nanofibréz doku iskeleri i¢erisindeki morfolojileri 1, 2, 3, 5 ve 7 gunlik
inkiibasyon sonunda taramali elektron mikroskopisi (Zeiss Evo 50, Almanya) ile
incelenmistir. iskeleler hafifce PBS ile yikandiktan sonra hicreler 0.1 M PBS
(pH=7.4) icerisindeki %2.5'luk (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi ile yarim saat boyunca
muamele edilerek sabitlenmigstir. Sonrasinda iskeleler etanol ¢ozeltileri (%30, %50,
%70, %90 ve %96 (v/v)) icerisinde dehidre edilmistir. Hekzametildisilazan ile
yikandiktan sonra kurutulan érnekler altin-paladyum ile kaplanmis ve incelemeye

alinmistir.
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3.4.2.3. immiino-floresan boyama

Nanofibroz doku iskelelerindeki hucre iskeleti organizasyonu hucre ekimi
sonrasinda 1., 2., 3. ve 5. gunlerde degerlendirilmistir. Hlcreler 2 kez PBS ile
yikandiktan sonra 1.1 M PBS (pH 7.4) icerisindeki % 2.5 (v/v) glutaraldehit
¢ozeltisi ile 4°C’de 10 dakika suresince sabitlenmistir. Ardindan PBS igerisindeki
%0.1’lik Triton X-100 ¢ozeltisi ile 5 dakika boyunca muamele edilerek hucre
membran gegcirgenligi arttirlmistir. Hicreler, %2.5 (v/v) Fluor 488 phalloidin ile 20
dakika boyunca muamele edilerek flamentdz aktinleri (F-aktin) boyanmistir. Hlicre
cekirdegi, 10 pyg/ml propidyum iyodur (Sigma, Almanya) ile 5 dakika muamele
edilerek ters boyama yapilmigtir. Ornekler floresan mikroskobu (Olympus, ABD)

kullanilarak gorunttlenmistir.

3.4.2.4. istatistiksel analiz

Calisma sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi, GraphPad Instat yazilimi
kullanilarak yapilmigtir. Veriler n=3 icin + standart sapma degerleri ile birlikte
sunulmustur ve farkli deney gruplarinda istatistiksel karsilastirma igin tek yonlu
varyans analizi (ANOVA) kullaniimistir. Normallik ve varyanslarin homojenligi
varsayimlari ile gercgeklestirilen analizler sonucunda post hoc degerlendiriimesi
Tukey-Kramer coklu kargilastirma testi ile yapiimigtir. Degerlendirmede, p<0.01

oldugu durum, istatistiksel olarak 6nemli fark kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu bolimde, deri doku muhendisligi uygulamalarina yonelik olarak hazirlanmis
PCL ve PCL/jelatin doku iskelelerinin karakterizasyonuna yonelik yapilan deneysel
calismalarin sonuglari sunulmus ve irdelenmistir. S6z konusu sonuglar doku
iskelelerinin elektroegirme ile hazirlanmasi ve modifikasyonu, doku iskeleleri
uzerinde yapilan karakterizasyon c¢alismalari ve hicre kaltird galismalari olmak

uzere 3 ana baglikta sunulmustur.

4.1. Nanofibroz Doku iskelelerinin Hazirlanmasi ve Modifikasyonu

4.1.1. Nanofibrdz Doku iskelelerinin Fabrikasyonu

PCL ve PCL/jelatin doku iskeleleri elektroegirme yontemi ile hazirlanmistir. Nano
Olcekte hazirlanan fiber doku iskelelerinin en &nemli avantajlari, ylksek
g6zeneklilik, ylksek ylzey alani/hacim orani ve en dnemlisi dogal ECM yapisina
olan benzerligidir [141]. Tum bu o6zelliklerin birlesmesi, nanofibréz yapilari, doku

muhendisligi icin uygun doku iskeleleri haline getirmektedir.

PLA, PGA ve PLGA gibi hidroliz atagina agik ve camsi gecis sicakhgr diusuk
poliesterler, hucre kulturi ortamindaki inkUbasyon sirasinda buzulerek yapisal
batanltklerini kaybetmektedirler. Bu ¢alismada segilen PCL ise dusuk camsi gegis
sicaligina (-60°C Tg) sahip bir polimer olmasina ragmen hidrofobik karakteri ve
yuksek kristalinitesinden dolayi dusik biyobozunma hizina sahiptir [142] ve yeterli
surede hucre buyumesini baslatip duzenleyebilen gerekli yapisal kararli ortami

saglayabilmesi nedeniyle bu ¢alismada tercih edilmistir.

Lee ve arkadaslari, degisik ¢dzuculerde hazirladiklari PCL ¢ozeltilerinden elektro-
egirme ile elde ettikleri membranlarin morfoloji, kristalinite ve mekanik 6zelliklerini
karakterize etmisler, sonuc¢ olarak PCL c¢ozeltilerinin ylzey gerilimi, viskozite ve

elektriksel iletkenliginin eklenen DMF c¢o6zucusune bagli oldugunu bulmuslardir
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[88]. DMF, polimer c¢ozeltisinin viskozitesi ve yuzey gerilimini dugurirken ayni
zamanda ¢Ozelti iletkenligini ve dielektrik sabitini arttirarak Uretilen fiberlerin ¢apini
kugultmektedir. Elektroegirme iglemi, polimer zincirlerini duzenleyerek malzeme

icerisindeki kristalin bolgeleri arttirmaktadir [143].

Polimerik malzemeler bozunmaya amorf bodlgelerden basladigi igin, kristalin
bdlgelerin artigi nanofibréz yapilarin bozunmasini zorlastirabilmektedir. Ancak,
diger yandan nano Olcekli fiberlerin ylksek ylzey alanina sahip olmasindan
dolayi, yuzeyleri daha fazla su ile temas etmekte ve bunun sonucu olarak hidroliz
ataklarina kargi savunmasiz hale gelmektedir. Boylece PCL nanofibroz doku
iskeleleri biyobozunur 6zelliklerini korumaktadir. Bozunmayi kolaylagtirmanin bir
baska yolu ise biyobozunur PCL’'i dogal bir polimer ile karisim halinde
hazirlamaktir. Arastirmacilar PCL’i tek basina kullanarak, yada baska biyobozunur
polimerlerle kopolimerlerini hazirlayarak hem uygun mekanik dayanima hem de
deri dokusu igin uygun bozunma suresine sahip doku iskelesi Uretimini

gerceklestirmeye calismaktadirlar.

Kollajenin hidrolizi sonucu elde edilen bir ECM proteini olan jelatin, hicre
yapismasi, uremesi ve farklilagsmasi bakimindan mikemmel bir malzemedir [144].
Bircok protein bazl polimer gibi jelatin de, su icerisinde kolayca iyonize olup yuk
tasiyabilen amin ve karboksil gruplar igermektedir. Jelatinin bu polielektrolit
Ozelligi ve gucld hidrojen baglarinin  birlesimi, jelatin sivi  ¢ozeltilerinin
elektroegirme isleminde kullanimini daha da ilgi ¢ekici hale getirmektedir [145,
146, 106].

Jelatinin tek basina elektroegirme islemi igin kullanilamamasinin en énemli nedeni;
fiberlerin sulu ortama girdiginde fibréz yapilarinin kolaylikla kaybolmasidir, bagka
bir deyisle jelatinin suda c¢o6zinmesinden dolayi fibréz yapi bozulmaktadir. Bu
fibroz yaplyr korumak igin gapraz baglayici bir ajan olan gluteraldehitin buhari
kullaniimaktadir, ancak bu islem yaplyr sarartmakta ve fibroz goranimi
bozmaktadir. Ayrica kullanilan gluteraldehit hicreler Uzerinde toksik etkiye neden

olmaktadir [147]. Bu nedenle jelatin gibi dogal polimerik malzemeler PCL gibi
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egirilebilir diger sentetik malzemelerle karisim halinde egiriimektedir. PCL’in ayni
zamanda jelatin karisim igerisindeki viskoziteyi arttirarak boncuk olusumunu

engelledigi de soylenebilir.

Elektroegirme isleminde kullanilan polimerik ¢oOzeltiler karisim  halinde
hazirlanirken dikkat edilecek 6nemli nokta, her iki polimeri de ¢ozebilecek bir
¢ozlcu segmektir. Cozicu karigsim igerisinde kullanilan polimerlerin yigin yapisi
icerisine girebilmeli ve yapidaki ikincil hidrojen baglarini zayiflatarak polimerik
yaplyl daha lineer hale getirebilmelidir. Lineer hale gelen polimerik yapidan
elektroegirmeyle nano boyda fiberler elde edilebilmektedir. Ayni zamanda kimi
polimer sistemlerinde (6rnegin: Nylon 6) egdirme sonucunda fiber icerisindeki
kristalin bolgeler artabilmektedir. Bu etkinin yine ayni sistemlerde fiberlerin dénen
bir toplayici Uzerinde toplanmasi sirasinda arttigi ortaya konmustur. Bu ¢alismada
donen bir toplayici kullanilamamig olmasi nedeniyle, diger yontemlere gore

elektroegirme sonucu ne kadar kristallenme artigi saglandigi dlgulmemisgtir.

