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KISALTMALAR

PCL : Polikaprolakton

PLA : Polilaktik asit

PGA : Poliglikolik asit
PLGA:Poli-laktik-ko-glikolit

TGA : Termo Gravimetrik Analiz

PHB : Poly(hidroksi butirat)

ECM : Ekstraseliiler matris

PLLA: Poli(L-laktat)

SEM : Taramali Elektron Mikroskobisi

FTIR : Fourier Doniistimlii Infrared Spektroskopisi

T, :Camsi gecis sicakligi
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YAPAY TENDON OLARAK KULLANILMAK UZERE ELEKTRO EGIRME
YONTEMI iLE DOGAL/SENTETIK POLIMERIK MEMBRANLARIN
HAZIRLANMASI

OZET

Tendon hasarlar1 bir sportif aktivite veya kaza sonrasi siklikla karsilasilan kas-iskelet
sistemi problemlerinden biridir. Hafif yaralanmalarda sadece dinlenme ile tedavi
edilebilmesi miimkiinken kopma, yirtilma gibi daha ciddi durumlarda ileri tedavi
yontemlerine ihtiya¢ vardir. Bu tedaviler otogreft, allogreft ya da zenogreft gibi
biyolojik greftler ile yapilabilirken, biyobozunur olmayan polimerik sentetik
greftlerin kullanilmas1 da diger bir segenektir. Ancak hem biyolojik hem de sentetik
greftler bir¢ok problemi de beraberinde getirmektedir. Otogreft kullaniminda verici
bolgenin sinirlt olmast ve hasar gorebilmesi s6z konusuyken, allogreftlerde immiin
cevap ve hastalik bulastirma riski en onemli problemdir. Sentetik greftler ise
biyobozunur olmadiklarindan yeni tendon dokusunun olusumuna izin vermezler ve
bir siire sonra immiin cevap artar. Son yillarda bu tedavi yontemlerine alternatif
olarak doku miihendisligi yaklasimi gelistirilmistir. Ilgili doku hiicresinin
biyobozunur 3 boyutlu bir destek yapida biiyiitiilmesi ve hastaya implantina dayanan
bu yontemde, kullanilacak destek yapi yani doku iskelesinin 3 boyutlu yapisi,
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve mekanik uygunlugu istenilen en Onemli
ozelliklerdir. Tendon doku miihendisliginde de doku iskelesi materyali olarak
polilaktat, poliglikolat, polilaktat-glikolat kopolimeri gibi sentetik biyobozunur
polimerler ve kolajen, kitosan, aljinat, ipek fibroin gibi dogal polimerler dnerilmistir.
Bunlar arasinda ipek fibroin biyouyumlulugu, bir¢cok hiicre tipinin biiyiimesini
destekleyici oOzellikleri, yiiksek mekanik dayanimi ile 6ne ¢ikar. Tendon igin 3
boyutlu yapilarin hazirlanmasinda en uygun yontemler dokunun yapis1 geregi fiber
temelli yontemlerdir. Elektroegirme de bu konuda kullanilan son yillarin en ilgi
cekici metodlarindan biridir. Bu ydntemle nanofiber yapisinda membran iiretimi
miimkiindiir.

Bu tez kapsaminda, sentetik polikaprolakton ve dogal ipek fibroin polimerlerinden
hazirlanan yonlendirilmis fiberlere sahip nanofibr6z membranlardan olusan bir doku
iskelesi iretilmesi amaclanmistir. Polimerlerden yonlendirilmis fibr6z membran
tiretimi igin elektroegirme yontemi kullanilmistir. Elektroegirme proses sartlarinin
degistirilmesi ile istenilen yonlenmede nanofiberlere sahip membranlar basar ile
tiretilmistir. Tasarlanan yapilarin tendon dokusuna en yakin mekanik 6zelliklerini
belirlemek amaciyla membranlar, nanofiberlerin ayni yonde ve birbirine dik ac1
yapacak sekilde iki fakli bigcimde birlestirilerek spiral hale getirilmistir.
Membranlardaki fiber yonlenmesini ve spiral formda hazirlanan doku iskelelerinin
morfolojisini  incelemek amaciyla  Taramali  Elektron = Mikroskobu’ndan
Xvii



faydalanilmistir. Mekanik olarak en iyi kombinasyonun belirlenmesi amaciyla ¢ift
katmanli membranlara ¢gekme uzama testi uygulanmstir.

Anahtar Kelimeler: Tendon, doku miihendisligi, doku iskelesi, biyobozunur
polimer, ipek fibroin, polikaprolakton
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NATURAL/ SYNTHETIC POLYMERIC MEMBRANES PREPARATION
WITH ELECTRO SPINNING METHOD FOR USE IN ARTIFICIAL
TENDON

SUMMARY

Tendon injuries are one of the most widely encountered muscle-skeletal system
problems caused by sports activity or an accident. The treatment is easy once it is a
small defect; however, advanced approaches are needed in more serious conditions
such as laceration or tear. While these approaches include using autografts, allografts
or xenografts, biodegradable polymeric synthetic grafts are another option for this
purpose. It is important to note that both biological and synthetic grafts caused many
problems. Tissue engineering approaches are promising as an alternative to the
existing treatment options. Tissue engineering ar based on a preparation of a 3D
biodegradable scaffold seeded by the cells and implantation to the patient. The most
critical issues in scaffold design are 3D structure, biocompatibility, biodegradability
and mechanical compliance. For tendon repair and regeneration, scaffolds in fiber or
membrane shapes made of different synthetic or natural polymers have been
suggested. In the present work, it is aimed to design a scaffolds consist of aligned
nanofiber membranes from two different polymers, namely polycaprolactone and
silk fibroin. Aligned membranes from both polymers were obtained by
electrospinning. As a result of the optimization of processing conditions, the desired
alignment was achieved. To have the proper mechanical characteristics, these
oriented membranes were combined in different forms as the fiber orientations are
perpendicular or parallel to each other. The combined membrane layers were then
rolled and glued at the edges in order to obtain spiral shape scaffolds. Optical
microscopy and SEM analysis were used to visualize the alignment of membranes as
well as the final spiral structure of the scaffolds. The scaffolds were further tested by
mechanically to determine the most convenient structural combination of two
membranes.

Keywords: Tendon, tissue engineering, tissue scaffold, biodegradable polymer, silk
fibroin, polycaprolactone, electrospinning
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1. GIRIS

Tendonlar; kaslar1 iskelet sistemine fiziksel olarak baglayarak istenilen hareketin
yapilmasina izin veren, bir¢ok parcanin hiyerarsik diizeninden meydana gelmis bir
cesit baglanti dokularidir. Viicudumuzun bir¢ok yerinde bulunan bu baglanti
dokularinda sportif aktivite veya yaralanmalara bagli olarak birgok hasar
olugmaktadir. Hasarlarin tedavisinde yaralanma tipine bagl olarak dinlenme yada
cerrahi operasyonlar gerekmektedir. Ancak tendon yaralanmalar1 sonrasinda normal
yapt biyolojik ve biyomekanik 0&zelliklerini kaybetti§i icin tedavi sonrasinda
tendonun orijinal hiyerarsik yapisi tekrar geri kazanilamamaktadir. Tamir sonrasinda
fonksiyon kaybi, yeniden kopma ve tendonda dejenerasyon gibi komplikasyonlar
siklikla goriilebilmektedir. Ayrica tendon hasarlar1 sonrasinda rehabilitasyon
siiresinin 8-12 hafta kadar siirmesi ve komplikasyonlarin fazla olmasi ayrica bir
sosyoekonomik problemdir [1].

Tendon onarimi iizerine yapilan bir¢ok calismaya ragmen halen istenilen sonuglar
almmamamuistir. Bu durum tendon hasarlari i¢in yeni yaklasimlarin gelistirilmesine yol
acmistir. Bunlar arasinda en ilgi ¢ekici olan tendon doku miihendisligidir. Bunun
sebebi, tendon doku miihendisliginde hasarli tendonun fiziksel olarak kismi
yenilenmesi yerine fiziksel ve biyolojik olarak tam bir rejenerasyonun
amaclanmasidir [2].

Tendon doku miihendisliginin en 6nemli bileseni baslangictaki doku biiylimesini
destekleyecek olan doku iskelesidir. Doku iskelesi hiicre ¢ogalmasi, hiicre dist
matriks Uretimini destekleyerek tendojenezi arttirabilir. Bunun yanmi sira doku
iskelesi, uygun hiicreler ve biiylime faktorleri, peptidler gibi biyosinyal molekiiller
ile birlestirilerek tendojenezin dolayisiyla yeni ve fonksiyonel tendon dokusunun
olusumunu arttirabilir [3].

Tendon doku miihendisliginde doku iskelesi olarak poliglikolik asit, polilaktik asit,
polilaktik-glikolik asit kopolimeri gibi senetik biyobozunur polimerlerin yanisira
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kolajen, kitosan, ipek fibroin gibi dogal polimerler de Onerilmistir [2]. Bu tez
caligmasinda bir¢ok doku miihendisligi uygulamasinda kullanilan biyobozunur bir
malzeme olan polikaprolakton kullanilmistir. Diisiik camsi gegis sicakligi (-60°C)
oda sicakliginda elastik Ozellik gostermesini saglar ki bu da tez g¢alismasinda
tasarlanacak olan doku iskelesinde tendon dokusunda oldugu gibi bir elastiklik
kazandirmasi bakiminda dénemlidir. Tez ¢aligmasinda kullanilacak diger bir polimer
olan ipek; biyobozunurlugu, biyouyumlulugu, termal kararliligi, proses kolayligi,

yiiksek mekanik dayanimi gibi 6zellikleri ile 6ne ¢ikmaktadir.

1.1. Tezin Amaci

Bu tez caligsmasinin amaci; bir travma veya spor yaralanmasi sonucu olusan tendon
hasarlarinin doku miihendisligi yaklasimi ile daha iyi (hizli ve kaliteli) tedavisini
saglamak amaciyla yeni bir morfolojik yapiya sahip (spiral seklinde) doku iskeleleri
tasarlamaktir. Bu kapsamda, hiicre biiyliimesini destekleyici 6zellige sahip olan ve
mekanik dayanimi yiiksek ipek fibroin ile elastik 6zelligi yiiksek polikaprolakton
polimerinden elektro-egirme yontemi ile yonlendirilmis nanofiber yapisinda
membranlar iiretilecektir. Yapilarinda yer alan nanofiberler ayn1 yonde, birbirine dik
ve diizensiz formda olacak sekilde birlestirilmesinin ardindan spiral bir morfoloji
kazandirilarak membranlarin mekanik o6zelliklerinin arttirilmasi amaglanmaktadir.
Elde edilen cift katmanli doku iskelelerinin morfolojik agidan karakterizasyonu
Taramal1 elektro Mikroskobu (SEM) ile yapilacaktir. Yapisal analiz i¢in Fourier
Doniistimlii Infrared Spektroskobisi (FTIR) kullanilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tendonun Yapisi

Tendonlar, kas dokusunda firetilen giicii iskelet sistemine aktaran yapilardir. Bu
yapilar yerlesim yerlerine gore farkliliklar gostermekle birlikte ortak noktalar
kemikte bir yapisma yerlerinin olmasi ve bu sayede biiylik yiiklerin gerginligini

minimal deformasyonla tagimalaridir.
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Sekil 2.1 : Tendonun yapisi

Tendon kollajen molekiilleri, fibriller ve fiber demetlerinden olusan hiyerarsik bir
yapiya sahiptir. Kollojen molekiilleri tropokollojenin tiglii heliks diziliminden
olusmuslardir. Tendonun ana yap: tast olan kollajen molekiilleri fibroblastlar
tarafindan tretilir. Kollojen molekiilllerinin ug uca baglanmasi ile tendonun en kiigiik
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yapisi olan fibriller olusmaktadir. Fibril caplart yasa, tiire ve bulunduklar1 bolgeye
gore 10-500 nm arasinda degisimler gosterebilmektedir [4].

Kollajen fibrilleri fiber demetlerini olusturmak i¢in bir araya geldikleriklerinde
endotenon ile kaplanirlar. ince bir tabaka olan endotenonda kan damarlari, lenfler ve

sinirler bulunur [5].
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Sekil 2.2: Tendon ¢oklu birimlerinin hiyerarsik yapisi

Fiber demetleri fasikiilii olusturmak i¢in bir araya geldiklerinde epitenon ile
kaplanirlar. Epitenon kasin kasilmasi sirasinda kollajen fasikiillerinin kendi tizerinde
kaymasina yardimci olur. Epitenon ile kaplanan fasikiiller bir araya gelerek tendonu
olustururlar. Son olarak tendonlar {igiincii bir kilif olan paratenon ile kaplanirlar.
Oldukga kalin bir bag dokusuna sahip paratenon tendonun beslenmesini saglamakla
gorevlidir [6]. Hiyerarsik bir yapiya sahip tendonu olusturan fiber demetlerinin uzun
bir eksen boyunca belli bir diizende dizilmeleri ¢ekme dayanimlarini arttirmis,
esneme Ozelliklerini zayiflatmistir.. Tendonlarin uzunlamasina kesitlerinde kolajen

tiretiminden sorumlu fibroblastlar Sekil 2.3'te kivrimli yapida goriilebilmektedir [7].
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Sekil 2.3: Tendon doksunda bulunan fibroblastlar

2.2. Tendon Bilesimi

Tendonlar kollajenler, proteoglikanlar, glikoproteinler, su ve hiicrelerden
olugmaktadir. Tendonlar kollajen bakimindan zengin olup yapilarinda en ¢ok tip I
kollajen bulunmaktadir. Tip I kollajen tendon kuru agirliginin %60'm1 olusutururken,
toplam kollajen miktarinin ise %95'ini meydana getirir [8]. Geri kalan %5'lik kisim
tip IIL,V kollajenlerinden olugmaktadir. Saglikl1 bir tendonda tip III kollajen daha ¢ok
endotenon ve epitenon yapisinda bulunur [9].