Bolim 2.2.6.2./de bahsedildigi Uzere, ylksek dielektrik sabitine sahip olan
¢ozlcluler fiberlerde boncuk olusumunu azaltmakta ve fiber capini distirmektedir.
Yuksek dielektrik sabiti nedeniyle elektroegirme jetinin bukulme kararsizligi
artmakta ve bu durumda nanofibroz yapilarin toplanma alani genigleyerek daha
ince fiberlerin olusumu mumkdn olmaktadir. Buna benzer olarak, yardimci
elektrodun igne ucu etrafindaki elektrik alani lineer hale getirerek, ¢ozicu
molekillerinin polimer zincirleriyle olan etkilesimlerine voltajin olasi negatif
etkilerini azalttigi ve bunun sonucunda da boncuk olusumunu 6nledigi sGylenebilir.
Bir diger deyigle, Taylor konisine igne ucu boyunca daha iyi kosullanarak (es yuk
dagihmi) ulasmis ¢dziclU sistemi; karsilasacadi ani ve ylksek voltaj nedeniyle
etrafina  yerlestigi  polimer  zincirlerinden  ayriimadan  egriime  islemi
baglayabilecektir. Boylece voltaj ve akis hizlari daha yuksek degerlere cekilse
dahi, egrilme kararlihginda bir bozulma olmamaktadir. Aksi durumlarda ise ¢6zicu
polimer zincirini terk ederek; polimerin dolasik (entangled) bir halde egiriimesine
ve yapinin boncuklanmasina neden olmaktadir. Buna gére 6rnegin, Cizelge 4.1’de
verilen degerlere bakildiginda yuksek dielektrik sabitine sahip olan DMF’in, PCL’in

egirilebilirligini arttiracagi sdylenebilir [148].
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Cizelge 4.1. Elektroegirme igleminde kullanilan bazi ¢bzuculerin dielektrik sabitleri.

Cozucu Dielektrik sabiti Referans

2-Propanol 18.3 Merck teknik katalogu

Asetik asit 6.15 Wannatong ve ark.,2004 [90]
Aseton 20.7 Berkland ve ark., 2004 [165]
Asetonitril 35.92-37.06 Wannatong ve ark.,2004 [90]
Kloroform 4.8 Berkland ve ark., 2004 [165]
Diklorometan 8.93 Yang ve ark., 2004 [148]
Dimetilformamid 36.71 Yang ve ark., 2004 [148]

Etil asetat 6.0 Theron ve ark., 2004 [166]
Etanol 24.55 Prego ve ark., 2000 [167]
Metanol 32.6 Merck teknik katalogu

Piridin 12.3 Merck teknik katalogu
Tetrahidrofuran 7.47 Wannatong ve ark.,2004 [90]
Trifloroetanol 27.0 Berkland et. al., 2004 [165]
Hekzafloropropanol 16.7 Min et. al., 2004 [168]
Toluen 2.438 Wannatong ve ark.,2004 [90]
Su 80.2 Merck teknik katalogu

Huang ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, elektroegirme igin optimum
konsantrasyonda, ylksek oranda polar ve florlanmig bir ¢bziclu igerisinde
hazirlanmis jelatin  ¢ozeltisi  kullanilmigtir  [149]. Bu c¢alisma, polimer
konsantrasyonuna bagli olan fiber morfolojisinin, Uretilen jelatin membranin
mekanik dayanimi (zerinde etkili oldugunu gdstermektedir. Ornegin, polimer

konsantrasyonunun artmasiyla ortalama fiber ¢api 100 nm’den 1.9 ym’ye kadar
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artmig ve fiberlerin es boylu olmasi sartiyla, disuk capli fiberlerin mekanik

dayaniminin, yuksek ¢apli fiberlere gore daha yuksek oldugu belirlenmistir.

Tez kapsaminda yapilan 6n galismalarda, PCL icin elektroegirme parametreleri
Mavis ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢galismadan alinmistir [150]. DMF ve DCM
¢ozlcu karisimi icerisinde hazirlanan PCL, mevcut parametreler ile
elektroegirilmistir. Elektroegirme islemi sonucu uretilen fiberlerin ¢ap araligi

yaklasik 488+114 nm olarak dlguimustar.

PCL/jelatin matrisler icin yapilan 6n g¢alismalarda, PCL ve jelatinin ¢ozelti
icerisinde farkh viskozitelere sahip olmasindan dolayi farkli konsantrasyonlarda
elektroegirme c¢ozeltileri hazirlanmigtir.  PCL/jelatin  matrisler o6ncelikle TFE
icerisinde ¢ozulerek elektroedirme ¢ozeltisi hazirlanmistir [5]. TFE igerisinde %12
(Wiv), %10 (w/v) ve %8 (w/v) konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilerden, en
dusuk fiber capinin elde edildigi %8 (w/v)lik konsantrasyon tercih edilmigtir.
Elektroegirme iglemi sirasinda kullanilan yardimci elektrodla birlikte, c¢aplari

birbirine yakin ve dizgun fiberler elde edilmistir.

PCL/jelatin ¢ozeltisi kullanilarak yapilan elektroegirme isleminde 10.5-20 kV arasi
voltaj deg@erlerinde, her bir voltaj degeri icin, baglangi¢ koni olusumu ve Taylor
konisi olusumu gozlenen akis hizlarinda, ideal elektroegirme araligini
saptayabilmek icin deneysel bir ¢calisma yapiimistir. Belli bir voltaj degeri igin
elektroegirme jetinin kesintisiz beslenebildigi en dusuk akisg hizinda goézlemlenen
koniye “baslangic konisi” adi verilmistir. Baslangi¢c konisinden elde edilen fibréz
yapilarda esboyluluk azalmistir. Bu nedenle ideal bir elektroedirme islemi igin
Taylor konisinin ideal seklini almasi gerektigi anlasiimistir. Ideal sekil ile kastedilen
belli bir voltaj degerinde igne ucundaki polimer ¢ozeltisini besleyecek maksimum
akis hizinda (damlama olmadan) elde edilen Taylor konisidir. Sekil 4.1’de
baslangic ve ideal Taylor konileri gorulmektedir. Cizelge 4.2’de ise PCL/jelatin igin,

baslangi¢ konisi ve Taylor konisi'nin gozlemlendigi kosul degerleri yer almaktadir.
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Sekil 4.1. Baglangi¢ konisi (a) ve ideal Taylor konisi (b) gorinumleri.

Cizelge 4.2. TFE icerisindeki %8 (w/v)lik PCL/jelatin ¢ozeltisi ile yapilan
elektroegirme islemlerinde, baslangi¢c konisi ve Taylor konisi'nin gozlemlendigi
kosul degerleri.

Ornek Adi Akis Hizi (m/sa) | Voltaj (kV) Mesafe (mm)

2.0 10.5 350
23* 10.5 350
2.9 13.0 350

PCL/Jelatin- 3.8* 13.0 350

TFE (%8w/v)
5.0 15.0 350
56* 15.0 350
6.2 17.5 350
6.8* 17.5 350
7.0 20.0 350

* Taylor konisinin goraldagu akis hizi degerleri.

Esboylu ve en dusuk fiber gaplarinin elde edildigi kosullar gizelgede koyu olarak
gOsterilmisgtir.
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Sonuclar incelendiginde, 20 kV degerinden sonra Taylor konisi gozlemek mumkuin
olmamigtir. 13 kV’dan itibaren elde edilen matrislerde ise ¢apta esboyluluk
azalmaya baslamistir. 17.5 kV’a kadar akis hizi ve voltajda gézlenen lineer artis
ise Sekil 4.2’de goérlldugu gibi bu voltaj degerinde kirilmaya ugramistir. Bu
Kirlmanin  nedeni Sekil 4.3'de de goruldugu gibi boncuk olusumundan
kaynaklanmaktadir. PCL ile yapilan yardimci elektrod caligmalarinda da boncuk

olusumu gozlenmigtir.

PCL/jelatin icin TFE ile yapilan deneyler sonucu elde edilen ve goérsel olarak
farkedilebilen subjektif veriler, HFIP ile yapilan c¢alismalarda deneysel
parametrelerin daha kolay optimize edilmesine yardimci olmustur. Sonugta,
kullanilan parametreler, en ideal kosullari temsil etmekten ziyade, daha iyi bir

sonug alabilmek igin pratik bir ara¢ gorevi gérmustur.

PCL/jelatin icin ideal elektroegirme bélgesi

5,00 -
2.00 -
7.00 -
£.00 -
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Sekil 4.2. %8 (w/v) konsantrasyondaki PCL/jelatin matrisler igin ideal
elektroegirme bdlgesi.

72



Sekil 4.2°deki grafikte gorulen kirmizi ¢izgi ideal Taylor konisinin olustugu akis hizi
ve voltaj degerlerini, mavi ¢izgi baslangi¢c konisinin olustugu akis hizi ve voltaj
degerlerini, yesil gizgilerle tarali alan ideal elektroegirme bdlgesini, mor cizgilerle
tarali alan ise boncuk olusumunun gorualdigu bolgeyi ifade etmektedir. Kirmizi
gizginin Ustl damlama bdlgesini, mavi c¢izginin alti ise koni olusumunun
g6zlenmedigi bolgeyi ifade etmektedir. Voltaja bagl olarak arttirilabilen akis hizi
belli degerlerden sonra elektroegirmeye izin vermemektedir. Bu duruma, elektrik
alan siddetinin artisi ve viskozitenin artan bu degerlere gore dusuk kalmasinin yol

actigi dusundlebilir. 17.5 kV’dan dusuk voltaj degerlerinde boncuk olusumuna

rastlanmadigi gortlmektedir (Sekil 4.3).

/ : X/
\/ - I 4 LA Tt

- Mag= 1.00 KX EHT =20.00kV SignalA=SE1  Sample ID = G4B (a)f Mag= 1.00K X EHT =20.00kV SignalA=SET  Sample ID = G38 (b)

SAMS DS DECNBAZ VAT IS ARG D, B e 5 AN
v ped
Mag= 1.00 KX EHT =20.00kV SignalA=SE1  Sample ID = G2B (c)f g~ Mag = 1.0 K X EHT = 20.00 kY

14 £ X s
sample ID = G1B (d)§

Sekil 4.3. PCL/jelatin matrislerde voltaj dederinin artmasiyla artan boncuk
olusumu; (a) 17.5 kV, (b) 15 kV, (c) 13 kV, (d) 10.5 kV.
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%8 (w/v)lik ¢cozelti konsantrasyonundan 1104+129 nm araliginda fiberler elde
edilmistir. Fiber ¢aplarinin nano dlgege dusurulebilmesi igin jelatinin icerisinde
daha iyi ¢6zUndugu bir ¢ézicl olan HFIP’In kullanilimasina karar verilmistir [136].
TFE’ye gore fazladan 3 flor iceren bir yapi olan HFIP, flor gruplarinin artan etkinligi
ve molekul buyukluga ile proteinlerle daha guglu bir etkilesim kurabilmektedir
[151]. Bu nedenle HFIP igerisinde daha saydam bir PCL/jelatin ¢ozeltisi elde
edilmistir. Coézunurligun artmasi polimer zincirlerini acarak, polimer molekdillerinin
biraraya gelmesini (birbirine dolanmasini) engeller ve boncuk olusumuna neden

olan etmenleri belli 6l¢clde etkisiz hale getirebilir.

Bu deney grubunda,%8(w/v)’lik konsantrasyona gore daha yuksek konsantrasyon
degerlerine denk gelen ve agirlikca hazirlanan %6.24 ve 9%5.40 c¢ozelti
konsantrasyonlarindan, %5.4’luk ¢ozeltiden daha ince fiber elde edilebildigi igin,
bu ¢ozelti konsantrasyonu tercih edilmigtir. %5.4’ltk konsantrasyonda 663+107 nm
araliginda fiberler elde edilmigtir (Sekil 4.4). Cozundrliglin ve konsantrasyonun

artmasi fiber ¢apini neredeyse yari yariya azaltmistir.

f {
» | [ N
- 4 ] - N - \
' & | D ¢ Z I}
’L \ I \
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B Mag = 5.00 KX EHT =20.00KYV Signal A= SE1 Sample ID = G1B (a) =, Mag= 5.00 KX EHT =20.00 kV Signal A= SE1 Sample ID = 8 (b)

Sekil 4.4. Cozucu degisikliginin fiber capi Uzerine etkisi; (a) TFE icerisinde
(1104£129 nm), (b) HFIP igerisinde (663+107 nm) deri doku iskelesi olarak
kullaniimak amaciyla hazirlanan PCL/jelatin ¢ozeltilerinden elde edilen fiberlerin

SEM goéruntdleri.
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Cizelge 4.3'de, PCL ve PCL/jelatin nanofiber matrislerinin elektroegirme islem
kosullari ve elektroegirme sonucu elde edilen nanofiber ¢aplari verilmigtir. Sekil
4.5de ise bu parametrelerle hazirlanmis PCL ve PCL/jelatin karisimi doku

iskelelerinin SEM goéruntileri yer almaktadir.

Cizelge 4.3. Deri doku iskelesi olarak kullaniimak amaciyla hazirlanan PCL ve
PCL/Jelatin nanofiber matrislerin hazirlanmasinda kullanilan elektroegirme iglem
kosullari ve nanofiber ¢aplari.

Nanofiber Cozicl Akis Hizi | Uzaklik | Gerilim | Nanofiber Capi
(ml/sa) (cm) (kV) (nm)
PCL
(%12wny) | PMF/DCM 5 35 25 488114
(50:50)
PCL/Jelatin
(%5.4) HFIP 18 35 12 663107
(50:50)

Sekil 4.5. Elektroegirme ydntemiyle elde edilen; (a) PCL, (b) PCL/jelatin karigimi
doku iskelelerinin SEM goruntuleri.
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EGF immobilizasyonu ve hucre kualturi c¢aligmalari bu kosullarda hazirlanmis
orneklerle gercgeklestiriimistir. 14 ml PCL/jelatin ¢bzeltisi, 8 saat sureyle 20X25
cm?lik alana toplanarak 14.3 + 0.37 um kalinliginda PCL/jelatin matrisler, 3 ml
PCL ¢ozeltisi, 1.5 saat siireyle 10X15 cm?lik alana toplanarak 27.7 + 0.33 pym
kalinhginda PCL matrisler elde edilmistir. PCL matrisler, ylksek voltaj degerinden
dolayl daha dar bir alana toplandigi icin elde edilen matrislerin kalinhigi artmistir.
Elde edilen matrislerden capi 1.5 cm olan dairesel pargalar kesilerek EGF

immobilizasyonu ve hucre kultura ¢alismalarinda kullanilmistir.

4.1.2. Nanofibroz Doku iskelelerine EGF immobilizasyonu

Polimerik nanofiber iskeleler, nano élgekli ekstraselller matris (ECM) proteinleri ile
benzer yapiya sahiptir. Bu nedenle, ECM taklidi doku muhendisligi iskeleleri
olmaya en yakin aday olmaktadir [152]. Basarili bir doku muhendisligi iskelesi,
hicre yapigsmasina ve uUremesine elverigli, hucre uyumlu bir ylzeye sahip
olmaldir. Cogu ylzey modifikasyonu, hicreler tarafindan spesifik olarak
algilanabilen biyomolekullerin polimerik ylUzeylere immobilizasyonu ile doku
iskelesinin  biyouyumlulugunu arttirmaya yoneliktir [153]. Bu biyomolekuller
kollajen, fibronektin, arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) peptidleri gibi adezif
proteinler ve bFGF, EGF, insulin gibi blyume faktorleri olabilmektedirler.
Biyomolekuller, biyomalzeme yuzeylerine hem kovalent olarak hem de
elektrostatik olarak baglanabildikleri gibi, kendiliginden duzenlenme ile de

baglanabilmektedir.

Choi ve arkadaslari diabetik Ulser tedavisinde kullanmak Uzere, elektroedirdikleri
PCL-PEG ve PCL nanofiber matris ylzeyine EGF immobilize ederek insan
keratinosit hucrelerinde ve dorsal diabetik yarasi olan hayvan modellerinde
calismislardir. Elde edilen sonuglar, kimyasal olarak nanofiber matris Gzerine
tutturulan rhEGF’in (rekonbinant insan EGF), rhEGF c¢o6zeltisinde bekletilen

matrislere gore keratinosit ekspresyonunu daha ¢ok arttirdigi yonandedir [154].
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Klenkler ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada ise, polidimetilsiloksan’in (PDMS)
yuzeyi EGF ile modifiye edilerek epitelyal kornea hicrelerinin Gremesini arttirmak
hedeflenmistir. EGF, PDMS Uzerine kovalent olarak alilamin monomeri ve PEG
ayiricisi kullanilarak plazma polimerizasyonuyla baglanmistir. Daha sonra EGF,
PEG butanoik asitin homobifonksiyonel N-hidroksistksinimidil esteri ile aktif hale
getirilirmigtir (SBA,-PEG). Ortamdaki SBA,-PEG, EGF’in PEG’in ug¢ grubuna
baglanmasini saglar. Yapilan hlcre hlcre kiltir calismalari sonucu, EGF
immobilize edilmig matrisin epitelyal kornea hucrelerinin proliferasyonunu uyardigi

ve hizlandirdigi1 goralmustar [155].