Tip II kollajenlerkiigiik ve daha az yonlenmis yapilardan olustuklari i¢in tendonun
mekanik direncini azaltan bir etki yaparlar [10].Tip V kollojenler Tip I kollajen
fibrillerinin merkezinde ara tabaka olusturarak fibrillerin biiylimesini diizenlerler
[11]. Diger kollajenlertip II, IV, IX, X ve XI dahil olmak {izere tendonda eser
miktarda bulunurlar. Bu kollajenler 6zellikle kemiklerin eklem yerlerindeki fibroz
kikirdak dokusunda bulunurlar. Ara yilizeydeki doku gerilimini azaltarak eklem
yerlerindeki baglantiy1 giiclendirmekle gorevlidirler [12].

Kollajen fibrillerinin temel bilesimini olusturan troprokollajen molekiilleri suda
¢oziinebilen molekiillerdir. Bu molekiiller aralarinda olusturduklar1 ¢apraz baglar
sayesinde suda c¢oziinmeyen kollojen fibrilleri olustururlar. Tropokollajen molekiil
agirhigr yaklasik 300,000 dalton olan bir protein molekiiliidiir. Ayni1 boyda ve
yaklagik 1000 aminoasitten olusan 3 polipeptid zincirinden olugmustur. Zincirlerde
bir NH, (o) bir de COOH™ (B) ucu bulunur. o ve 3 uclarin1 iceren prokollajen
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molekiillerinin birbirlerine eklenmesi ile kollajen fibrilleri olusur. Ug¢ uca eklenen
tropokollajen molekiilleri asimetrik uglara sahiptir. a uglar1 uzun ve ince, 3 uglari

kisa ve kalindir (Sekil 2.1) [13].

Hiicre icerisinde {liretilen tropokollajen paketleri, tendonun olustugu ekstraselliiler
matrikste, gelisimlerini siirdiiriirler. Tendonun gelisimine bagli olarak tropokollajen
molekiillerinden olusan kollajen fibriller, ekstraselliiler boslugu doldururlar. Bu

asamadan sonra hiicresel reaksiyonlar yanlizca fibriller arasinda devam eder [14].

2.3. Tendon Mekanik Ozellikleri

Tendonlar in vivo icerisinde bir¢ok mekanik kuvvetlere maruz kalirlar. Bu nedenle
tendonlar; kendilerine essiz mekanik bir dayanim saglayan oryante olmus fiber
yapilarina sahiptir. Bu yapilar ayn1 zamanda tendonda viskoelastik bir karakteristik
ozellik katmaktadir [15]. Tipik bir tendonun gerilim- gerinim egrisi ii¢ ayr1 bolgeden
olusur (Sekil 2.4): (1) Kollojen fiber yiginlarinin elektron mikroskobuyla goriiniir
hale geldigi kivrim ya da zigzag diizeninin gerinimine karsilik gelen, tendonun %?2'ye
kadar gerindigi bir "toe bolgesi" mevcuttur (sekil 2.4). Bu diizen gerilim altinda
kaybolur ve gerilimden hemen sonra tekrar ortaya ¢ikar. Bu durumun saglanmasi i¢in
elastin fiberler ekstraselliller matris (ECM) igerisinde mevcuttur ve gerilmis
kollajenlerin rahatlama bdlgesine geri gelisinden sorumludur. Kivrimli ya da zigzagh
yapinin acist ve uzunlugu; tendonun tipine ve bulundugu yerdeki konumuna bagl
olarak degismektedir. Bu degisim ayni zamanda tendonun sahip oldugu mekanik
ozellikleri etkilemektedir. Ornegin, kiiciik kivrim acisina sahip fiberler, genis acili
fiberlere gore daha diisik mukavemet Ozelligi gostermektedirler[15]. (2) Toe
bolgesinin hemen ardindan tendonun %4'den daha az gerildigi “lineer bolge” baglar.
Bu bolgenin egimi sabittir ve Young modiilii veya sertlik olarak adlandirilir. Artik bu
noktada kollojen fiber yiginlar1 dalgali yapida degillerdir. Eger tendon %4'den daha
fazle gerilirse tendon fiberlerinde mikroskobik yirtilmalar meydana gelir.(3) Lineer
bolgenin 6tesinde, tendonda meydana gelen %6 ve iizeri gerilmelerde makroskobik
diizeyde yetersizlikler meydana gelmeye baslar. Daha fazla gerilim de ise tendon
kopuklar1 meydana gelir. Bu noktadan sonra kaslardan iiretilen giiciin iskelet

sistemine iletilmesi sifira iner [16].
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Sekil 2.4:Tendon Stresss- Strain egrisi

Cesitli ¢alismalarda tendonun in vitro ortaminda mekanik o6zellikleri test edilmistir.
Insanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda; gen¢ dondrler igin (29-50) patellar
tendonundaki maksimum gerilme direnci 64.7715 MPa iken daha yasli dondrlerde
(64-93) 53.6710 MPa oldugu ortaya konulmustur. Young modiiliisiin degeri geng ve
yash tendonlar i¢in sirasiyla 6607266 MPa ve 5047222 MPa olarak bulunmustur
[17].

Tendonun mekanik o6zellikleri; kollojen fiberlerin mekanik karakteristikleriyle,
molekiiler seviyede iliskilidir. Birgok degiskenin karmasik iliskileri sonucu olan
tendonun viscoelastik davranisi, yasa ve hareketsel aktiviteye baglidir. Tendonlar
normal durumlarda, yetersiz kalmazlar ya da kopmazlar, bu nedenle tendonun
gerilim gevsemesi, slirlinmesi, kesiklilik dongiisii ve viscoelastisitesi dahil olmak
tizere fiziksel 6zellikleri lineer bolge i¢inde Olgiimlendirmek daha uygun olacaktir.
Fonksiyonel parametrelerin dizayn edilmesinde; sertlik ve maksimum kuvvet gibi
parametrelerin kiyaslanmasindan ziyade in vivoda ki fonksiyonlarin temel alinmasini

gerekmektedir [18].



2.4. Tendon Hasarlan
Tendon hasarlar1 yaralanma tipine bagli olarak genel anlamda 3 gruba ayrilmaktadir.

-Gerilme

-Kismi yirtik

-Tam yirtik

Gerilme sakatliklart asir1 kullanim rahatsizliklarinda siklikla goriildiigi gibi ani
gerilim ve siirekli tekrarlanan mikrotravmalarin sonucudunda olusabilmektedir. Bu
tiir rahatsizliklarin tedavisi daha ¢ok dinlenme yolu ile saglanabilmektedir.

Tendonun asir1 kullanimi veya tendona asir1 gerilim yiiklemesi sonucu hem kas-
tendon kesisim bolgesinde hem de iskelet-tendon kesisim bolgelerinde hasarlar
olusabilmektedir. Bu tip hasarlar zorlanmaya bagli kismi yirtiklar, tam yirtiklar veya
tendonun kemikten ayrilmasi gibi cerrahi yontemler gerektiren saglik problemlerine
yol agmaktadir [19].

Tendonun agirt kullanimindan kaynaklanan ve genel olarak tendinopatiolarak
adlandirilan hasarlar is diinyasinda ve atletizmle ilgili alanlarda milyonlarca insani
etkilemektedir [20]. Bununla birlikte travmaya bagli olmayan asir1 kullanim hasarlar
ile ilgili de calismalar vardir. “Asir1” kullanim kelimesi; tendonun siirekli ve tekrarl
gerilimi ile olusan ve tendonun daha sonraki gerilimlere dayaniminda yetersizliklerle
neden olmasi seklinde agiklanmaktadir [21]. Tendinopatinin ¢ogunlukla; asil etkiler,
ikincil etkiler ya da kombinasyonlar1 neticesinde ortaya ¢iktigi diistiniilmekle
beraber, asirt mekanik yiiklemenin esas hasar etmeni oldugu diisliniilmektedir.
Tendon yetersizlik esiginin altinda kalan az miktardaki siirekli tekrarlanan
gerilimlerin, tendonlarda mikro hasarlara ve daha sonra ortaya c¢ikan tendon
iltihaplarina neden olduguna inanilmaktadir [22].

Tendonun kullanilmamasi veya hareketsizliginin tendon hasarlar {izerine etkiside
incelenmistir. Yapilan caligmalarda bir grup tavsanin diz eklemi 4 hafta boyunca
sabit tutulmus ve iyilesmekte oaln asil tendonu incelenmistir. Tavsanlarin ayaklarini
kullanmamalar1 sonucunda, iyilesmekte olan asil tendonunun karsilayabildigi
maksimum yiik, kontrol tendonuyla karsilastirildiginda eskisine oranla azalma
meydana gelmistir. Ayrica hareketsizlik; diizensiz ve kararsiz kollojen fiberlere,
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irilesmis damar ve kilcal damar diizenlerine neden olmustur [23]. Hareketsizlik
nedenli gerilim kaybinin, tendonlarda geri dondiiriilemez degisikliklerden sorumlu
oldugu disiiniilmektedir [24]. Yapilan diger bir calismada, tavsan patellar
tendonunun ii¢ hafta boyunca hareketsiz kalmasi sonucu patellar tendonun Young

modiili ve gerilim direncinde belirgin sekilde azalma olmustur [25].

2.5. Tendon Tedavisi

Tendon sakatliklar1 genelde normal ve cerrahi yaklasim olmak tizere iki sekilde ele
alinmaktadir. Normal yaklasimda fizyoterapik ve kortizonlardan olusan ¢esitli ilaglar
ve igneler de dahil olmak {izere dinlenme ve agrilardan kurtulma yer alir. Yine de
tendonlarin kendi kendine iyilesmesindeki sinirlt yeteneklerinden dolayi, bu ¢esit bir
tedavi yaklasimi; uzun tedavi siireleriyle, etkilenmis bolgedeki muhtemel
giicsiizliikle, tekrarlanan sakatliklarla ve kismi islev kayiplariyla sonuglanabilir [26].
Dogal dokunun tekrar olustugu yerde, tekrar modellenmesine ragmen, iyilesmis
tendonun biyokimyasal ve mekanik 6zellikleri asla ilk hali gibi olmamaktadir. Bu da
siklikla derin ve yogun bir rehabilitasyon siirecini beraberinde getirmektedir [27].
Ozellikle ciddi sakatliklarda siklikla diisiiniilen bir diger tedavi yontemi de cerrahi
miidahaledir. Cerrahi miidahale sekli perkiitan veya agik teknikler seklinde
uygulanabilmektedir. Bu yontemler kullanilarak hasarli tendonun dikilmesi
saglanmaktadir. Hasar kapsamina bagli olarak tendon nakli ise zaman zaman
uygulanan bir diger yontemdir [28]. Yine de bu durum birgok dezavantaji
beraberinde getirir. Tendon tedavisindeki yapay implantlar rekonstriiktif
operasyonlarda nispeten daha basarilidir ama mekanik 6zelliklerinin zamanla
azalmastyla birlikte sinirli Omre sahiptirler. Yapay pargaciklardaki bir diger
dezavantaj da ani tepkilerdeki sinirlari, antijenik reaksiyonlari, tedavi alanlarinda
yetersizlikleri ve uzun vadede biyo—uyumluluklarinin sinirli olmasidir [29,30].
Sentetik doku yamalarmin en 6nemli dezavantajlarindan birisi de in vivoda'ki tendon
dokularin fonksiyonlarinda beklenen adaptasyonlari saglamada yetersiz kalmalaridir
[31]. Allograftlarin kullanim1 pahali ve viicut tarafindan reddedilme riski tasidigi i¢in
yaygin degildir [60]. Otogreft doku yamalar1 ise bagisiklik agisindan uygundurlar
fakat sik sik donérlerin uygunlugu ile birlikte diisiiniilmesi gerekmektedir [32].



Sakatliktan sonra normal tendon fonksiyonlarinin yenilenmesi i¢in tendon ile
etrafindaki yapi1 arasinda, tendon fiberlerinin ve kayma mekanizmasinin tekrar
olusturulmas1 gerekmektedir [33]. Onarimin baslangi¢ evresi, hasarli bolgede yarali
doku diizeninin kararliligimin saglamasin1 gerektirir [34]. Hasarli bolgenin kararli
olmas1 gerekli olmakla beraber, hareketliligin hassasligi ve mekanik yiiklemeler ¢cok
onemlidir. Ciinkii cerrahi operasyon sonrasi iyilesmeye bagli olarak zamanla
tendonun mekanik giiciinde artma olacaktir. Tendon sakatliginda sonra, viicut
icerisinde olusan hiicresel ve biyokimyasal siirecler ayirtedilebilir ardisik evrelerden
olugsmaktadir. Onarimin ardigik basamaklari, 3 sathanin ilerlemesiyle meydana gelir:

doku iltihaplanmasi, hiicre poliferasyonu ve yeniden yapilanma (Sekil 2.5) [35].

2.5.1. iltihaplanma safhasi

Hasarl1 bolgede; tendon kilifinin neden oldugu hematom olusur. Gelisen hemostaz
mekanizmas1 bazi damar genisleticilerin, trombositlerin ve mast hiicrelerinin
aktivasyonuna ve iltihapsal kimyasallarin salinmasmi saglar. Eritrositler,
trombositler, noétrofiller, monositler ve makrofajlar; pihti, hiicresel kalintilar ve
yabanci viicut maddelerinin fagositler tarafindan rezorbe edildigi ve igine ¢ekildigi
yaral1 bolgeye hareket ederler. Go¢ eden iltihabi hiicreler fibroblast olarak farklilasir
Fibroblastlar, bolgede ¢ok hiicreli matriks yapinin bir¢ok bilesenini sentezlemek i¢in
calisirlar[36]. Anjiyogenik faktorler bu satha esnasinda salinirlar ve damar agini
diizenlemeye baslarlar. Bu siiregler esnasinda, hasarli bolgede stirekliligi ve kismi
kararlilig1 saglayan DNA ile ¢ok hiicreli matriks(ECM) sayilarinda artig1 beraberinde

gelmektedir. Iltihaplanma safhasi 3 ile 5 giin arasi siiren bir dénemdir [37].

2.5.2. Proliferasyon (hiicre cogalma) safhasi

Baskin hiicre toplulugu tenositlerdir. Bu dénemde kollajen sentezinde hizli bir artis
olur. Fibroblastlarin yarali bolgede devam eden ¢alismalart ve hizla ¢ogalmalari ile
cok hiicreli matrikslerin (ECM) kollojenlerinin, proteoglikanlarinin ve diger
bilesenlerinin sentezleri saglanir. Bu bilesenler ECM iginde ilk olarak rastgele bir
sekilde diizenlenir ki bu noktada ¢ogunlukla Tip III kollojeni meydana getirirler [38].
Kapsamli bir kan damar ag1 olusur ve hasarli bolgede yara izine benzer bir olusum
gbzlenir. Poliferasyon sathasinin sonunda onarilan doku, fazla miktarda hiicresi olan
ve nispeten biiylik miktarda su ve ECM bilesenleri igeren bir yapidadir. Proliferasyon

safhasi1 3 ile 6 hafta arasi siiren bir donemdir [39].
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2.5.3. Yeniden yapilanma safhasi

Yeniden yapilanma safthasi sakatliktan 6-8 hafta sonra baglar. Bu saftha; hiicresel
yapinin, matriks sentezinin, tip III kollojeni sentezinin azalmasi ve tip I kollojen
sentezinin artmasiyla karakterize edilir. Tip I kollojen fiberleri tendona paralel olacak
sekilde uzunlamasina yerlesirler ve iyilesen dokunun mekanik dayanikliligindan
sorumludurlar [40].

Yeniden yapilanmanin ileri safthasi esnasinda kollojen yapi birimleri arasindaki
etkilesim, daha yiiksek tendon sertligine ve dolayisiyla da daha fazla gerilme direnci
saglar iken iyilesen doku ne olursa olsun normal tendonun karakteristik 6zelliklerine
ulasamayacaktir. Tendon iyilesmesini ac¢iklamak icin iki farkli model ileri
stiriilmektedir.

Dissal lyilesme: Tedavinin baslatilmasi, ilerletilmesi, onarimi ve yeniden
yapilanmasindan sorumlu fibroblastlarin ve iltihap hiicrelerinin ¢evreden ya da dis
hiicre kaynaklarindan, iyilesen bolgeye tasinmasini kapsar. Kisacasi fibroblast ve
iltihap hiicrelerinin hasarli bolgeye tendon disindan ilerlemesi seklinde 6zetlenebilir.
Bu siiregte dokunun etkili bir sekilde iyilesmesi icin iyi kurulmus damar agina
gereksinim duymaktadir.

I¢sel lyilesme: igsel iyilesme; hiicrelerin yarali bolgede epitenon ve endotenonlarda
yer degistirilmesi ve ¢ogaltilmast gibi bir mekanizma {izerinden gerceklesir. Bu
hiicreler ekstraseliiler matrisilECM) ve yeni olusan dahili damar aglarini olustururlar.
Tendonun viicuttaki yeri, travmanin boyutu ve cerrahi miidahele sonrasi hareketler
gibi bir ¢ok faktdre bagli olan iyilesme olayma her iki mekanizma da dahil
olmaktadir. Digsal iyilesme mekanizmasi, i¢sel mekanizmaya gore daha hizli etkin
hale gelir ve yiiksek hiicre yapisinda olan diizensiz kollojen matrikslerin ve yiliksek
su igeriginin hasarli bolgedeki baslangic adhezyon diizeninin olusumundan
sorumludurlar. Tam tersi olarak icsel iyilesme mekanizmasi kollojen fiberlerin ve

fibrilar devamliligin bakimindan sorumludur [41].
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Sekil 2.5:Yaralanma sonrasi tendon iyilesme asamalari

Tendonlarin  iyilesme siireleri baz1i  faktorlere baghh olarak  degisiklik

gosterebilmektedir. Bu faktorler ;

I. Zedelenen bolgenin biiytikliigii
II. Tendon ve c¢evre dokularin kanlanmasii bozan Ozellikle ezilme seklindeki
zedelenmeler

II1. Hastanin yasi, cinsiyeti, hormonal durumu, sistematik hastalik varligi
IV. Kopuk uglar arasindaki mesafenin fazlaligi

V. Uygulanan tedavi yontemi seklinde siralanabilir.
fyilesme dokusunun yerini dolduracag: dejenerasyon bélgesinin biiyiikliigii 6nemli
bir faktordiir. Uglar arasindaki mesafe ne kadar kiiciik olursa iyilesme siiresi de o
kadar kisa olacaktir. Cerrahi tedavi bu amaglara ulasmada bir takim avantajlar
saglayabilmektedir. Ancak cerrahi yonteminde kendine gore bircok dezavantajlari

bulunmaktadir. Cerrahide kullanilan teknik ve materyalin iyilesme iizerinde etkisi

yiiksektir [41].
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2.6. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi cesitli nedenlerle viicutta meydana gelen islev eksikliklerinin
giderilmesi ya da iyilestirilmesi i¢in hiicrelerin, miihendislik malzemelerinin ve
gerekli biyosinyal molekiillerinin bir araya getirilmesi olarak tanimlanmaktadir.
Hasarlarin tedavilerine, disiplinler arasi bir yaklagim sunan doku mihendisligi,
miithendislik prensiplerini ve yasam bilimlerini sinerjik bir sekilde birlestirmektedir
[42].

Doku miihendisliginin ilk zamanlarindaki gelisiminin igerigi yapay biyomateryallerin
gelisimi ile parallel olarak gerceklesmistir. 1960°larin basinda; yanik hastalar1 i¢in
yapay deri ortaya ¢ikan bir tedavi yoOntemiyken sonrasinda yanik tedavisinde,
sentetik liflerden yapay deri asilamasi olusturulmaya calisilmigtir. 70’lerin basinda,
6zel bir kompleks heparin kilifi uygulanip kanin pihtilasmasinin  6nlenmesi
amaglanarak, yapay ylizeylerin implantlarda kullanilmasi iizerinde yogunlasilmistir.
Onemsenen diger durumlar ise toksikoloji profilleri ve implantlar veya doku
miithendisligi i¢in gz Oniine alinan organik polimerlerin degiskenliginin uygunlugu
ve yapay deri i¢in yeni jellerin gelistirilmesiydi. 1980’lerde doku miihensiligi ve
biyomateryal ilgi alanlar1 patlama yapmis ve diinyanin dort bir yaninda bir¢ok
bilinen {niversitede biyomedikal miihendisligi boliimleri agilmistir. Yapilan bu
calismalar sonucunda 1981°de c¢esitli yontemler kullanilarak siddetli yanik bir
bolgeye silikon yapili bir deri monte edilmistir. Gelisen doku miihendisligi yalnizca
deri nakilleri ile kalmamakta, canli hiicrelerin, doku ve organlarin dis ortamda

yetistirilmesi ile organ nakillerine de yardimci olmaya baslamis durumdadir.

Gilintimiizde doku miihendisliginin 6ziinii; yeni dokularin olusturulmasi igin biiyiime
faktorleri ya da laboratuarda biiyiitiilmiis hiicrelerin bir materyal yoluyla istenilen
bolgeye gonderilmesi yontemleri olusturmaktadir. Biiyiime faktorlerinin kullanildig:
yaklagimda; dogru dozdaki uygun faktoriin belirli bir siire boyunca dogru yere
gonderilmesiyle o bolgedeki hiicrelerin  bolgeye toplanmasi ve ¢ogalmasi
amaglanmaktadir. Bu hiicreler daha sonra istenilen bolgedeki dokularin onariminda
veya yeniden olusumunda gorev almaktadir. Diger yontem ise laboratuarda
biiyiitiilmiis  hiicrelerin, yeni doku veya organ olusumunun istendigi yere
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yerlestirilmesidir. iki stratejide de sentetik maddeler hiicrelerin veya molekiillerin
istenilen bolgeye gonderilmesinde gorev alirken yeni olusan dokuya mekanik destek
saglamak i¢in yapi iskelesi gorevi de gormektedirler [43]. Alternatif bir tedavi sekli
sunarak doku olusumu saglamayr amacglayan doku miihendisligi, hastanin
kendisinden elde edilen saglikli hiicrelerin kontrollii kiiltiir kosullarinda, doku
iskelesi adi verilen, hasara ve hasarin bulundugu dokuya 6zgili tasarlanmis destek
yapilarina ekilmesi ve elde edilen hiicre-biyomalzeme birlesimlerinin hasarli bolgeye
yerlestirilmesiyle, doku rejenerasyonunun gerceklestirilmesini saglamaktadir. Bu
ama¢ dogrultusunda doku miihendisligi; doku iskeleleri, hiicreler ve sinyal

molekiilleri olmak iizere ii¢ temel boliimden olusmaktadir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Doku miihendisliginin temel bilesenleri

Hiicreler saglikli yasayabilmek i¢in dogal ortamlarina benzeyen yapay bir matris
icinde bulunma ihtiyaci hissederler. Bu matris hiicrelerin yasamasi i¢in gerekli olan
besin, oksijen ve mekanik destegi saglamalidir. Bir baska deyisle hiicreler ile aym

dili konusabilecek bir malzeme olusturulmasi gerekir.
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Insan viicudu hiyerarsik bicimde diizenlenmis kompleks bir yapidadir. Insan viicudu
sistemlerden, sistemler organlardan, organlar dokulardan, dokular ise hiicreler ve
hiicre dis1 matristen (ECM) olusmaktadir. Hiicre dis1 matris, hiicreler i¢in lig-boyutlu
bir mikro-¢evre olusturmaktadir. Hiicre dist matris (ECM) hucrelere fiziksel bir
destek saglamasinin yani sira hiicre-hiicre etkilesimlerini organize etmekte ve
hiicrelerin yapismasi, gocii, ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve matris birikimi icin gesitli
biyokimyasal ve biyofiziksel uyarilar1 yapmaktadir. Doku iskeleleri ECM’yi taklit
edecek bicimde tasarlanan yapilardir. Kisacasi, yapay bir “hiicre dis1 matris” olarak

distiniilebilmektedir[44].

Yeni bir dokunun olusturabilmesi i¢in birgok kosulun ayni anda saglanmasi
gerekmektedir. Bunlar icersinde en Onemlisi, doku iskelelerinin dokunun orjinal
hiicre dis1 matris yapisiniyansitabilmesidir. Clinkii viicuttaki dokular birbirini tekrar
eden nano ve mikro diizeydeki yapilardan olugmaktadir ve dokunun bu {i¢ boyutlu
mimarisi, hem kimyasal hem de fiziksel 6zellikleri sayesinde, hiicre i¢i ve hiicreler
aras1 proseslerin yiirlimesini saglamakta, gerekli mekanik biitlinliigii ve dokular arasi
koordinasyonu olusturmaktadir. Viicut disinda bu kosullarin saglanmasi i¢in doku
iskelelerinin  yapildigt malzemeler ve iiretim yoOntemleri ¢ok biiyiik ©Onem

tagimaktadir.

Doku olusumunda ¢ok biiyiik etkisi olan doku iskeleleri, hiicreler icin gegici bir
yapay hiicre dis1 matris saglayacak sekilde tasarlanan 3-boyutlu yapilardir. Bu
yapilarin kullanimiyla hem hasarli bolgeye yapisal destek saglanmakta, hem de
viicudun kendini yenileme potansiyeli desteklenmektedir. Doku miihendisliginin ii¢
temel bileseninden biri olan doku iskeleleri, olusan dokunun yapisal, mekaniksel ve
fonksiyonel olarak eski doku ile ayni ozellikleri tasimasini saglamaktadir. Doku
iskelesi liretiminde kullanilacak malzemelerin se¢imi de ¢ok dnemlidir. Malzemeler
viicut igine yerlestirildiginde istenmeyen doku tepkilerine yol agmayacak sekilde
biyouyumlu olmalidir. Malzemeler, hiicre yapismasini, biliylimesini ve
farklilasmasini destekleyecek uygun yiizey kimyasina sahip olmali ve ev sahibi doku
ile iyi bir sekilde biitiinlesebilmelidir [44]. Ayn1 zamanda bu malzemelerin ucuz,

kolay ftiretilebilen ve kolay saklanabilen malzemeler olmalar1 da gereklidir [45].

Doku iskelelerinin sahip olmasi gereken diger bir 6zellik ise uygun gdzeneklilige
sahip olmalaridir. Ug boyutlu doku iskelelerinin besin maddelerinin akigim ya da
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difiizyonunu destekleyecek, hiicre gdcline izin verecek sekilde igsel baglantili agik
gozeneklere ve yliksek gozeneklilik oranina sahip olmalar1 gerekmektedir. G6zenek
boyutlarmin kiiciik olmasi1 gozeneklerin hiicreler tarafindan kapatilmasina neden
olmakta ve bu durum da hiicresel penetrasyonu ve iskelede damarlagsmay1 olumsuz
etkilemektedir. In-vivo kosullarda hiicre ile kapiler damarlar arasindaki mesafe 20 ile
200 um arasinda oldugu i¢in difiizyon prosesi ile yeterli miktarda besin ve oksijen
transferi gerceklesmektedir [46]. Hiicrelere yeterli oksijen ve besin sunmak ig¢in
benzer mesafe aralig1 (100-200 pm) in-vitro ortamda da saglanabilmelidir. Ozellikle
kemik doku miihendisliginde doku iskelelerinin %90 gdzeneklilik oranina ve en az
100 um goézenek ¢apina sahip olmalart hiicrelerin penetrasyonu ve biiyliyen dokunun
uygun sekilde damarlagmasi i¢in gereklidir[47]. Ayrica, kararli sicaklik ve pH
kosullar1, sabit oksijen ve besin kaynagi, hiicre ekilmis yapilar i¢in Onemli

faktorlerdir [48].