Tavsanlarda doku kaybindan olusmus deri kusurunu gidermek icin, EGF yukIU
mikrokureler kullanarak iki katmanli polimerik yara ortusu sentezlenmistir [156].
Jelatin, dogal, nontoksik ve biyouyumlu oldugundan dolayi alt tabaka segilmistir ve
bu malzemeden dondurarak kurutma yontemiyle stiinger formda cesitli gozenekli
matrisler hazirlanmistir. Dis tabakada ise elastomerik poliliretan membranlar
kullaniimistir. Hiicre proliferasyonunu aktive etmesi icin jelatin stingerlere iki farkh
dozda EGF (1-15ug) eklenmigtir. Birinci tip jelatin stingerde, EGF jelatin stingere
heparin ile immobilize edilmistir. ikinci tipte ise EGF, kopiik ¢ozeltisine eklenmistir.
Yapilan testlerde iki sekilde hazirlanan sunger formda jelatin matrislerde islev
acgisindan belirgin bir fark goérilmemistir. Sonug¢ olarak dermisin tamamen

yenilendigi ve yara izi olusumunun 6nlendigi gorulmustuar.

Fiziksel karisim veya kaplamaya ek olarak, kollajen ve jelatin gibi ECM
proteinlerini kovalent olarak nanofiber ylzeylerine baglamak biyomimetik doku

muhendisligi iskeleleri gelistirmek igin bir diger segenektir.

Protein molekdllerini polimer ylzeyine kovalent olarak baglamak igin populer bir
metod ise biyomalzeme yuzeyinde Oncelikle karboksil veya amin gruplari
olusturmak ardindan da proteini yuzeye, baglanma ajani olarak suda ¢6zlunebilen
karbodiimid kullanarak baglamaktir [157, 158]. Orglisiiz PET nanofiber matrisler

elektro-egirme yontemiyle hazirlandiktan sonra ylUzeyleri jelatin ile modifiye edilir.
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PET nanofiberler ylzeylerinde hidroksil gruplari olusturmak icin formaldehit ile
muamele edilir, ardindan baslatici Ce (IV) kullanilarak metakrilik asit (MAA) ile
greft polimerizasyonu yapilir. Sonug¢ olarak PMMA greftlenmis PET nanofiberler
uzerine baglanma ajani olarak suda eriyebilen karbodiimid kullanilarak jelatin
badlanir [38]. PCL nanofiber ylzeylere jelatin baglayabilmek igin nanofiberler
oncelikle hava plazmasi ile muamele edilerek yuzeyde karboksil gruplari
olusturulur, ardindan jelatin molekulleri yuzeye kovalent olarak baglanir [39].
Jelatin bagli PET ve PCL nanofiber ytzeyler igin endotel hiicrelere olan uyumluluk,
modifiye edilmeyen nanofiberlere gore yukselmistir. Ayrica, jelatin baglanmis ve

hizalanmis PCL nanofiberler endotel hicrelere yuksek uyumluluk géstemistir.

Santiago ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise 6 mm kalinhigindaki PCL diskler
uzerine 1,6-hekzadiamin ile amin gruplari baglanmistir. Ardindan 1-etil-3-
(dimetilaminopropil) (EDC) ve NHS karisimi kullanilarak PCL Uzerindeki amin
gruplan aktive edilmistir. Aktive edilen amin gruplar Uzerinden RGD, YIGSR ve
IKVAV peptid sekanslari kovalent olarak doku iskelelerine immobilize edilmistir.
Yuzeydeki amin gruplarinin varligi XPS analizi ve ninhidrin testi ile dogrulanmistir.
Laminin turevli bu peptid sekanslarinin adipoz turevli kok hucrelerin (ASCs) PCL
uzerindeki yapismalarini destekledigi gorulmastur. Yuzeye baglanan RGD ve
YIGSR'ye kiyasla, IKVAV'In ylzeye yapisan hucrelerin daha ¢ok yayilmasina
katkida bulundugu goralmastur [159].

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda PCL ve PCL/jelatin karisimi olarak
hazirlanan polimer ¢ozeltilerinden elde edilen nanofibroz matris yuzeylerine EGF
kovalent olarak immobilize edilmistir [159]. Yapilan calismada EGF
konsantrasyonu 10 ug/ml olarak secilmistir. Bu konsantrasyonun segcilmesinin
nedeni, literatirde ideal yara kapanmasinin gergeklesmesi ve epitelizasyonda
onemli bir artisin gbzlenmesi igin, topikal uygulamalarda (her 8 saatte bir) en

uygun EGF konsantrasyonu araliginin, 1-10 ug olarak belirlenmis olmasidir [169].
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EGF immobilizasyonu, PCL ylzeyine baglanan amin gruplari Uzerinden
gerceklestiriimistir [160]. PCL ylzeyinde EGF ile etkilesecek amin gruplari
olmadidi igin dncelikle ylzeyine amin gruplari baglanmistir. PCL ylzeyine amin
gruplan baglamak igin kullanilan 1,6-diaminohekzan, PCL'in yapisindaki oksijen
cift bagini acarak oksijene baglanir. NHS yapisindaki oksijen ile PCL’in oksijenine
baglanan 1,6-diaminohekzanin azotu bagd yapar. Son olarak amin grubuna sahip
EGF, NHS’deki benzen halkasini acarak azot Uzerinden baglanir. Bu sekilde
aktive olmus PCL Uzerine EGF sabitlemesi gerceklestiriimistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. PCL Uzerinden EGF immobilizasyonunun sematik gdsterimi; (a) PCL
yuzeyinin aminlenmesi, (b) PCL yuzeyindeki amin gruplarinin NHS ile aktive
edilmesi, (c) Aktive edilmis PCL Gzerinden EGF immobilize edilmesi.

PCL/jelatin karisiminda ise, jelatinin Uzerinde hali hazirda var olan amin

gruplarinin aktive olmasi ile immobilizasyon iglemi gergeklesmektedir.
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4.2. Karakterizasyon Caligmalari

Tez kapsaminda gercgeklestirilen karakterizasyon c¢alismalari, Cizelge 4.3'de

verilen kosullarda hazirlanan nanofibréz matrislerle yurataimustar.

4.2.1. Ninhidrin Yontemi ile Baglanan Amino Gruplarinin Spektrofotometrik

Tayini

Nanofiber matrislere baglanan amin gruplarinin tayini i¢in ninhidrin yontemi
kullaniimistir. Amin grubu baglanmis PCL doku iskeleleri ve PCL/jelatin karigimi
doku iskeleleri ninhidrin ile muamele edilince koyu mor renk almiglardir. Amin
grubu baglanmamis PCL/jelatin doku iskelelerinin, jelatinin yapisinda var olan
amin gruplarindan dolayr daha agik mor renk aldigi goérulmds, amin grubu
baglanmamig PCL'de ise renk degisimi gdzlenmemigtir. Renk degisimlerinin
absorbans dederleri UV-vis spektrofotometre ile olgulmustir. Sekil 4.7°’de doku

iskelelerinden elde edilen absorbans degerleri yer almaktadir.
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Sekil 4.7. Amin grubu baglanan ve baglanmayan doku iskelelerinin ninhidrin
yontemi sonucu elde edilen absorbans degerlerinin kargilastiriimasi.
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Yuzeyinde amin grubu yer almayan PCL’in absorbans dederi sifira yakindir. Amin
grubu baglanmamis PCL/jelatin’in jelatinden kaynakli amin gruplarina sahip
olmasindan dolayi, absorbans degerinde belirgin bir bigcimde artis gozlenmigtir.
Amin grubu baglanmis PCL ve PCL/jelatin doku iskelelerinden elde edilen
absorbans degderleri ise tum ornekler arasinda en yuksek olanlardir. Aradaki az
miktardaki fark, daha once s6z edildigi gibi jelatinin yapisinda var olan amin

gruplarindan kaynaklanmaktadir.

4.2.2. Amin Gruplar Baglanan Nanofibroz Doku iskelelerine FTIC (Floresan

izotiyosiyanat) Baglanmasi ve Goriintillenmesi

Floresan bir boya olan FITC, yapida var olan amin ug¢ gruplarina baglanarak bu
gruplan goérunur hale getirmektedir. FITC igerisinde 1 gece bekletilen doku
iskelelerinde renk farki meydana gelmistir. Nanofibréz doku iskelelerini floresan

mikroskopta goruntilemek mumkin olmadigindan, mevcut renk degisimi dijital

fotograf makinesi ile goruntilenmistir.