Doku iskelelerinin biyouyumluluk 6zelligine sahip olmasi ¢ok onemlidir. Hiicreler
kendi hiicre dis1 matrislerini olusturabilecek kapasiteye ulastiklarinda iskeleye
ihtiya¢ kalmayacagindan, doku iskelesinin biyobozunur bir malzemeden iiretilmesi,
yani viicut ortaminda pargalanabilir 6zellikte olmasi ve parcalanirken toksik yan
triinler olusturmamas1 gerekmektedir [44]. Biyouyumluluk, yiizey ve yap1
biyouyumlulugu olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir. Yiizey biyouyumlulugu,
materyalin ylizey kimyasi ile ilgiliyken, yapisal biyouyumluluk doku iskelesinin
fiziksel morfolojisiyle ilgilidir. Yiizey ve yapi biyouyumlulugu materyal se¢imi ve
doku iskelesinin yapisi ile belirlenmektedir [49]. Doku iskelesinin bozunma hizinin,
yeni doku olusum hizi ile es zamanli olmasi dikkat edilmesi gereken Onemli

hususlardan bir digeridir [50].

Doku iskeleleri; hiicre aktivitelerini diizenlemek ve hizlandirmak ic¢in dokularin
hiicresel bilesenleriyle etkilesebilmektedir. Biyomateryaller; baglanmay1 arttirmak
icin hiicre-adhezif ligandlar gibi biyolojik sinyaller veya hiicre morfolojisi ve
uyumunu etkilemek i¢in topografi gibi fiziksel sinyaller igerebilmektedir. Doku
iskelesi; rejenerasyonu hizlandiran biiylime faktorleri gibi biiyiimeyi uyarict sinyaller

tagiyabilen tasiyici bir arag olarak da kullanilabilmektedir [51].
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Doku iskelesi uretiminde kullanilacak malzemelerin se¢imi ¢ok onem arz etmektedir.
Doku iskelesi tiretiminde kullanilacak malzemede olmasi gereken baslica 6zellikler

sunlardir:

eMalzeme biyouyumlu olmalidir, yani viicut i¢ine yerlestirildiginde istenmeyen

dokutepkilerine yol agmamalidir.
eHiicre yapismasini ve iglevini artiric yiizey kimyasina sahip olmalidir.

eHiicreler yeni ECM olusturacak kapasiteye ulastiklarinda iskeleye ihtiyag
kalmayacagindan,doku iskelesinin viicut ortaminda pargalanabilen bir

malzemeden (biyo-bozunur madde) iiretilmesi gerekmektedir.

eMalzeme parcalanirken biyouyumlulugunu kaybetmemeli ve zehirli iiriinler

olusturmamalidir.

eHiicrelerin ve besinlerin gecisini saglayacak sekilde yiiksek gozeneklilik oranina

ve uygun gbézenek biiyiikliigline sahip olmalidir.
Gliniimiizde bir¢ok farkli alanda doku miihendisligi calismalar1 yiriitiilmektedir.
Ozellikle deri, kemik, kikirdak, sinir dokusu ve kan damarlar iizerine yapilan
calismalar umut vericidir ve kisa vadede biiyiik gelismelere gebedir. Fakli dokular
icin  yiiritillen c¢alismalarda, miihendislik malzemelerinin, hiicrelerin  ve
biyosinyallerin farkli kombinasyonlariya olusturulan, hasara 6zgii doku miihendisligi
stratejileri gelistirilmektedir. Tip, biyoloji ve malzeme teknolojilerindeki ilerlemeler
sayesinde, doku miihendisliginin gelecekte de bugiinkii 6nemini koruyacagi

distiniilmektedir[52].

2.6.1. Doku iskelesi iiretiminde kullanilan biyomalzemeler

Malzeme sec¢imi, doku miihendisligi iirlinlerinin tasarimi ve gelisimi acisindan ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Ge¢gmiste giivenilir ve kararli malzeme se¢im kriteri,
malzemenin inert olmasiyken, giiniimiizde boyle bir malzemenin biyouyumlulugun
Otesinde, istenilen hiicre cevabini olusturabilmesi beklenmektedir [53]. Doku
iskelelerinin sahip olmasi gereken ozelliklere bakildiginda bircok 6zellik dogrudan
malzeme ile ilgilidir. Bu nedenle biyomalzeme secimi, doku miihendisligi
calismalarindaki en temel basamaktir [54].

Polimerler doku iskelesi iiretimi i¢in en ¢ok kullanilan malzeme cesididir. Doku
mithendisliginde tercih edilen polimerler dogal polimerler ve sentetik polimerler
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olmak {izere 2 ana grupta ele alinmistir. Kaynaklar1 ve elde edilis bigimleri
birbirinden oldukc¢a farkli olan bu 2 malzeme grubunu birbirinden ayiran en 6nemli
ozelliklerden biri biyobozunma davraniglaridir. Dogal polimerler fizyolojik ortamda
kolaylikla bozunurken, sentetik polimerlerin bozunma siireleri dogal polimerlere

gore ¢ok daha uzundur [55].

2.6.1.1. Dogal polimerler

Dogal polimerler, ya da baska bir deyisle yasayan varliklardan elde edilen
polimerler, viicuttaki hiicre dis1 matrise (ECM) olan benzerlikleri ve
yiiksekbiyouyumluluklar1 nedeniyle doku iskelesi malzemesi olarak sik¢a tercih
edilmektedir.

Bununla birlikte dogal polimerlerin immiinogenisite, islemedeki zorluklar, hayvan
kokenli patojen aktarimi riski gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir [56]. Aljinat,
proteinler, kolajen, jelatin, fibrinler, albumin, gluten, elastin, fibroin, hyarulonik asit,
seliiloz, nisasta, kitosan, pektin (pektinik asit), galaktan, kurdlan, gellan, levan,
emulsan, dekstran, pullulan, heparin, ipek, kondroitin 6-siilfat,
polihidroksialkonoatlar doku miihendisliginde kullanilan dogal polimerlerdir. Bu
dogal polimerlere gosterilen 1ilgi, biyouyumluluklarindan, bolluklarindan, ticari
olarak uygunluklarindan ve iiretim kolayliklarindan gelmektedir [57].

Ipek, farkli kaynaklardan (ipek bocegi, driimcek) elde edilebilen bir dogal polimer
oldugu icin kaynagina gore, amino asit dizilimleri ve bazi ozellikleri degisim
gostermektedir. Bu nedenle, yapisal bir protein olan ipek biyouyumlu, biyobozunur,
yiiksek mekanik dayanima sahip, kolaylikla islenebilir bir grup malzemeyi temsil
etmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 ipek, ilag salim sistemi ve doku iskelesi olarak

doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilen bir polimerdir [58].

2.6.1.2. Sentetik polimerler

Sentetik polimerler, kontrol edilebilir sartlarda iiretilen malzemelerdir. Dolayisiyla
polimerin molekiil agirligi, konformasyonu veya konfigiirasyonu, ayrica fonksiyonel
gruplarin igerigi gibi Ozellikleri degistirilerek, istenilen fiziksel ve mekanik
ozelliklere sahip sentetik polimerler iiretilebilmektedirler. Sentetik polimerler,
islenebilirlik ve esneklik acisindan, dogal polimerlerden oldukg¢a {istlindiir.
Islenebilirlik 6zelligi, doku iskelesinin gozeneklilik ve bozunma &zelliklerinin de

kontrol edilebilmesine olanak saglamaktadir. Polimer iiretimi sonrasinda ortaya
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cikabilecek safsizliklari minimize etmek miimkiindiir. Bu nedenle toksiklik,
immiinogenisite ve enfeksiyona neden olma gibi riskler, icerigi bilinen monomerik
birimlerden olusan, saf sentetik polimerlerdeoldukca azdir [56]. Sentetik polimerlerin
biyouyumluluklarin1 arttirmak i¢in farkli malzeme gruplariyla kompozitler
olusturulabilmekte, ayrica ylizey modifikasyonu ile polimer ylizeyi hiicre liremesine
uygun hale getirilebilmektedir.

Polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA) gibi poli-a-hidroksi esterler,
polifumaratlar, polihidroksialkanoatlar ve polikaprolakton (PCL) gibi poliesterler
doku iskelesi tiretiminde kullanilan sentetik polimerlerdir. PLA, PGA ve poli-laktik-
ko-glikolit (PLGA) kopolimeri, Amerikan Gida ve Ilag¢ Kurumu (FDA) tarafindan
onayli sentetik polimerlerdir. Biyobozunur o6zellikteki bu polimerlerin bozunma
triinleri viicuttan kolayca uzaklastirilabilir 6zelliktedir. Biyouyumluluklar ve
islenebilirlikleri nedeniyle, PLA, PGA ve PLGA, doku miihendisligicaligmalarinda
doku iskelesi malzemesi olarak sikga tercih edilmektedirler [59].

PLA da doku iskelesi uretiminde cok kullanilan bir polimerdir. PGA ile kimyasal
yapt olarakkarsilastirildiginda; PLA’nin tekrar eden birimlerinde ekstra bir metil
grubu bulunmakta, bu ekstra metil grubu onu daha hidrofobik yapmakta, suya kars
afinitesini azaltmakta ve hidroliz oranin1 yavaglatmaktadir. Hiicre i¢i veya hiicre
disina implante edilen PLA yapinin ¢oziinlip yok olmasi birkag aydan birkac yila
kadar stirebilmektedir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda arastirllmakta olan diger lineer alifatik
polyesterler; poly(e- kaprolaktan) (PCL) ve poly(hidroksi butrat) (PHB)’dir. PCL ve
PHB’nin ¢ozinirliikleri, hidrofobik yapilar1 nedeniyle, PLA, PGA ve PLGA’ya
nazaran daha yavastir.

Poli(vinilalkol) (PVA), poli(N-izopropilakrilamid) ve poli(hidroksimetakrilat) bazi
biyobozunur olmayan sentetik polimerlerdir. Biyobozunur olmayan yapilarindan

dolay1 bu polimerlerin doku iskelesi yapiminda kullanimlar1 azdir [57].

2.7. Tendon Doku Miihendisligi

Birlesik Devletler de yilda yaklasik olarak 2 x 10° adet tendon ve bag onarimi icra
edilmektedir. Bu durum sakatlik ve travma nedeniyle ortaya cikabilmekte, genel

olarak yapilan is ve spor kaynakli olmakla beraber, yaslanma ve asir1 zorlama da
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neden olabilmektedir. En sik goriinen tendon sakatliklari; kire¢lenmis tendon
yollarindan, kismi yirtiklara ve tam kopuklar1 da igeren patalojik kaynakli olabilen
asil ve patellar tendonlar1 rahatsizliklaridir. Dokudaki agri, sisme, morarma ve
yirtilma, genel olarak tendon asir1 baskiya mazur kaldiginda ortaya c¢ikmaktadir.
Tendon kopmalari ciddi yaralanma ve kiigiik sislikler olmadan da ortaya ¢ikabilir. Bu
tip durumlarda agr1 ve/veya spor yapamama durumu en belirgin sikayetler olacaktir.
Bu sakatliklar genelde hareketli kol bolgeleri, extensor carpi radialis brevis veya
posterior tibial tendonlarda goziikiir. Tendon sakatliklar1 kontrol edilmesi zor, direkt
olarak saglik sisteminde kronik bir sekilde agir yiik yiikleyen ve iyilesmesi esnasinda
tam olarak eski giiciine ulasamayan, sik sik uzun siireli agri ve sikinti veren

rahatsizliklardir [26].

Tendon sakatliklarinin basarili bir sekilde iyilesmesi; anatomik olarak yaralanma
bolgesine, damarlasma oOzelligine, kemik yasi/olgunlugu ve doku kaybinin
biiyiikliigii dahil olmak iizere birgok degiskene baglidir. lyilesme siirecindeki bir ¢ok
dokunun kan hiicreleri yapisinda bulunmasina ragmen, olgun tendon hiicrelerinde
zay1f bir sekilde damarlagma olurve tendon besini i¢in damar perfiizyonundan daha
cok sinoviyal sividaki difiizyona baglidir [60]. Kendi kendine iyilesme miimkiin
olmakla beraber, bu durum sik sik saglikli dokudan; bigimsel, biyokimyasal ve
biyomekanikal olarak farkli yapida yarali doku olusmasiyla sonuglanir. Bu da eninde
sonunda onarilmis dokunun islevselligini etkiler[25]. Bir¢ok tendon rahatsizliginin
kontrolii, iyilesmis dokunun tedavi sonras1 eski islevine tamamen kavusmasi nadiren
s6z konusu oldugu i¢in zordur. Ortaya c¢ikabilecek diger bir problem de tendon-
tendon veya tendon—kemik ara yiizeyindeki dokunun mekanik 6zelliklerini
kotiilestiren, tamamlanmamis kaynasmadir. Bunun bir nedeni lifsel yapismanin
yapisidir [61]. Lifsel yapisma; iyilesen tendon ile etraftaki dokular arasinda ortaya
¢ikmakta ve tendon hareketine mani olmaktadir. Bu da tendon hareketini kisitlayarak

tedavi gormiis tendonun islevselligini azaltic1 yonde etkilemektedir [62].

Kollojen liflerin kivrimli yapist dokunun mekanik mukavemetini belirler. Normal

doku ve tedavi bolgesinde olusmus dokularin her ikisinin de yiiksek oranda diizenli

kollojen liflere ve nispeten diisiik hiicre sayilarina sahip olmalarina ragmen, bigimsel

olarak bu iki doku tiirii olduk¢a farklidir. Normal dokunun kivrimli yapist ile tedavi

goren dokunun yapisi karsilastirildiginda tedavi edilenlerin boyut olarak daha kiigiik
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olduklar1 gozlemlenmistir. Ayrica tedavi goéren dokulardaki kollojen liflerin ¢api,
gbze goriiliir sekilde daha kiiciiktiir. Dokudaki bu kollojen liflerin biiyiikliik ve diizen
farklar1 hasarli bolgenin tedavi sonucu normal bir tendona gore mekanik olarak %
40-60 oraninda daha zayif olmasina neden olmustur. Degismis olan yapisal 6zellikler
nedeniyle eklem kararliliginda olugan olumsuz etkiler ve iglevsellik oraninin diigmesi

gibi etmenler tendon rahatsizliklarinin tekrarlanma ihtimalini arttirmaktadir [63].

2.7.1. Tendon doku miihendisligi i¢cin yapi iskeleleri

Tendon yaralanmalarinda kendi kendine iyilesme miimkiin olmakla beraber, bu
durum sik sik saglikli dokudan; bicimsel, biyokimyasal ve biyomekanikal olarak
farkli yapida yarali doku olusmasiyla sonuglanir. Bu da eninde sonunda onarilmis
dokunun islevselligini etkiler. Tendon doku miihendisliginin hedefi; in vivo'daki
tendon dokusunun kendi kendine yenilenmesini durdurmak (hizin1 diisiirmek) veya
in vitro i¢cinde daha sonra viicuda nakledilebilecek olan islevsel diizeyde 3 boyutlu
tendon doku parcalar iiretmektir. Tendon dokusunun iiretimi i¢in hem varlig siirekli
kalacak veya bozulmayacak hem de her eksende yonlendirilmis yeni nesil islevsel
doku iskeleleri gerekmektedir. Bu tip iskelelerin iiretimi ve yonlendirilmesi, fiziksel
ve kimyasal etmenlerle birlikte bu etmenlerin belli oranlarda kombinasyonuna ve
zamanla degisecek olan yapisinin hesaplanmasina baghdir ve bunlar tendon
tiretimindeki bagari i¢in anahtar noktalardir.

Klinik uygulamalar icin, iskeleler belirli 6zelliklere sahip olmalidirlar. Ciinkii viicuda
yerlestirildiklerinde biyolojik ve mekanik bircok etmene maruz kalacaklardir. Yapi
iskelesi malzemesinin biyo-uyumlulugunun kanitlanmasi esastir. Iskeleler bagisiklik
sistemiyle alakali veya sitotoksisite kaynakli tepkiler veya uyumsuzluklar
tetiklememelidir. Iskelelerin vivo icerisindeki biyolojik olarak bozunma orani yeni
gelismekte olan dokunun olusum hiziyla uyumlu olmalidir. Bu uyuma bagl olarak
hasarli bolgenin iyilesmisiyle iskele yapisi tamamen viicut igerisinde ¢Ozlinmiis
olmaldir. Iskele yapisina ait materyalin ¢dziinme hizi; yapisal sekil, kristalinite,
molekiil agirligi, morfolojik yapisi, porozitesi ve nakil bolgesi gibi bircok etmen
tarafindan  etkilenir. Iskele yapt malzemesi biyolojik  olarak tekrar
absorblanabilmelidir ki boylece iiretim malzemesi, insan viicudunda dogal yollar ile
elimine edilebilir. iskele yapisindaki malzemenin ilk haline gére tamamen elimine

edilmesi ile kalintilara bagli yan etkiler goziikkmez. iskele; hiicresel baglanti, besin
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gecisi ve hiicresel biitiinlesmeye izin vermek adina yiiksek poroziteye sahip bir
yapidan olusmalidir. Vitroda iskeleler, uygulanmis yiikleme rejimine karsi koyacak
kadar yeterli mekanik mukavemete sahip olmalidir ve vivo igerisine nakledildiginde

islevsel dokunun mekanik 6zellikleri ile eslesmelidir [64].

Iskeleleri dogal ve sentetik olmak iizere iki ana kategoride incelenirler. Bugiine kadar
dogal iskelelerde kollojenler ve kitosanlar kullanilmistir. Kollojenler, tendon doku
miihendisliginde basrolii oynamaktadirlar ¢iinkii kollojen Tip I, tendonun
kuruagirhiginin %60 ‘a yakiini olusturmaktadir [2]. Tendon igerisinde bulunan lif
demetlerinin  olusturduklart  hiyerarsik yapi, tendon dokusunun mekanik
mukavemetini arttirmaktadir. Ancak tendon dokusunda olusan ¢esitli bozukluklar
tendon mukavemetini olumsuz yonde etkileyerek diisiirmektedir. Bu durumun
tedavisinde, hiicre yerlestirilmis kollojen jelleri, vivo c¢alismalarinda bircok kez
kullanilmistir. Mezenkimal kok hiicreleri yerlestirilmis kollojenlerin, Asil tendonu
hasar1 olan tavsanlara nakledilmesi ile tendon sakatligindan sonra biyomekanik,
yapisal ve muhtemel islevlerinde gelisme saglanmistir [65]. Bununla birlikte, tenosit
icermeyen kollojen yapilar, vivo kullaniminda uzun vadede belli bir miktar mekanik
ozellik saglayabilmektedir ancak tam olarak dogal tendon dokusundaki karmasik
mimari diizeni asla saglanamamaktadir [2]. Belli bir diizeyde tedavi sunan kollojen
jeller tendon yaralanmalarinda tam bir c¢are olamamistir. Tendon hasarlarinin
tedavisinde tendon doku iskelesinin hasarli bolgeye yerlestirilmesi daha umut veren
bir yaklasim olarak goriilmektedir. Hiyerarsik yapidaki tendonun, hiicre dis1
matrisinin (ECM) kopyas1 olarak olusturulan doku iskelesinin, hasarli bolgeye
nakledilmesi ile hem mekanik destek saglandigi hem de tendon mezankimal kok
hiicrelerinin kendi hiicre dig1 matrislerini olusturmalar1 sonucu hasarli bolgede yeni
bir tendon yapisinin olustugu goriilmiistiir. Olusan bu yeni yapir ile miikkemmele

yakin bir tedavi saglanabilmektedir [66].

Tavsanlar lizerinde yapilan ¢aligmalarda kitosan bazli hyaluronik kompozit iskeleler

tendon yaralanmalarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Fibroblast-yerlestirilmis

iskeleler, kollojen Tip I iiretiminde ve 12 hafta sonundaki mekanik ozellikleri

bakimindan hiicre igermeyen iskeleler ile karsilastirildiginda daha fazla basar

saglamig ve fibroblast yerlestirilmis iskelelerin gerilim mukavemeti, fibroblast

yerlestirilmemis iskelelere gore 12 haftalik kontrollerde kayda deger bigimde daha
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iyi oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte bu teknik, tavsanlarda hareketli eklem
sakatliklart tedavisi i¢in kullanilmig olmasmma ragmen insanlarin tendon

sakatliklarinda kullanimina uygun olup olmayacagi denenmemistir [67].

Sentetik biyo-bozunur polimerler, mekanik ve fiziksel Ozelliklerinin tekrar
iretilebiliyor olmast ve yapim malzemesinin safsizliginin kontrol edilebilmesi
nedenleriyle tercih sebebi olarak sik sik kullanilmistir. Bu malzemelerin avantajli
olmalarinin nedeni; c¢ok cesitli por sikligi ve bicimiyle, c¢ok cesitli sekillerde
tiretilebiliyor olmalaridir. Doku miihendisliginde siklikla kullanilan; polilastid
(PLA), poliglikolid(PGA) ve poli(lastid-co-glikolid) (PLGA) kopolimeri gibi bir¢ok

doyurulmus poli-a-hidroksi ester polimerleri, FDA tarafindan onaylanmistir [68].

Ayrica doku yamalar1 da iskele olarak kullanilmistir. Hayvanlar {izerindeki bir
calismada ince bagirsak submukozasindan alinan kiiclik bir parca tendon iskelesi
olarak kullanilmistir. Doku yamasinda 12 ay sonunda patellar tendon otografti ile
kargilastirildiginda  goriiniir bir sekilde kuvvetsel yetersizlikler bulunmustur.
Submukoza nakilden 3 ay sonra biyomekanik Ozellikleri bakimindan ciddi bir
azalmaya maruz kalmis, mekanik olarak kararsizligi kanitlandigindan insan tendon

tedavisi i¢in kullanilmas1 uygun olmamistir [69].

2.8. Doku Iskelesi Fabrikasyon Teknikleri

Doku iskelelerinin tiretimi ve tasarimi doku miihendisligi ¢aligmalarinda ¢ok 6nemli
bir yere sahiptir. Doku iskelesi iiretiminde geometrik yapi, mekanik dayanim,
gbzeneklilik, ylizeyin fiziksel ve kimyasal yapisi, bozunma davraniglarinin kontrolii
gibi etmenler doku iskelesi liretiminde ugrasilmasi gereken konulardir. Gézeneklilik,
hiicre yapismasi ve doku biliylimesinin saglanmasi i¢in gerekli olan 6zelliklerdendir.
Bu nedenle secilen fabrikasyon tekniginin istenilen gozeneklilik boyutunu saglamasi
cok onemlidir. Uretilen dokunun hasarli bdlgenin yapisma benzer ve bu bélgede
viicut igerisindeki isleyisi aksatmayacak sekilde c¢alismast ve deformasyona
ugramadan kararli yapisini siirdiirmesi gerekmektedir. Iskele yapiminda kullanilan
materyal tipi ylizeyin kimyasal o6zelliklerinin ayarlanmasinda ve bozunma
davraniglarinin kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu 6zellikler doku iskelesi
yapiminda uygun materyalin se¢ilmesine ve biyomalzemenin fabrikasyon teknigine
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gore farkliliklar gostermektedir. Kullanilan fabrikasyon tekniginin polimerin
biyouyumlulugunu etkilememesi ayrica dikkat edilmesi gereken bir husustur.

Cesitli  tekniklerle dogal ve sentetik doku iskeleleri {iretilebilmektedir.
Kullanilabilecek her teknigin kendine 0zgii avantaj ve dezavantajlar1 vardir.
Uretilecek materyalin hangi dokuda kullanilacagina bagli olarak bu fabrikasyon
teknikleri secilmedir. Bu teknikler ¢oziici dokme-parcacik uzaklastirma, faz
ayrilmasi, eriyik kaliplama, gaz kopiiklendirme, dondurarak kurutma, kati serbest

form fabrikasyonu ve elektroegirme seklinde siralanabilir.

2.8.1. Coziicii dokme - parcacik uzaklastirma

Polimer uygun ¢oziicii igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra bu ¢dzeltinin igerisine
porojen ad1 verilen kati parcaciklar ilave edilir. Tuz, jelatin, seker ve parafin porojen
olarak kullanilabilen maddelerdir. Daha sonra bu karisim yapismayacagi bir kaliba
dokiiliir ve ¢oziicii uzaklastirilir. Boylece i¢inde porojenlerin bulundugu membran
formunda kat1 polimerik yapi elde edilir. Bu yap1 porojenlerin i¢inde ¢dziinebilecegi
herhangi bir ¢oziiciiyle etkilestirilerek porojenlerin yapidan uzaklagtirilmasi saglanir.
Tuz, jelatin ve seker i¢in ¢oziicli olarak su, parafin i¢in hekzan kullanilir. Bu islem
sonrasinda porojenlerin terk ettigi yerler yapida gézenek olarak kalmaktadir [70].

Bu prosesin uygulunabilirligi kolaydir ancak ¢ok ince membranlar tiretilebilir. Kalin
doku iskeleleri tiretimi, polimerik yapidan ¢ozilinebilen partikiilleri uzaklagtirmak ¢ok
zor oldugu i¢in uygun degildir. Bu {retim yontemi fazla ekipmana ihtiyag
duyulmadig1 i¢in avantajli olarak goriilebilmektedir. Ancak proseste sadece belirli
formlarda iiretim yapilabilmesi, kalin iskekeleler iiretildiginde polimerden toksik
Ozellik gosterebilecek partikiillerin  tamamen uzaklastirilamamasi, ¢oziicli
kullanilmast sonucu polimerik yapmin bozulma ihtimali gibi dezavantajlar

bulunmaktadir [71].

2.8.2. Faz ayrilmasi

Faz ayrilmasi yontemi pordz membranlarin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Bu

prosesle nano - fibroz materyaller iiretilmektedir. Bu fibr6z yapiy1 olusturan fiberler

50 - 500 nm ve %98 poroziteye sahiptir. Polimerik ¢ozeltiler sogutulduklar1 zaman

polimerce zengin faz ve ¢oziicli faz olmak lizere 2 ayr1 faza ayrilmaktadirlar. Bu

yontem polimer ¢ozeltisi sogutulduktan sonra ayrilmis olan ¢oziicii fazin yapidan
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uzaklagtirilmasi ve geriye kalan polimerce zengin fazin katilagarak doku iskelesini

olusturmasi esasina dayanmaktadir.

Cozucu

V
%’ Jelasyon
\
"
Coziiciiniin '\?

uzaklasmasi

Cozinme

Sekil 2.7: Faz seperasyonu ile nanoyapilarin tiretimi

Faz ayrilmasi tekniginin avantaji; kontrol edilebilir por morfolojisine sahip ii¢
boyutlu doku iskeleleri dizayninda diger fabrikasyon teknikleriyle koalylikla

kombine edilmesidir. Dezavantaj1 ise uzun fiberler iiretilememesidir [50].

2.8.3. Eriyik kaliplama

Coziciiniin kullanilmadigr bu proseste 3 boyutlu doku iskelelerin {iretimi igin
alternatif bir metottur. Polimer ve porojen maddeler kat1 halde karistirilarak, istenilen
geometriye sahip kaliba dokiiliirler. Kaliba 1s1l islem uygulanarak polimer, camsi
gecis sicakligi (Tg) lizerinde bir sicakliga isitilir. Diizgiin bir karigma saglandiktan
sonra, doku iskelesi porojenin i¢inde ¢oziinebilecegi ¢oziicii ile etkileserek porojenin
yapidan uzaklastirilmasi saglanir. Boylece istenilen geometriye sahip, 3 boyutlu

gbzenekli doku iskelelerinin tiretimi ger¢eklesmis olur.
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Bu proseste doku iskelesinin gézenek boyutu porojene bagli oldugu i¢in istedigimiz
gbozenek boyutlarinda doku iskelesi liretmemiz miimkiindiir. Organik c¢oziiciilerin

kullanilmamasi ve diisiik sicakliklarda ¢alisilmasiprosesin bir diger avantajidir [72].