Sekil 4.8. FITC baglanan (a) PCL ve (b) PCL/jelatin doku iskeleleri.
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Sekil 4.8’de FITC ile muamele edilen doku iskelelerinin goruntileri yer almaktadir.
Sekil 4.8-a’daki doku iskelelerinden amin grubu baglanmis olan PCL, hafif
sararmistir, sagdaki amin grubu baglanmamis PCL’de herhangi bir renk degisimi
gorulmemektedir. Sekil 4.8-b’deki amin grubu baglanmis (solda) ve baglanmamis
(sagda) PCL/jelatin doku iskelelerinin her ikisi de amin gruplarinin varligindan
dolayl FITC ile boyanmistir. Soldaki PCL Uzerinden amin grubu baglanmis olan
PCL/jelatin doku iskelesinin PCL’den gelen amin gruplari nedeniyle, amin grubu
baglanmamis olan PCL/jelatin doku iskelesine gore biraz daha koyu bir renk aldigi

gOrulmektedir.

4.2.3. Nanofibroz Doku iskelelerinin FTIR Analizi

PCL ve PCL/jelatin nanofibroz doku iskelelerinin yluzey karakterizasyonlari ATR-
FTIR spektrofotometresi kullanilarak yapiimigtir. Sekil 4.9°”da PCL ve PCL/jelatin
nanofibroz doku iskelelerine ait ATR-FTIR spektrumu goériilmektedir. 2866 cm™
(simetrik CH gerilmesi), 2943 cm™ (asimetrik CH, gerilmesi), 1721 cm™ (C=0
gerilmesi), 1294 c¢cm™ (C-O ve C-C gerilmesi) ve 1239 cm™ (asimetrik C-O-C
gerilmesi) dalga boylarindaki pikler PCL icin karakteristik piklerdir.
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Sekil 4.9. PCL ve PCL/jelatin nanofibr6z doku iskelelerine ait ATR-FTIR analizleri.
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PCL/jelatin doku iskelesi igerisindeki jelatin protein yapisini temsil eden
karakteristik pikler ise Amid | ve Amid Il baglarindaki gerilmeden kaynaklanan ve
siraslyla 1646 cm™, 1537 cm™ dalga boylarinda yer alan piklerdir. Her iki yapiya
ait spektrumlar karsilastirilarak PCL/jelatin icerisindeki jelatin varli§i kalitatif olarak
belirlenmistir (Sekil 4.9).

Yuzeylerine amin gruplart baglanmig PCL ve PCL/jelatin nanofibroz doku
iskelelerinin ylizey analizleri yine ATR-FTIR spektrofotometresiyle yapilmistir. PCL
doku iskelesi yuzeyine baglanan amin gruplarina ait pik Sekil 4.10’da okla
gosteriimektedir. 1581 c¢cm™ dalga boyunda olusan bu pikin Amid | ve Amid I
baglarinin gerilmesinden gelen piklerin birlesimi oldudu, yada amin gruplarini
aktive etmek icin kullanilan NHS'’in yapisinda yer alan C=0O gruplarindan

kaynaklanan pikle birlestigi disunulmektedir.
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Sekil 4.10. Amin gruplari baglanmis ve baglanmamis PCL nanofibréz doku
iskelelerinin ATR-FTIR analizleri.
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Sekil 4.11. Amin gruplari baglanmis ve baglanmamis PCL/jelatin nanofibroz doku
iskelelerinin ATR-FTIR analizleri.

Sekil 4.11°de ise amin gruplari baglanan PCL/jelatin doku iskelesinin Amid | ve
Amid Il bag gerilmelerinden kaynaklanan piklerinde siddet artisi goriimektedir.

Bunun nedeni PCL yilzeyine baglanan amin gruplarindan kaynaklanan artistir.

4.2.4. Floresan Spektrofotometre ile EGF’in Kantitatif Tayini

PCL ve PCL/jelatin nanofibroz doku iskelelerine baglanan EGF miktari,
oligopeptidin floresan 0Ozellik gdsteren triptofan uclari UGzerinden, floresan
spektrofotometreyle kantitatif olarak tayin edilmistir. 10 pg/ml EGF ¢ozeltisi
kullanilarak, doku iskelelerine EGF immobilize edilmis ve immobilize olan EGF
miktari, baslangi¢ floresan siddetinden immobilizasyon iglemi sonrasinda kalan
cozeltinin floresan siddeti cikartilarak hesaplanmistir. immobilizasyon verimliligi
ise, immobilize olan miktarin baglangi¢taki EGF miktarina oraninin %’si seklinde
tanimlanmis ve hesaplanmistir. Bulunan degerler Cizelge 4.4'de sunulmustur. Bu
degerler doku iskelelerine immobilize olmus gerek PCL gerekse PCL/jelatin
nanofibr6z doku iskelelerine ylksek oranda EGF’in immobilize oldugunu

gOstermektedir.
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Cizelge 4.4. Nanofibroz doku iskelelerine immobilize olan EGF miktarlari ve %
immobilizasyon verimliligi degerleri.

Nanofibroz doku immobilize EGF miktari immobilizasyon
iskelesi (ng/g doku iskelesi) verimliligi (%)
PCL 1.75+ 0.01 97.82 £0.14
PCL-jelatin 5.83 £ 0.01 99.10 £ 0.08

4.2.5. Biyobozunurluk Caligmalari

PCL ve PCL/jelatin nanofibr6z doku iskelelerinin biyobozunurluk g¢aligsmalari,
DMEM besi ortami varliginda ve 37”’de CO, etlvu icerisinde gerceklestirilmistir.
PCL’'in bozunma mekanizmasi PLA ve PGA gibi diger alifatik poliesterlere
benzemektedir. Bozunma sirasinda ester baglar hidrolize ugrar ve zincirler
ayrilarak karboksilik asit ve alkol agiga ¢ikar [161]. Jelatin ise hidrolize ugrayarak

yapisindaki amino asitlere parcalanir [162].

Sekil 4.12’de PCL ve PCL/jelatin doku iskelelerinin, agirlik kaybina bagl bozunma
yuzdelerine ait grafik yer almaktadir. PCL/jelatin doku iskelelerinin %20’sinin ilk
bes gunluk periyotta dogrusal hizh bir sekilde bozunmaya ugradigi, 7. ginden
itibaren de bozunmanin yavasladigi gorilmektedir. PCL/jelatin nanofibroz doku
iskelelerindeki %50 oranindaki jelatinin tamaminin bozunmamasinin nedeni, PCL
ve jelatinin homojen bir sekilde karismasi ve fiberlerin i¢ kisminda yer alan jelatinin

hidrolizinin zorlagmasi olarak agiklanabilir.

Sekil 4.12°de de goruldugu gibi fibroz yapidaki PCL doku iskeleleri 14 gunluk

surede bozunmaya ugramamistir.
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gunlerdeki bozunmalarina ait FTIR spektrumlari.
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PCL ve PCL/jelatin doku iskelelerinin bozunmadan onceki ve sonraki kimyasal
yapilarinin incelenmesi i¢cin ATR-FTIR analizi yapilmistir (Sekil 4.13). PCL/jelatinin
analiz sonuclarinda gorilen 1646 ve 1537 cm™ dalga boyu civarindaki piklerin
yuksekligi, 14. gunun sonuna kadar kademeli olarak azalmistir. Bu dalga
boylarindaki pikleri temsil eden Amid | ve Amid Il bag siddetlerinde meydana gelen

azalma, jelatinin bozunarak amino asitlerine ayrilmaya basgladigini gostermektedir.

PCL doku iskelelerinin degradasyon oncesi ve sonrasi yapilarinin incelenmesi igin
yurttilen FTIR analizinden elde edilen spektrumlar Sekil 4.14‘de verilmigtir.
Hidrolitik bozunma sonucu olusan urtnlerinde yer alan COOH ve OH gruplarina
bagli olarak, spektrumda 2866 cm™ ve 2943 cm™ dalga boylari civarinda olusan
piklerde artis beklenmektedir [161]. Sekil 4.14’de 14 gunun sonundaki PCL doku
iskelelerinde, bozunma éncesi PCL doku iskelelerine gére 2866 cm™ ve 2943 cm’™
dalga boylarindaki piklerde kayda deger bir artis gértlememektedir. Sonug olarak
PCL, 14 gunlik surede biyobozunma godstermemistir denilebilir. Zaten bu da

beklenen bir durumdur.

a8 | T T LT R
. PP - - = S AT g 1Fl \'I ' i
W1 Bl 14.pon b | 4 A e
A | A ——— o '.N_Aqf‘,.;_,,f.'ﬁw--'-ﬁ-\ll II- b X .—"')'II '_II I, I-I
_“: Bl ) \.Ill I.IIII/ 'll.aH 3 J: Il "‘| ) || [ [' e,
| KL l ”dlll,ﬂf e J
5 | I|I'.'I I II IMIIIJ ” ! |11I |
il 1L | N
! | s I
EIR II.| ' | | ‘ 'l | I HI {
|
T | v r r d rﬂ ]
i { [ (¥
By ‘ i
- I
= CUE
2 { |
g |
: I |
= 1
: | !
a5.| J
an |
o I o I s I “ntn I 1500 I 10

Tlym boyu fom-1)

Sekil 4.14. Bozunma d6ncesi ve 14 gun suresince bozunmaya ugratilmis PCL doku
iskelelerine ait FTIR spektrumlari.
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Hidrofilik 6zellige sahip polimerlerde su, yapidan igeri girerek polimerin sismesine
neden olur. Su girigi, polimerin kimyasal bozunmasini tetikleyerek yigin yapida
gozenekler olusturur ve yapinin oligomer ve monomerlerine ayrigmasina neden
olur. Kimyasal bag yapilari, yapinin bilesimi ve su alimi, bozunma reaksiyonlarinin
hizina etki eden 6nemli faktorlerdir. Tipik yigin bozunma reaksiyonlarindan farkh
olarak nanofibroz doku iskelelerinde ylzey erozyonu gozlenmektedir. Polimer
matrisinin kimyasal baglarinin bozunma hizi ve suyun polimer matrisi igerisine
dagiima hizi arasindaki fark birgok biyobozunur polimerin bozunma
mekanizmasini  tanimlamaktadir.  Ylzey erozyonuna bagli  bozunma
mekanizmasinda yaplya su girisi oldugunda matris yikilmasi daha yavas
gerceklesmektedir [Cui et. al.] Bu durum nanofibréz yapilarin ylzeyine protein
immobilizasyonu yapilarak yuzeylerin hidrofilik hale getiriimesiyle
cozulebilmektedir. Hidrofilik hale gelen yuzey daha hizli su girigine izin
vereceginden bozunma hizi artacaktir [Ma et. al. (2005a)]. Bu nedenle PCL
nanofibroz doku iskeleleri 14 gunlik periyod boyunca bozunma gdstermemekte,
fakat PCL/jelatin karnisimi doku iskeleleri 14 glnlik periyod igerisinde yuzey

erozyonuna ugramaktadir.

Jelatin Uzerinden bozunmaya ugrayan PCL/jelatin nanofibréz doku iskelelerinin
SEM goruntuleri Sekil 4.15'de yer almaktadir. Bozunma oncesi ve 3, 5, 7, 14.
gunlerin sonunda bozunmaya ugramis doku iskelelerinin SEM goéruntilerinden de
anlasildigi Uzere PCL/jelatin ylzeysel bir bozunmaya ugramistir. PCL ile homojen

bir sekilde karisan jelatin fiber boyunca homojen bozunma gostermektedir.
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Sekil 4.15. 14 gunlik bozunma periyodu igerisinde, PCL/jelatin nanofibroz doku
iskelelerine ait SEM gorintileri ((a) bozunma 6ncesi (X10000), (b) 3.gun, (c)
5.gln, (d) 7.gun, (e) 14.gun (X8780)).
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4.2.6. Su Temas Agisi Olgiimleri

PCL ve PCL/jelatin doku iskeleleri Uzerinde yapisik damla metoduyla
gerceklestirilen su temas acisi 6lgumlerinin sonuglari Cizelge 4.5’de gorulmektedir.
Nanofibroz doku iskeleleri literatlirle paralel olarak hidrofobik &6zellik
gOstermektedir [163]. Bunun nedeni artan nano yapilarla dogru orantili olarak
hidrofobisitenin artmasidir. Hidrofobik o6zellige sahip PCL, hidrofilik jelatin ile
karistiginda su temas agisi dusmektedir. Ayrica yuzeye immobilize edilen amin
gruplan yuzeyi aktif hale getirdiginden yine temas acisini azaltmistir. EGF
immobilizasyonu sonrasinda ise damlatilan damla yizey tarafindan tamamen
emilmis ve temas acisi 0° olarak olgtlmustir. EGF gibi protein yapilar ylzeylerin

hidrofilitesini yiksek oranda arttirdigindan ylzey temas agisi sifilanmaktadir [38].

Cizelge 4.5. Nanofibréz doku iskelelerine ait su temas acisi degerleri.

Nanofibroz doku iskelesi Su temas acisi (8)
PCL 133.0+£0.2
PCL-amin 1216+ 1.6
PCL-EGF 0
PCL-jelatin 125.0+1.7
PCL-jelatin-amin 86.7+24
PCL-jelatin-EGF 0
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4.2.7. Gézeneklilik Olgiimleri

Doku iskelelerinin gozeneklilik 6zelliklerinin belirlenebilmesi igin yapilan analizde
PCL ve PCL/jelatin doku iskelelerinin sahip oldugu % gozeneklilik degerleri, BIUm
3.3.2.1’de anlatilan yontem ile, sirasiyla, 79 ve 68 olarak hesaplanmigtir. Sonuclar,
% gozenekliligin fiber ¢capiyla ters orantili olarak degistigini gostermistir. PCL doku
iskelelerinin icerisinde yer alan nano Olgekteki fiberler dagihm acisindan
PCL/jelatin karisimi halinde hazirlanan doku iskelelerine gére daha fazla
oldugundan, bu doku iskelelerinin gozenekliligi daha fazladir. Literatirde % 65 ve
uzeri gdozeneklilige sahip olan doku iskelelerinin kitle aktarimi ve gaz gegisine izin
verdigi bilinmektedir. Bu nedenle, hicre kultirt analizinden elde edilen sonuglar
da g0z onunde bulundurularak elde edilen goézeneklilik sonuglarinin, hicre

infiltrasyonu, besin ve atik aktarimi igin yeterli oldugu dusunulmektedir.
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4.3. Hucre Kultura Galigmalar

4.3.1. L929 Hiicre Hattinin Karakterizasyon Calismalari

Tez kapsaminda yapilan hicre kaltirG ¢calismalari fare bagdokusuna ait fibroblast
hlcrelerinden elde edilmis L929 hucre hatti ile yapiimistir. Yapilan ¢alisma sonucu
elde edilen MTT ve hucre sayim degerleri, Sekil 4.16 ve 4.17°de verilmistir. Bu
grafiklerden de gorulebilecedi gibi, hucreler kdlturin 3. gununde Ustel Ureme
fazina (logaritmik faz) gegmislerdir. 9. ginden sonra Greme yavaslamistir. 12. gin

degerleri ise hicrelerin 6lim fazinda oldugunu gdstermektedir.

L1929 MTT Sonuglari Hiicre Ureme Grafigi
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Sekil 4.16. L929 hicrelerine ait MTT sonuglari.
L929 Hiicre Sayisi Grafigi Hiicre Ureme Grafigi
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Sekil 4.17. L929 hcrelerine ait hemositometrik sayim sonuglari.
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Logaritmik fazda, hucrelere ait ikilenme suresi 4.2. numarali denklik kullanilarak
hesaplanmistir:

dx/dt = px/dt 4.1)
Bu denklik dizenlendiginde;

pt = Inx 4.2.)

sekline donusmektedir. Burada x; hucre sayisini, y; 6zgul Greme hizini ve t ise
zamani gostermektedir. Baska bir deyigle, zamana karsi Inx degerleri grafige
gecirildiginde egim, 6zgul Ureme hizini vermektedir. Calismamizda, L929 fare
fibroblast hiicre hatti igin dzgiil Greme hizi 0.016 sa™ ikilenme siiresi ise 43 sa
olarak bulunmustur. Hucrelerin invert mikroskop altinda gunlik gdzlemleri
yapiimig; 1, 3, 5 ve 9. gunlerde sahip olduklari morfoloji ve yayilimlara ait

goruntuler Sekil 4.18’de verilmistir.

Sekil 4.18. Kiltur kabindaki L929 hicrelerinin invert mikroskop géruntuleri (x20);
(a) 1. gun, (b) 3. gun, (c) 5. gun, (d) 9.gun.
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Sekil 4.18den agikga goruldugu uzere hucreler dizgun fibroblastik morfolojiye
sahiptirler. Birinci gun sonunda hucrelerin ¢ogu yluzeye vyapisip Yyayllarak
fibroblastik morfolojilerini kazanmislardir. ilerleyen zamana bagli olarak hicreler
arasi bosluklar tamamiyle dolmus ve 9. glnde “confluent kultir” olugsmustur.

Bundan sonra 6lum fazi baglamistir.