2.8.4. Gaz kopiiklendirme

Gaz kopiiklendirme yontemi fabrikasyon sirasinda yiiksek sicakliklardan ve toksik
ozellikler gosterebilen organik solventlerin olumsuz etkilerinden kagmak igin
kullanilan bir yontemdir. Bu proseste gozenekli doku iskelesi iiretebilmek igin
yiiksek basingta karbondioksit gazi kullanilmaktadir. Polimerin belirli bir siire
boyunca yiiksek basingli karbondioksit ile etkilesmesi sonucunda etkilesmenin
meydana geldigi yiizeylerde kapali gézenekler olusmaktadir. Bu yontem yiizeylerin
gbzeneklendirilmesi icin uygun olmasina karsin, doku iskelesinde istenilen igsel
baglantili gbézenek yapisinin olugmasini saglayamamaktadir. Bu yiizden baska

yontemlerle beraber yilizey gdzenekliliginin saglanmasinda kullanilir [73].

2.8.5. Dondurarak kurutma

Gozenekli siinger formunda 3 boyutlu doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan bu
yontemde polimer uygun bir ¢oziiciide coziilerek istenilen konsantrasyonda bir
¢ozelti hazirlanir. Hazirlanan ¢ozelti uygun sartlar altinda dondurulur. Cozeltinin
donmasi sonucu buz kristallerinin meydana geldigi bir yap1 elde edilir. Bu yapinin
dondurulup diisiik sicakliklarda vakum altinda kurutulmasi sonucu birbiriyle
baglantil1 yiiksek gozenekli bir yap1 elde edilir[74].

Gozenek boyutunun ayarlanmasinda ¢ozeltinin dondurulma hizi ve pH degerinin
etkisi bulunmaktadir. C6zeltinin hizli dondurulmasi sonucu kiiciik gdzeneklere sahip
iskeleler elde edilebilmektedir. Homojen, ii¢ boyutlu ve goézenekli bir yapr elde
edebilmek icin tek yonlii ve kontrollii bir katilasmanin saglanmasi gerekmektedir.
Tanecik uzaklastirma islemi ve yiiksek sicaklik gerektirmemesi bu prosesin
avantajlaridir. Uzun proses siiresi ve kiigiik gdzenek boyutu ise bu teknigin

dezavantajlaridir [75].

2.8.6. Kat1 serbest form fabrikasyonu

Faz ayrilmasi, eriyik kaliplama, gaz kopiirme, dondurarak kurutma, ¢oziicii dokme -
parcacik uzaklastirma gibi doku iskelesi tiretmek icin kullanilan klasik yontemler;
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tiretilen doku iskelelerinde gozenek boyutunun kontrolii, gozeneklilik dagilima,
iskele geometrisi ve iskele igerisinde kanallarin olusturulmasi agisindan yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle li¢ boyutlu doku iskelesi iiretimi i¢in kati serbest form
fabrikasyonu kullanilmaktadir. Bu yontem ile bilgisayar destekli tasarim (CAD),
bilgisayarli tomografi (CT), manyetik rezonans goriintiileme (MRI) gibi bilgisayar
ortaminda aktarilan veriler kullanilarak gelismis bir doku iskelesi iiretimi
saglanmaktadir. Bu teknikte, {iretimi istenilen doku veya organa ait iic boyutlu yap1
bilgisayar destekli tasarim kullanilarak doku veya organin kesitsel goriintiileri
cikartilmaktadir. Daha sonra doku iskelesi i¢in kullanilacak malzeme, bilgisayardan
gelen bilgiler dogrultusunda tabakalar halinde olusturulur. Tabakalarin hangi
noktalarda birlesecegi, hangi noktalarin bos kalacagi bilgisayar tarafindan dnceden
belirlendigi bu sistemde her bir katman tek tek yapilip, birlesmesi ile tasarlanan ii¢
boyutlu yapi1 elde edilir. Bu yontem, klasik {iretim metotlarinin erisemedigi hassas
geometrilerde malzemelerin iiretilmesine olanak saglar. Bu yiizden 6zellikle doku
iskelesinin fabrikasyonunda kullanimi giderek artmaktadir. Isi, 151k, yapistirict ve
kalip kullanarak iiretime dayanan birgok kati serbest form fabrikasyonu

bulunmaktadir [44].

2.8.6.1. Is1 kullanarak doku iskelesi iiretimi

Bu yontemde dogal polimerler siklikla kullanilmaz. Yiiksek sicaklik dogal
polimerlerin yapisin1 bozdugu i¢in ¢cogunlukla sentetik polimerlerle calisilmaktadir.
Is1 kullanilarak doku iskelesinin iiretiminde, polimer tozu bir yilizeye dagitilir. Daha
sonra iki boyutta hareket edebilen bir lazer, daha Once bilgisayarda tasarlanan
geometriye 0zgl olarak polimer tozunun iizerinde lazer uygulamasi yapar. Lazer
1sinlarina maruz kalan bolgelerdeki polimerin sicaklikla erimesi, birlesmesi ve
katilagsmasina bagl olarak istenilen geometriye sahip polimerik katman elde edilmis
olur. Elde edilen katman iizerine tekrar polimer tozu atilarak katmanlardan olusan
istenilen gozeneklilikte ve geometride doku iskeleleri tiretilebilir. Bu teknolojinin en
onemli dezavantajlar1 kullanilacak malzemenin toz halinde olma zorunlulugu ve

yiiksek sicaklikta igslemenin gerekli olmasidir [44].
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2.8.6.2. Isik kullanmilarak doku iskelesi iiretimi

Bu yontemde i¢i polimer dolu bir havuz igerisinde z yoniinde hareket eden bir
asansOr ve x-y yoniinde hareket edebilen bir UV lazer bulunmaktadir. Daha 6nceden
bilgisayar ortaminda tasarlanan geometriye gore calisan lazerin uygulama yaptigi
noktalarda katilagma olmaktadir ve bu katilagma doku iskelesinin katmanlarini
olusturmaktadir. Sistemde asansoriin periyodik olarak hareketi sonucu katilasan
bolgelere yeniden polimer ¢ozeltisi gelmekte boylece istenilen geometride doku

iskelesinin iiretimi miimkiin kilinmaktadir [50].

2.8.6.3. Yapistirici kullanmilarak doku iskelesi tiretimi

Bu proseste polimer tozu bir yiizeye dagitilmakta, daha sonra polimer tozu bulunan
noktalara  bilgisayarda tasarlandigi  sekilde yapistirici  piiskiirtiilmektedir.
Yapistiricinin etkisiyle kati polimer tozlarinin birleserek belli bir ylizey olusturmasi
saglanir. Polimer tozunun ortama siirekli olarak beslenmesi ile istenilen geometriye

sahip ii¢ boyutlu doku iskelesi elde edilir [76].

2.8.6.4. Kalp kullamilarak doku iskelesi iiretimi

Bu yontem direkt ve indirekt yontem olmak iizere iki sekilde uygulanmaktadir.
Direkt yontemde malzemeden direk olarak yapi iskelesi insa edilirken; indirekt
yontemde sentetik veya dogal olan biyomalzemelerden biyometaryalin dokiilecegi
bir kalip insa edilir. Direkt yontem tamamen otomatik bir islem olmasinin yan1 sira
uygulanabilirlik, yeniden iiretilebilirlik ve Olgiilebilirlik agisindan daha g¢ok tercih
edilen bir yontemdir. Indirekt ydntem daha genis bir malzeme yelpazesine
uygulanabilmesine ragmen, daha biiyiik prosesler gerektirdigi icin ticari talepleri
karsilayamamaktadir. Indirek kati serbest form fabrikasyonunda, oncelikle doku
iskelesinin dizaynina uygun disi bir kalip tiretilir. Daha sonra biyomateryal malzeme
bu kaliba dokiiliir ve katilagsmas1 beklenir. Biyomateryal katilastiktan sonra doku

iskelesini elde etmek i¢in disi kalip yok edilir [74].

28



é{- Megatif kalip

Megatif kahp fabrikasyon prosesi

Tt v pom—lra e
P g e
Do Polimer
Kalibin yok edilmesi cozeltisi dokiimii

Sekil 2.8: Kat1 serbest form fabrikasyonu indirekt yontem

2.8.7. Elektro-egirme yontemi

IIk kez 1934 yilinda Formhals tarafindan bulunan elektro-egirme (elektrospining)
yontemi elektrostatik kuvveti kullanarak polimerik fiberlerin iiretilmesi esasina
dayanmaktadir [77]. Elektro-egirme yonteminde yiiksek elektrik alan olusturularak
polimer ¢ozeltisinin karst kutup olarak topraklanmig veya zit kutup ile yiiklenmis bir
yiizeye dogru spin hareketi yaptirilmasi sonucu nanometre mertebesinde fiberlerin
olusturulms1 amaclanmaktadir. Bir elektro-egirme diizeneginde temel olarak 4 ana
ekipman bulunur (Sekil 2.9).

Bu ekipmalar;

1. Besleme tinitesi (siringa, igne vs.)

2. Yiiksek voltaj giic kaynagi

3. Nanofiberlerin toplanmasi icin karsit yiikle yiiklenmis toplayici (plaka, silindir
vS.)

4. S1v1 formda viskoz polimer ¢ozelti
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Besleme tinitesi polimer

Giic kaynag

Sekil 2.9: Elektro-egirme diizenegi

Elektro-egirme prosesinde polimer ¢ozeltisinin elektrik yiiklii jet olusturabilmesi i¢in
yiiksek voltaj kaynagi kullanilmaktadir. Polimer ¢dzeltisi cam bir tiip veya bir
enjektdriin igerisindedir. Enjektor bir siringa pompasina baglanarak ¢ozeltinin siringa
boyunca sabit hizda akmasi saglanmaktadir. Gii¢ kaynagindan gelen elektrot spin
sollisyonu iceren enjektdr ucuna baglanirken toplayici plakaya bagli elektrot ise
topraklanir. Icinde polimerik ¢dzelti bulunan enjektoriin ucuna elektrik alan
uygulanir ve sivinin yiizeyinde yiik olusmasi saglanir. Bunun sonucunda polimer
cozeltisi ile enjektdr ucu arasindaki yiizey gerilimine ters yonde bir kuvvet olusur.
Elektrik alanin artmasmma bagli olarak polimer c¢dozeltisinin hemisferik yiizeyi,
enjektoriin ucunda " Taylor konisi " olarak bilinen konik bir form olusturur. Taylor
konisi yiizey gerilimi ve yiiklii yiizeydeki elektronik gii¢ arasindaki dengeyi saglar
[78]. Voltaj kritik bir degere ulagip damlaciktaki yiiklerin itme kuvvetleri, yiizey
gerilimi kuvvetlerini yendiginde Taylor konisinin ucundan ince bir jet bas gosterir ve
jet yiizeyindeki ayni elektriksel yiiklerin birbirini itmesi ilkesinden hareketle jet
uzaylp incelerek topraklanmis toplayiciya dogru ilerler. Ilerleme esnasinda bu
polimer jeti, once kararli daha sonra kararsiz (spiral) bir yol izler. Bu sirada,
icerisindeki ¢Oziicii buharlasir ve ardindan nano boyutta caplara sahip yiiklii bir
polimerik lif birakir. Siirekli olarak olusan bu nanolifler toplayici plaka iizerinde
birikerek dokusuz bir yiizey olusturur [79].
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Sekil 2.10: Kilcal Boru ucundaki damarlarin ilerleyerek artan voltaj etkisiyle Taylor
Konisi ve jet olusumu a) polimer damlasi1 artan voltajin etkisiyle yar1 kiiresel formda
b,c) Taylor konisine gegis d)Taylor konisindeki sekli e,f) Taylor konisinden bir jet
halinde ¢ikist

2.8.7.1. Elektro - egirme parametreleri

Elektro-egirme yontemi kullanimi kolay olmasina ragmen fiberlerin olusum ve yapisi
tizerine etki eden bircok faktor bulunmaktadir. Elektro-egirme prosesi ile elde edilen
nanoliflerin yapist ve morfolojisi; ¢cozelti 6zellikleri, proses degiskenleri ve gevresel
kosullar olmak tiizere ii¢ baslik etrafindaki degiskenlere bagli olarak farkliliklar

gostermektedir.
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Cizelge 2.1: Elektro-egirme parametreleri

\

Elektro-egirme
parametreleri

Cozelti Besleme
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1 1
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\ )
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2.8.7.1.1. Cozelti ozellikleri

Konsantrasyon ve yiizey gerilimi
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saglayan faktor, molekiil zincirlerinin karmasikligidir [80].

Yiizey gerilimi Hizt Nem
- J - J g
) )
& N ( N
igne ucu -
pH Toplayicl
mesafesi
- J . J

Elektro-egirme prosesinde polimer jeti, Taylor konisi formundan ayrilip toplayiciya
dogru giderken elektrostatik kuvvetler, itme kuvvetleri gibi bir cok kuvvetin etkisi ile
uzar ve gerilir. Cozeltinin gerildigi siirecte, kuvvetsel etkilerle hareket eden polimer

jetinde kopuslar olmasini 6nleyen ve bdylece siirekli bir ¢dzelti jetinin olusmasini

Proseste kullanilan ¢ozelti, zincir karigikligimin olusmasi i¢in yeterli polimer

konsantrasyona sahip olmalidir. Polimer konsantrasyonu elektro-egirme prosesinde




onemli parametrelerden olan soliisyonun ylizey gerilimi ve viskozitesi iizerine etki
eder [81].Yiiksek viskozite, ¢oziicii ve polimer molekiilleri arasinda daha fazla
etkilesim anlamina gelir ve bdylece yiiklerin etkisi ile ¢ozelti gerildiginde ¢oziicii
molekiilleri, karmasik polimer molekiillerine yayilmaya yonelecek ve bu sekilde
yiizey geriliminin etkisi altinda ¢oziicii molekiillerinin bir araya toplanma egilimi
azalacaktir [80]. Cozelti ¢cok seyreltik olursa yiizey geriliminin etkisiyle toplayiciya
ulasmadan damlaciklar halinde parcalanir. Eger ¢6zelti ¢ok konsantre olursa yiliksek
viskoziteye bagli olarak fiber olusumu goézlenmez[81].Elektro-egirme prosesinde
kargilasilan boncuksu yapilarin olugsmasi biiyiik bir problemdir. Yapilan ¢aligmalar
¢ozelti konsantrasyonun boncuksu yapilarin  olusmasinda etkili oldugunu
gostermistir.  Yiiksek konsantrasyon degerlerinde daha az boncuksu yapilarin

olustugu gozlenmistir [82].