4.3.2. Nanofibroz Doku iskeleleri Uzerinde L929 Hiicre Hatti ile Yapilan

Calismalar

4.3.2.1. MTT Analizi

Calismalar 5 grup 6rnek ile yapiimistir. Bunlar, PCL, PCL/jelatin, EGF immobilize
edilmis PCL, EGF immobilize edilmis PCL/jelatin matrisler ve kontrol grubu olarak
kullanilan TCPS’dir. L929 hucre hatti ile yapilan MTT analizinin sonuglari Sekil

4.19’da zamana karsi optik yogunluk degerlerinin dedisimi seklinde verilmistir.

opCL
2,5 1

BPCL-EGF

OPCL-jelatin

N

1 opcigetatin-ecr

BTCPS

-
(8]
L

Optik Yogunluk (570 nm)

o
&

Zaman (Giin)

Sekil 4.19. MTT analizi ile hiicre canlihi ve Uremesinin takibi (istatistiksel 6nem
fakliigi n=3, * icin p<0.05, ** i¢cin p<0.01, *** icin p<0.001 olup PCL ve PCL/jelatin
kendi aralarinda kontrol grubudur. *** i¢in p<0.001 olup TCPS kontrol grubudur.
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Sekil 4.19'da, 1. gunin sonunda gorulen absorbans artisindan fibroblast
hdcrelerinin tim yuzeylerde yapistigi anlasiimaktadir. 5. gunde ise absorbans
degerleri maksimum deg@erlerine ulagsmigtir. Absorbans degerlerindeki bu artis
PCL ve PCL/jelatin doku iskelelerinin fibroblast hlicrelerinin yapisma, yayilma ve
uremelerini destekledigini gostermektedir. Doku iskelelerine immobilize edilen
EGF’in ise, bos olan doku iskelelerine oranla hicre dremesini daha ¢ok arttirdigi
gorulmektedir. PCL ve EGF immobilize edilmis PCL nanofibréz doku iskelelerinde
gorulen hicre Gremesi, PCL/jelatin ve EGF immobilize edilmis PCL/jelatin doku
iskelelerine gore 5. gine kadar daha yuksek degerlerde seyretmistir. 5. gunin
sonunda EGF immobilize edilmis PCL/jelatin doku iskeleleri Uzerindeki hucre
uremesine bagli absorbans degerleri, EGF immobilize edilmis PCL doku

iskelelerinden elde edilen absorbans degerlerine yaklagmigtir.

Yapilan g¢alismanin sonunda, EGF immobilize edilmis doku iskeleleri hicre
aktivitesi ve uygun morfolojinin elde edilmesi agisindan daha basarili bir substrat
olma oOzelligi tasidigi gorulmektedir. Absorbans degerlerinden, EGF’in hucre

yapismasini ve Uremesini dnemli dl¢cude arttirdigi gérulmektedir (Sekil 4.19).
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4.3.2.2. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Analiz

PCL, EGF immobilize edilmis PCL, PCL/jelatin ve EGF immobilize edilmis
PCL/jelatin nanofibréz doku iskeleleri Gzerindeki, L929 hucrelerinin, kultirasyonun
1., 2., 3., 5. ve 7. glnlerine ait SEM goruntuleri Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de
verilmigtir. Kaltarin ilk 3. gununde, EGF immobilize edilmis PCL ve PCL/jelatin
nanofibréz doku iskelelerinin Uzerindeki L929 hucreleri hizla yapisip yayilirken,
EGF immobilize edilmemis doku iskeleleri Gzerindeki hicre yayillmasinin daha
yavas oldugu goriulmektedir. EGF immobilize edildikten sonra ylzeyleri hidrofilik
Ozellik kazanan doku iskeleleri Uzerindeki hucreler orjinal fibroblastik hucre
morfolojisine sahip, hizli yapisip ureyen hucreler haline gelmistir. Bu hizli Greme
egilimi MTT sonuglarina da yansimistir. Kalturin 5. guntnden itibaren hucre
morfolojilerindeki fark ortadan kalkmis, 7. ginin sonunda ise doku iskelelerinin
yuzeyi tamamen hucreler ve hucrelerin Urettigi ECM proteinleriyle kaplanmistir.
Yara iyilesme surecinin erken evrelerinde etkili olan EGF, yara alanina fibroblast
gocunu arttirarak burada kollajen sentezlenmesine neden olmaktadir [164].
Boylece yara erken kapanmakta ve iz olusumu riski azalmaktadir. SEM
goruntulerinden de anlasilacagir Uzere EGF gucuni doku iskelelerinin nano
Olcekteki fibroz yapisiyla birlestirerek ilk UG¢ gune ait hlcre yapismasi ve
yayllmasinda etkili olmus ve hicrelerin ECM matris salgilama oranlarini

arttirmigtir.

Yapilan SEM analizlerinden, hucrelerin nanofibr6z membranlarin ylzeylerinde
yapisip uredigi tespit edilmistir. Ayrica membranlarin nano Olgege sahip yapisi
hicre yapismasi ve Uremesini desteklemektedir. Membran seklindeki 2 boyutlu
yapilar yara ortusu uygulamalarinda, yara bolgesine hucre goégunu saglamak
acisindan idealdir. Elektroegirme ile Uretilen matrisler 2 boyutlu membranlarin yani
sira diger doku muhendisligi uygulamalarina yonelik olarak 3 boyutlu doku iskelesi
seklinde uretilebilmektedir. 2 boyutta gozeneklilik 6zellikleri sinirli kalan nanofibréz
membranlar, 3 boyutlu Uretildiklerinde diyabetik deri Ulseri veya dermisi de
kapsayan derin yanik ve vyaralar igin kullanilabilmektedir. Bu nedenle,
elektroegirme yontemi ile Uretilen 2 boyutlu membranlar epidermal yara ortulerine

yonelik hucre matrisi olarak ihtiyaca hizmet etmektedir.
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2 Gun

3 Gun

5. Gun

7.Gun

Sekil 4.20. PCL (a, c, e, g, i) ve PCL-EGF (b, d, f, h, j) doku iskeleleri Uzerindeki
L929 hicrelerinin morfoloji ve yogunluklarina ait SEM gérunttleri (X500).
97



FCL-jelatin-EGF

FCL-jelatin

1. G0N

s W DT s B i s g 1 =

0 W T s LB el ks A gt 1 =

2.G0n

[

Mag s L0 0N ENT S 3000 0V geslhe b fewpls e [

3. G0N

Mag s L RN T S MR gl el i

Mag s L0 0N DT S 3000 0V gesihe U dempls e

5. G0N

T.GONn

Mags WEN  (NTe 000KV Ggeeie U e S i

[re—r i

Mag s WEE DHT = 30,00 6V gl ke U1

Sekil 4.21. PCL/jelatin (a, c, e, g, i) ve PCL/jelatin-EGF (b, d, f, h, j) doku iskeleleri
uzerindeki L929 hacrelerinin morfoloji ve yogunluklarina ait SEM goruntuleri

(X1000, X2500, X500).
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4.3.2.3. immiino-floresan boyama

PCL ve PCL/jelatin nanofibroz doku iskeleleri yuzeyindeki hucrelerin yogunlugu ve
morfolojileri immuno-floresan boyama ile goérinlir hale getirilmistir. PCL,
PCL/jelatin, EGF immobilize edilmis PCL, EGF immobilize edilmis PCL/jelatin ve
TCPS yuzeyindeki hdcrelerin boyamalari 1., 2., 3. ve 5. gunlerde yapilmistir.
Floresan mikroskobu ile c¢ekilen goruntuler, EGF immobilize edilen doku
iskelelerinde diger iskelelere oranla hucre yogunlugunun daha hizli arttigini

gOstermektedir.

PCL doku iskelelerinin hiicre morfolojisi ve yogunlugu bakimindan PCL/jelatin
doku iskelelerine uUstlnluk sagladigi goérilmektedir. Bunun nedeni PCL nanofibroz
yapilar icerisinde nanometre bazinda dusik caplara sahip fiberlerin dagiliminin
yuksek olmasidir. Dolayisiyla, hlcreler nanofibréz yapidaki fiber ¢capi azaldikga,
bu ylzeylere daha iyi yapisma ve yaylma egilimi gdstermektedirler. SEM
goruntuleri ve MTT sonuglar da floresan goruntulerle karsilastirildiginda birbirini

desteklemektedir.
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Sekil 4.22 Immiino-floresan boyama ile elde edilmis 1. giin géruntdleri; (X20, X40)
(a) PCL, (b) PCL-EGF, (c) PCL/jelatin, (d) PCL/jelatin-EGF, (e) TCPS.

1. gln sonunda EGF immobilize edilmemis PCL ve PCL/jelatin nanofibr6z doku
iskelelerindeki hucreler kuresel morfoloji gosterirken (Sekil 4.22-a,c), EGF
immobilize edilmis doku iskeleleri Uzerindeki hucreler i§ seklindeki fibroblastik
morfolojiyi kazanmistir (Sekil 4.22-b,d). Kontrol grubu olan TCPS yuzeyinde ise

hlcreler, yapismaya ve yayllmaya baglamiglardir.
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Sekil 4.23. Iimmiino-floresan boyama ile elde edilmis 2. giin gérintileri; (X20, X40)
(a) PCL, (b) PCL-EGF, (c) PCL/jelatin, (d) PCL/jelatin-EGF, (e) TCPS.