Boncuk sekli

&‘-—‘_—-’)—

(

Konsantrasyon Artigl ‘

Sekil 2.11: Cozelti konsantrasyonunun boncuksu yapilarin olusumuna etkisi
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Boncuksuz yapi

Viskozite

Daha Fazla Boncuk

Sekil 2.12: Konsantarasyon- boncuksu yapi iliskisi

43 centipoise

Yiiksek viskozitenin liflerin toplanma alanina etkisi de bulunmaktadir. Viskozitenin
artmasiyla jetin kararsizligi azalir. Bu durumda jetin izledigi yol azalir ve olusan
lifler daha kii¢iik bir alanda yayilir. Jetin izledigi yolun azalmasi, ¢ozeltinin daha az

uzamasina ve daha biiyiik ¢aplarda lifler olugsmasina neden olur [80].

Elektriksel iletkenlik

Elektro-egirme prosesi i¢in elektriksel iletkenligin ¢ok biiyiik 6nemi vardir. Elektro-
egirme isleminde jet olusumunun gozlenebilmesi i¢in ¢ozeltinin mutlaka belirli bir
iletkenlik degerine sahip olmas1 gerekmektedir.

Dielektrik 6zelligini arttirmak ve lif morfolojisini gelistirmek i¢in bir ¢ozeltiye N, N-
dimetilformamid (DMF) gibi ¢oziiciiler ilave edilebilir. Yiiksek dielektrik sabiti ile
elektro-egirme jetinin egilme kararsizlig1 da artar. Bu durum, liflerin plaka {izerinde
toplandig1 alanin artmasini saglar. Boylece jet izledigi yol artacagindan lif ¢aplarinin
azalmasin da kolaylastirir [80].

2.8.7.1.2.Proses degiskenleri

Uygulanan voltaj

Elektro-egirme prosesinde uygulanan voltaj degerinin, jetin kararlilig1 ve fiber bigimi
tizerinde Onemli bir etkisi bulunmaktadir. Proseste uygulanan voltaj degerindeki
artis, ignenin ucundan daha fazla miktarda kiitle akisina neden olacak, boylece daha

fazla birikim gergeklesecektir.
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Diisiik voltaj degerlerinde, damla tipik olarak enjektor ucunda asili durur ve Taylor
konisinden (Sekil 2.13) boncuk olusumunun goézlemlenmedigi bir jet ¢ikar. Voltaj
arttik¢a igne ucundaki damlanin hacmi azalir bu da Taylor konisinin kaybolmasina
neden olur. Bu durum sivi ylizeyinden ¢ikan jette daha ¢ok boncuksu yapilarin
olugmasini saglar. Voltaj daha fazla arttiginda jet igne ucunun kenarlari etrafinda

hareket eder, Taylor konisi goriilmez ve bir¢ok boncuksu yap1 meydana gelir.

Enjektor . I . I

Enjektdnin | ‘ ‘
ucundaki fiber

>
Artan volta

Sekil 2.13: Farkli voltaj degerlerinin Taylor koni formasyonuna etkisi

Cozelti besleme hizi

Cozelti akis hizi, jetin hizin1 ve malzeme transfer hizin1 etkileyen onemli bir
parametredir. Akis hizindaki artig lif ¢apinin kalin olmasmi ve gozenek capinin
biiyiik olmasina neden olur. Bunun nedeni uygulanan gerilimin sabit kalmasina baglh
olarak, c¢ozelti besleme hizinin artmast sonucu malzemeyi inceltecek yeterli
elektriksel kuvvetin saglanamamasidir [83].

Igne ucundan beslenen ¢ozelti hacminin daha fazla olmasma baglh olarak, jetin
kurumasi daha uzun zaman alir. Bu durumda ayni ugus siiresinde toplanan lifler
icindeki ¢Oziicli, buharlagmak i¢in yeterli siireyi bulamaz. Buharlasamadan kalan bir
miktar ¢Oziicii, lifler toplayici lizerinde konumlandiktan sonra buharlasacagindan,
liflerin birbiri ile temas ettigi noktalarda yapismalara neden olur [80].

igne ucu-toplayic1 mesafesi

Igne ucu ile toplayict arasindaki mesafe fiber toplanma zamani ve g¢dzeltinin
buharlasma hiz1 iizerine etki eder. Polimer c¢ozeltisinde kullanilan ¢oziiciiniin
ucuculuguna bagl olarak mesafenin ayarlanmasi gerekmektedir. Coziicliniin az
ucucu oldugu durumlarda mesafenin uzak olmasi gerekirken, ¢oziiciiniin ¢ok ugucu

oldugu durumlarda daha az bir mesafe yeterli olacaktir.
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Kontrollii fiber ¢ap1 ve morfolojisi i¢in igne ucu ile toplayic1 arasinda farkl
mesafeler denenmistir. Toplayiciya ulasamdan dnce fiberlerin kurumasi igin yeterli
siirenin olmast minimum mesafe olarak bulunmustur. Mesafe ¢ok yakin ya da ¢ok
uzak olursa boncuksu yapilar gézlemlenmistir [84].

Konsantrasyon, Uygulanan voltaj, Cézelti besleme hizi ve Ine ucu ile toplayici

arasinda ki mesafenin fiber ¢apina etkisi sekil 2.14'de 6zetlenmistir.

Sabit E.Iektriksel Sabit Konsantrasyon, Akis iz,
Potansiyel, Akis iz, Diizetolayici Arasi Mesafe
Konsantrasyon T
Lif
Capr Lif
Cam
| ! L
12 20 27 ! | E
Toplayict mesafesi cm ——» i B 1%
Elektriksel potansiyel k¥ @—»
4 Sabit Elektriksel Potansiyel, 4  SabitElektriksel
Konsantrasyon, Potansiyel, Akis hiz,
T Diize-tolayici Arasi Mesafe T Diize-tolayici Arasi Mesafe
Lif Lif
Capi Capi
1 1 1 - L ! ! i
3 5 7 2 15 20 25
Akis iz ml/h Konsantrasyon wt% SR
Sekil 2.14: Elektro-egirme yonteminde lif ¢apina etki eden faktorler
Toplayic tipi

Elektro-egirme prosesinde besleme iinitesi ve toplayici arasindaki elektriksel alana
bagl olarak jet olusumu saglanmaktadir. Bu elektriksel alanin saglanabilmesi i¢in
toplayicida elektriksel iletkenligi yiiksek materyaller kullanilmakta yada toplayici
alliminyum folyo gibi iletken bir malzeme ile sarilarak topraklanmaktadir. Bu sekilde
besleme Tinitesi ile toplayici arasinda stabilbir potansiyel fark olusturulur [77].
Toplayici materyalinin yaninda toplayict sekli de elektro-egirme prosesinde olusan
nanofiberlerin yapis1 iizerinde etkilidir. Toplayicinin sekli elektro-egirme prosesinde
olusan liflerin konumlanma sekli ve yiizey ozelliklerini etkilemektedir. Sabit bir
plaka tizerinde toplanan lifler, birbiri lizerinde rastgele yer alir. Rastgele yer alma,
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elektro-egirme yontemi ile elde edile nanolifli yiizeyin kullanim alanlarini
sinirlamaktadir. Nanoliflerin kullanim alanlarini arttirmak i¢in nanoliflerin ¢esitli
sekillerde hizalanmas1 ve bunun i¢in de farkli toplayici tipleri kullanilarak kontrollii
nanolif yerlesmesi saglanmaya calisilmistir. Bu amacgla doner silindir, tasiyic1 bant
gibi hareketli toplayicilar kullanilabilirken, paralel bilezik veya c¢ercevelerde
kullanilabilmektedir. Hareketli toplayicilarin dontis hizlart da olusan liflerin
hizalanmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir [80].

2.8.7.1.3. Cevresel kosullar

Cevresel kosullardan nem fiber yapisi 6nemli Olciide etkilemektedir. Bagil nem
arttikca lif capinin da arttigi goriilmiistiir. Lif capinin artmasinin sebebi olarak,
polimer ¢ozeltisinin yiizeyinde olusan elektrostatik yliklenmememe oldugu
vurgulanmistir. Bir bagka ifadeyle lifin incelmesi igin gerekli olan elektrik alan
giicliniin bagil nem dolayisiyla azaldig1 veya tam olarak yiizeye etki edememesidir
[85].Yapilan calismalar %50 nem oraninin altinda yapilan ¢alismalarda daha diizgiin
fiberlerin elde edildigini gostermistir. Ortamin nemi ayni zamanda iiretim sirasinda
¢Oziiciinliin fiberden buharlasma hizim1 da etkilemektedir. Nemsiz ortamlarda
¢oziliciiniin buharlagma hiz1 daha yiiksek olmaktadir. Cizelge 2.2'de elektro-egirme

proses parametreleri 6zet halinde verilmistir [80].
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Cizelge 2.2: Elektro-egirme proses parametreleri

Elektro-egirme proses parametreleri
Boncuk yogunlugu ile ters orantili

Igne ucu- Toplayici
arasi mesafe Elektrik alan giicii ile ters

Fiber capi ile ters orantili

Akis hiza Elektrik akimi ile dogru orantili
Fiber cap1 ile dogru orantilt
Yiizey yiik yogunlugu ile ters iliskili

Yiik yogunlugu hacmi ile ters iligkili

Voltaj Yiizey yilik yogunlugu ile ters orantili
Boncuk formasyonu iizerinde direkt etkili
Fiber capu ile ters iligkili

Elektrik akim potansiyeli fiber uniformitesini

arttirryor.

Polimer konsantrasyonu | Fiber capi ile dogru orantilt

Fiber ¢ap1 giic yasast ile iliskili

Iyonik gii¢ Yiik yogunlugu ile dogru orantili

Boncuk yogunlugu ile ters orantili

Coziicii Yiik yogunlugu hacmi iizerinde etkili

Buharlagma ve katilasma hiziyla direkt iliskili

Sicakhik Viskozite ile ters orantili

Daha az boncuklu uniform fiberler

Viskozite Capla ve spinleme yetenegi ile parabolik iligkide

2.9. ipegin Yapisi ve Doku Miihendisligi Uygulamalar1

Bombyx mori ipek kozasindan elde edilen ipek lifleri, dogal makromolekiil
proteinler olan serisin ve fibroinden olusmaktadir. Ham ipekte fibroin ve serisin
yaninda az miktarda yag, mum, boya ve inorganik maddeler bulunmaktadir. Fibroin
yapisi glisin ve alenin gibi polar olmayan amino asitlerce, serisin yapisi ise serin ve

aspartik asit gibi polar amino asitlerce zengindir. Fibroin ipek lifinin eksenini
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olusturken; serisin, fibroinin etrafin1 yapiskan yapisi sayesinde sarmakta ve ipek
liflerini bir arada tutulmasini saglamaktadir. Serisin molekiil agirligr 10-300 kDA
arasinda degigmektedir. Serisin fiziksel, kimyasal veya enzimatik yollarla
pargalanabilmektedir. Parcalanma sonucunda serisinin molekiil agirligi 5-20 kDA'ya
kadar diismektedir. Serisin ve fibroin arasindaki en énemli farklilik serisinin amorf
yapisina karsilik fibroinde kristalin yapinin agirlik kazanmasidir. Gerek amorf
yapinin gerekse igerdigi hidroksil ve karboksil gruplarinin bir sonucu olarak serisin
sicak suda, 6zellikle hafif bazik yapidaki sicak suda kolaylikla ¢oziinmektedir. Ham
ipek liflerinde bulunan yag, anorganik maddeler ve boyar maddelerin tamamina
yakin bir kismu1 fibroini saran serisin tabakasinda bulunmaktadir. Bu nedenle serisini
uzaklastirilan lifler bu yabanc1 maddelerden de arinmais olurlar [86].

Ipegin kimyasal bilesimi iiretim kosullar1 ve bocegin kaynagina gore degisiklik

gosterebilmektedir. Genel bilesim Cizelge 2.3'te gosterilmistir:

Cizelge 2.3: Bombyx mori ipek kozasinin bilesimi

Bilesen %
Fibroin 70-80
Serisin 20-30
Vaks 0.4-0.8
Karbonhidratlar 1.2-1.6
Inorganik maddeler 0.7
Pigmetler 0.2
Toplam 100.0

Bombyx mori ipek kozasinin yapisinda bulunan fibroinin kimyasal bilesiminde
toplam on alt1 aminoasit bulunur. Bunlarin % 80'ini alanin, glisin ve serisin olusturur.

Bombyx mori fibroinin aminoasit bilesimi Cizelge 2.4' te gosterilmektedir.
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Cizelge 2.4:Bombyx mori ipek fibroninin aminoasit bilesimi

Aminoasit Komposizyon, mol %
Toplam Sert Kisimlar Yumusak Kisimlar

Glisin 42.9 49 .4 10.0
Alanin 30.0 29.8 16.9
Serisin 12.2 11.3 7.9
Tirosin 4.8 4.6 34
Valin 2.5 2.0 7.4
Aspartik asit 1.9 0.65 154
Glutamik asit 1.4 0.70 8.4
Treonin 0.92 0.45 2.8
Fenilalanin 0.67 0.39 2.7
Metionin 0.37 - 0.37
izolesin 0.64 0.14 7.3
Lesin 0.55 0.09 7.2
Prolin 0.45 0.31 3.0
Arginin 0.51 0.18 3.8
Histidin 0.19 0.09 1.6
Lisin 0.38 0.06 1.5

Ipek fibroini ikincil protein yapisindadir. Ikincil yapidaki proteinler igin ii¢ degisik
yap1 tanimlanmaktadir. Bu yapilar; gelisiglizel sarmal, a-heliks ve 3- konformasyonu
seklinde siralanir. a-heliks yapisinda protein zinciri bir sarmal seklinde ve birbirinin
listine gelen amino asitlerin birbiriyle hidrojen bag1 yapabilecegi sekilde
dizilmesinden olusur. B-konformasyonunda, makromolekiiler bir katl tabaka veya
katman olusturacak sekilde birbirine paralel veya antiparalel sekilde baglanmaktadir.
Sekil 2.15'te ipek fibronin a-heliks ve B-konformasyonu gosterilmistir [87].