2. gunun sonunda EGF immobilize edilmemis doku iskeleleri Gzerindeki hucreler ig
seklini alirken bir yandan da nanofibr6z membran igerisine az miktarda gog¢
etmeye baslamiglardir (Sekil 4.23-a,c). EGF immobilize edilmis iskeleler
uzerindeki hucreler (Sekil 4.23-b,c), kontrol grubu olan TCPS ylzeyindeki

hicrelere nazaran tam bir fibroblastik morfoloji gostermektedir (Sekil 4.23.e).
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Sekil 4.24 immino-floresan boyama ile elde edilmis 3. glin gérintileri; (X20, X40)
(a) PCL, (b) PCL-EGF, (c) PCL/jelatin, (d) PCL/jelatin-EGF, (e) TCPS.

TCPS yuzeyindeki hicreler 3.gunin sonunda tek tabaka olmaya yaklasmigken
(Sekil 4.24-e), diger doku iskeleleri hiicre yogunlugunu yakalayamamistir. EGF
immobilize edilmis doku iskelelerinde (Sekil 4.24-b,d) hlcreler 2. gunde oldugu
gibi yuzeyde uremelerine devam ederken, EGF immobilize edilmemis doku
iskeleleri Uzerinde bulunan hucreler doku iskelelerinin igine penetre olmaya

baslamiglardir (4.24-a,c).

102



Sekil 4.25. Immiino-floresan boyama ile elde edilmig 5. giin géruntileri; (X20, X40)
(a) PCL, (b) PCL-EGEF, (c) PCL/jelatin, (d) PCL/jelatin-EGF, (e) TCPS.

5. glnin sonunda ise EGF’li doku iskeleleri ve TCPS tek tabaka hucre
yogunluguna ulasirken (Sekil 4.25-b,d,e) EGF immobilize edilmemis huicrelerin
ylzeyinde bosluklar bulunmaktadir (Sekil 4.25-a,c). Ozellikle EGF immobilize
edilmis doku iskeleleri ve TCPS’de yer alan hucreler, hicre-hicre etkilesimini

gerceklestirerek ekstraselller matris sentezlemeye baslamistir.
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Tez kapsaminda yapilan tum galismalarin i1s1dinda, PCL ve PCL/jelatin nanofibroz

matrislerin fibroblastik hicre yapismasini ve Uremesini destekledigi gorulmagtur.

PCL/jelatin nanofibroz matrislerin, jelatin varligi nedeniyle PCL matrislere gore
hidrofilisiteleri daha ylksektir ve bu nedenle PCL/jelatin yapilar, hiicre yapigsmasi
ve yayllmasini énemli Olcide destekler. Yapiya jelatin katiimasiyla, PCL/jelatin
nanofibréz matrislerin biyobozunurlugu artmaktadir. Polimer karisimi icerisindeki
jelatin orani ayarlanarak yapinin biyobozunurluk suresi degistirilebilmektedir. SEM,
immuno-floresan gorintiler ve biyobozunurluk c¢alismalari g6z &nlnde
bulundurulursa, PCL/jelatin nanofibréz matrisler tGzerindeki hicre Greme hizi, kisa

donem kullanilacak doku iskeleleri icin oldukga uygundur.

Jelatinin yapisinda var olan amin gruplari, PCL matrislerin aksine, herhangi bir
aminoliz islemine ihtiyag duyulmadan kovalent immobilizasyon gerceklestirmeye
olanak saglamaktadir. Bu nedenle PCL/jelatin matrislere ek bir aminleme

basamagi uygulamadan EGF immobilizasyonu gerceklestirilebilmektedir.

Elektroegirme ile Uretilen PCL/jelatin nanofibréz yapilar, jelatinden kaynaklanan
viskozite artisindan dolayi, PCL nanofibréz yapilara goére daha diizgin morfolojide

ve es boylu ¢aplarda Uretilmistir.

Nanofibroz matrislerin ylzeyine immobilize edilen EGF molekdilleri ile hicrelerin
yuzeyinde bulunan EGF reseptorlerinin etkilesimi sonucu, hicrelerin fibroblastik
morfoloji kazandigi, yapisma ve lremelerinin hizlandigi goéruimistir. Ozellikle
biyobozunurluk 6zelliginden dolayi PCL/jelatin nanofibréz matrislerin yara 6rtusu

uygulamalari icin ideal bir substrat 6zelligi tagidigi tespit edilmigtir.
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5. GENEL SONUCLAR

Tez kapsamindaki ¢alismalar dahilinde Uretilen ve yluzeylerine EGF immobilize

edilen nanofibréz doku iskelelerinin ylzey karakterizasyonlari ve hucre kultaru

calismalar gercgeklestirilmigtir. Yapilan analizlerden elde edilen sonuglar asagida

ayrintili bir sekilde 6zetlenmisgtir.

Elektroegirme yontemiyle, membran seklinde PCL ve PCL/jelatin karigimi

nanofibréz membranlar Gretilmigtir.

Nanofibroz membranlarin uygun fiber morfolojisi ve c¢aplarda Uretimi,

elektroegirme parametrelerinin optimizasyonu ile gerceklestiriimistir.

Elde edilen nanofibroz PCL matrislerin fiber caplari 488114 nm ve
gOzenekliligi %79, PCL/jelatin nanofibroz matrislerin fiber c¢aplarl ise

6631107 nm ve gozenekliligi %68 olarak dlgulmustur.

Nanofibroz matrislerin yluzeyine EGF kovalent immobilize edilmistir.
Kovalent baglama iglemi PCL yuzeyine amin gruplari yerlegtirilerek
yapilmistir. Daha sonra PCL ve PCL/jelatin matrislerin ylzeyindeki amin

gruplart NHS ile aktive edilerek EGF immobilizasyonu gerceklestiriimistir.

Yuzeylere baglanan amin gruplarinin varligi ninhidrin yontemi ve ATR-FTIR

analizleri ile dogrulanmigtir.

EGF immobilizasyonu sonrasinda PCL ve PCL/jelatin ylzeylere immobilize
edilen EGF miktarlari sirasiyla 1.75 £ 0.01 ve 5.83 + 0.01 mg/g’dr.

EGF ile ylzey modifikasyonundan sonra hidrofobik 6zellik gésteren PCL ve

PCL/jelatin matrislerin tamamen hidrofilik 6zellik kazandigi gérilmustar.
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Yapilan o&lgimlerde su temas agisi degerleri EGF immobilizasyonu
oncesinde PCL icin 133.0 + 0.2 derece, PCL/jelatin i¢in 125.0 £ 1.7 derece
olarak bulunmustur. EGF immobilizasyonundan sonra her iki doku iskelesi
icin yapilan temas agisi olgumlerinde yuzeylerin tamamen hidrofilik hale

geldigi gorulmustdar.

Hucre besi ortami DMEM igerisinde gergeklestiriien 14 gunlik
biyobozunurluk calismalarinda PCL doku iskelelerinin bozunmadigi,
PCL/jelatin doku iskelelerinin ise %20 oraninda bozunmaya ugradigi
saptanmigtir. SEM goruntulerinden bozunmanin, matrislerin  fibroz
yuzeylerinden biyoerozyon seklinde oldugu tespit edilmigtir. Ayrica ATR-
FTIR analizleriyle incelenen bozunma karakteristikleri PCL/jelatin doku

iskelelerinin bozundugunu gostermigtir.

L929 fare fibroblast hlcre hatti ile yudrttilen hicre kaltart calismalar
kapsaminda yapilan MTT ve SEM analizleri, EGF immobilize edilen doku
iskelelerinin edilmeyenlere gore hlicre yapismasi ve yayillmasini daha fazla

destekledigini gostermigtir.

EGF, nanofibroz doku iskelelerinin ylzeyine immobilize oldugundan,
hicrelerin, EGF immobilize edilmemis PCL ve PCL/jelatin doku iskelelerine
penetre oldugu, EGF immobilize edilen doku iskelelerinin ylzeyinde yapisip
yayildiklari yapilan immuno-floresan boyama goérUntilerinden tespit

edilmistir.

Sonug¢ olarak, sunulan tez kapsaminda deri doku muhendisligi ve yara
Ortist uygulamalarina yoénelik olarak  uretiien PCL ve PCL/jelatin
nanofibréz doku iskelelerinin yuzeyi EGF ile immobilize edilerek
biyoaktiviteleri arttinlmistir.  Yapilan hitcre kdltarG c¢alismalari ile

uygulamaya yonelik kullanimlarinin uygunlugu arastiriimistir.
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