Cesitli  fiziksel ve kimyasal yollarla ipek fibroinin diizensiz formdan f-
konformasyonuna doniistimii yapilabilmektedir. Bu doniisiim sayesinde ipek fibroin
daha etkin bir sekilde biyomateryal olarak kullanilabilmektedir. Bunun nedeni B-

diizlemsel tabaka yapisinin suda kararli olmasi ve daha iyi mekanik 6zelliklere sahip

olmasidir [88].
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Sekil 2.15: Ipek fibronin a-heliks ve B-konformasyonu

Tekstil endiistrisinde uzun zamandir kullanilan ipek, son zamanlarda biyomateryal
malzeme olarak da kullanilmaya baslanmistir. ipek fibroin bugiine kadar ¢ogunlukla
yara iyilestirilmesinde kullanilan materyaller, basariyla uygulanan yapay kan
damarlar1 ve ameliyat iplikleri olarak bircok kez kullamilmistir. Gelistirilen yeni

isleme teknikleri ile ipek proteinin biyomedikal alanda kullanimi1 yayginlagmustir.

Ipek fibroinin biyouyumlulugu, kolay islenebilirliligi, toksik dzellik gdstermemesi ve
biyobozunurluk gibi 6zellikleri doku iskelesi ¢alismalarinda ipek fibroni énemli bir
materyal konumuna getirmistir. Doku iskelesi iiretiminde kullanilacak materyalde
istenen Ozelliklerin bircoguna sahip olan ipek fibroinin doku miihendisligi

calismalarinda giderek artmasi beklenmektedir [89].

2.10. Polikaprolakton

Alifatik bir poliester olan Poli(e-kaprolakton) (PCL). biyobozunur sentetik bir
polimerdir. PCL cams1 gegis sicakligi, Tg, -60 °C civarinda olan, erime sicakligs,
Tm, kristalin yapisina bagli olarak, 59-64 °C araliginda degisen yari kristalin bir
polimerdir. Oldukca diisiik cams1 gegis sicakligina sahip olmasina bagl olarak oda
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sicakliginda kaugugumsu bir yapiya sahiptir. Bu nedenle bozunmasi PLA ve
PGA'dan daha yavastir.

PCL, e-kaprolaktonun, 170 OC'de, azot atmosferinde, dibutil kalay oksit (Bu,SnO)
katalizoriiniin ~ varligindad gerceklesen, halka acilma polimerizasyonu ile

sentezlenmektedir (Sekil 2.16).

i
AF

S~ Katalizér f 01

[ ‘3 + s ﬁlft.-—|:e'||:jT!|'AN

T ; L o
E-kaproiakton FPolikaprolakton

Sekil 2.16: e-kaprolaktonun halka acilma polimerizasyonu ile PCL sentezi.

Ayrica, e-kaprolakton cok sayida farkli monomerle (etilen oksit, stiren, metil
metakrilat, vinil asetat vb.) kopolimerlestirilebilmektedir. Bunlarin disinda PCL
bir¢ok farkli polimerle uyumlu karisim olusturma egilimindedir. Bu ozellikleri
sayesinde PCL, doku miihendisligi ¢aligmalarinda hem tek basina, hem de diger
polimerlerle birlikte kullanilmaktadir.

In vivo bozunmas1 yavastir ve enzimatik hidrolizle yikilir. Birgok ilac icin yiiksek
gecirgenlige sahiptir. Bu nedenle kontrollii ilag salinim sistemlerinde ¢ok tercih
edilen bir polimerdir. Sayica ortalama molekiil agirligi (Mn) 10000 ve 80000
arasinda degismektedir. Toksik 06zelligi ¢ok diisiik olan PCL biyouyumluluk
acisindan PLA ve PGA ile benzer 6zellikler gostermektedir.

PCL, tetrahidrofuran (THF), kloroform, toluen, diklorometan ve benzen gibi birgcok
¢Oziicii iginde ¢Oziinebilmektedir. Aseton, asetonitril, dimetilformamid ve etil asetat
gibi ¢oziiciiler icinde oldukga diisiik ¢oziiniirliige sahip olan bu polimer alkol, petrol
eteri ve dietil eter i¢inde ¢oziinmemektedir.

Fizyolojik kosullar altinda (insan viicudu gibi) yapisindaki ester baglarin hidrolizi
ile bozunan PCL, hidrofobik yapisina ve yiiksek kristalinitesine bagli olarak, PGA ve
diger polimerlere goére daha yavas bozunmaya ugradigi, dolayisiyla fiziksel
Ozelliklerini daha uzun siire koruyabildigi i¢in 6zellikle implantlarin yapiminda ve en
az 6 aylik, uzun siireli ilag salim sistemlerinde sikca tercih edilmektedir. PCL’un
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y1gin bozunmasi 2 fazda incelenebilmektedir: (1) zincir kopmasia bagli olarak
Mn’da 5000°e varan azalma, (2) agirlik kaybimin baglamasi. PCL’un su igeren
ortamlardaki bozunmasi otokatalitiktir, ¢iinkii bozunma sirasinda serbest kalan
karboksilik asit u¢ gruplari, hidrolizi katalizleyerek yeni ester gruplarinin yikimini
saglamaktadir. Bozunmada ilk basamakta agirlik kaybi1 gozlemlenmemekte, ikinci
basamakta ise yigin polimerik yapidan difiizyon ile uzaklasabilecek kadar kiiciik
zincirler kopmaya baslamaktadir. Bozunma polimerin amorf bdlgelerinden
gerceklestigi i¢in, artan kristalinite ile bozunma hizi ters orantilidir. PCL un viicut
icindeki bozunmasi sonrasinda agiga ¢ikan bozunma iriinleri ise trikarboksilik asit
cevrimi veya renal sekresyon ile metabolize edilmektedir. Kapsamli bir sekilde
yiiriitiilmiis olan in vitro ve in vivo ¢aligmalar sonucunda, PCL bir¢cok medikal ve
ilag salim cihazi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. PCL, yumusak ve sert doku
uyumlulugundan dolayr dikis ipligi, adhezyon bariyeri, ilag salim cihazi, kemik ve
deri yamasi olarak kullanilmaktadir, ayrica doku rejenerasyonunun amaclandigi

calismalarda, yaygin bir sekilde doku iskelesi olarak kullanimi arastirilmaktadir [90].
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3.MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Malzemeler

e Elektroegirme Cihazi

e Hasssas Terazi

e Vorteks

e Etuv

o I[siticili Manyetik Karistirict
e SEM

e Enjektor

¢ Diyaliz Membran

¢ Polikaprolakton

e Kloroform

e Ipek kozasi

¢ DMF (Dimetilformamid)
e Etanol

e 10ml, 25ml, 50ml, 100ml beher
e Iml, 2ml, 5ml, 10ml pipet
e Mikropipet

e Pastor pipet

e Cam / Plastik petri kab1

e Puar

e Mezir

e Manyetik karistirici

e Pens

e Bistiiri
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3.2. Fibroin izolasyonu ve Saflastiriimasi

Cift katli membranlarin br tabakasini olusturacak olan fibroin proteini, ipek bocegi
kozalarindan saflastirilmistir. Saflastirma islemi ile kozalara yapiskanlik 6zelligi
veren serisin proteinin uzaklastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla kozalar kesilerek
ipek bocekleri c¢ikarilmis ve daha sonra kozalar kii¢lik parcalar olusturacak sekilde
kesilmistir. Kesilen parcalardan alinan 2.5 gram ipek, 1 litre kaynayan suya 2.12 g
Na,COs gelecek sekilde 30 dk boyunca kaynatilmistir. Bu islem toplamda 3 kez
yapilarak ipek icerisindeki serisin proteinin tamamen ekstrakte edilmesi saglanmistir.
Saflagtirilmis olan ipek fibroin alkali ortamin uzaklastirimasi amaciyla birka¢ defa
saf su ile yikanir. Yikama iglemi tamamlandiktan sonra etiivde 35 °C'de bir giin
boyunca kurutulmustur. Kuru fibroin filamentlerinin 9.3 M LiBr ¢dzeltisinde
60°C'de 4 saat boyunca tutularak ¢Oziinmesi saglanmigtir. Coziinme islemi
gerceklestirildikten sonra elde edilen ¢ozelti diyaliz membran yardimiyla saf suya
kars1 2 glin boyunca diyaliz edilmistir. Diyaliz sonucu elde edilen ipek fibroin siizge¢
kagidi yardimu ile filtre edildikten sonra petri kaplarina konularak dondurultan sonra

2 giin siireyle liyolifilize edilmistir.

3.3. Cift Katmanh PCL/SF Nanofibroz Membran Hazirlanmasi

Tendonu olusturan fiber demetlerinin uzun bir eksen boyunca belli bir diizene gore
dizilmesi, tendonun c¢ekme dayanimini arttirdii i¢in olusturacak membranin
yapisinin da ayni Ozelliklere sahip olmasi amaglanmigtir. Tendon hiicrelerin ipek
fibroinde daha iyi gelisebildigi ve ¢ogalabildigi bilindiginden, {ist katmanin ipek
fibroin nanofibr6z membran ile kaplanmasi diisliniilmiistiir. Bu amagla alt katman bir
eksen boyunca yonlenmis PCL membrandan, iist katman ise sirasiyla PCL ile aym
yonlli, dik yonlii ve yonlendirilmemis ipek fibroinden olusan membranlardan

hazirlanmstir.

3.3.1. PCL nanofibréz membranlarin hazirlanmasi
Elektroegirme cihazi; pompa, yiiksek voltaj kaynagi (0-30kW), plaka, doner silindir
ve bu parcalarin adaptérlerinden olusmaktadir. igne ucunun yerlestirildigi sistemin

kizakli bir yapiya sahip olmasi igne ucu ile plaka arasinda istenilen mesafenin
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ayarlanmasint saglamaktadir. PCL nanofibréz membranlarin hazirlanmasi igin
oncelikle graniil halindeki PCL'nun, kloroform iginde 12 saat boyunca manyetik
karisma yardimiyla ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra c¢ozeltiye -elektriksel
iletkenlik saglamasi i¢in DMF eklenerek 3 saat daha karistirilmistir. Konsatrasyonu
%10-12.5 (w/v) olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti elektroegirme yontemi i¢in uygun
hale getirilmistir. Elde edilen ¢ozelti S5ml'lik siringaya alinarak pompaya
yerlestirilmistir. Pompa ¢alistirilip igne ucundan ¢ozelti akmaya basladig1 an voltaj
uygulanarak fiberlerin olusmasi saglanmistir. Pompa akis hizi, igne ucu-plaka
mesafesi, igne ucundaki voltaj, konsantrasyon gibi degisken parametlerin ortaya
ciktig1 elektro egirme yonteminde bu degerlerden herhangi 3 tanesi sabit tutularak
tek bir degisken ile en uygun ydnlenmenin bulunabilmesi i¢in bircok deneme
yapilmistir. Bu denemeler sonucu, yonledirilmis PCL nanofiberlerin olusturulabildigi

optimum kosullar secilerek deneylere bu kosullarda devam edilmistir.

3.3.2. Silk fibroin nanofibréoz membranlarin hazirlanmasi

Saflagtirilarak kurutulan ipek fibroinin,%12.5 (w/v) konsatrasyonundal,l,1,3,3,3-
Hegzafloro-2-propanol (HFIP) icereinde manyetik karistirict yardimiyla ¢oéziinmesi
saglanmistir. 3 saat boyunca diisiikhizdakarisan ¢ozelti elektroegirme i¢in uygun hale
geldikten sonar, c¢ozelti elektroegirme icin siringaya alinmistir. Elektroegirme
yontemi ile ¢esitli sartlarda membranlar hazirlanmistir. Coziiciiniin ¢ok ugucu olmasi
yiiksek voltaj degerlerine ¢ikilmasini engellemistir.

Cift katmanli membranlarin hazirlanmasi1 amaciyla, ipek fibroin ¢ozeltisinin
elektroegirme prosesi, fibroin nanofiberlerinin daha 6nceden hazirlanmis olan ve
doner silindir iizerine fiber yonlenmesi dikkate alinarak uygun yonde sarilan PCL
membranlar {izerine toplanacak sekilde gerceklestirilmistir. Belirlenen miktarda
fibroin ¢ozeltisinin tamami proses edildikten sonra, olusan PCL/SF nanofibroz
membran doner silindirden katmanlarin birbirinden ayrilmasina izin vermeden
dikkatlice ¢ikartilmistir. Ipek fibroinin suda kararsiz o-heliks yapidan suda kararl -
tabakal1 yapiya ge¢mesi i¢in %75’lik etanolde 1dk boyunca bekletilmistir. Son olarak

vakum altinda bir gilin boyunca kurutulmustur.
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3.4. Spiral Formda PCL/SF Nanofibréz Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Cift katli olarak hazirlanan membranlar herhangi bir cihaz kullanilmadan caplar1 8
mm olacak sekilde dairesel olarak katlanmis ve doku yapistiricist (Glubran 2®,

GEM, Italya) ile stabil hale getirilmistir.

3.5. Cift Katmanh PCL/SF Nanofibroz Membranlarin ve Spiral Formlu Doku

Iskelelerinin Karakterizasyonu

3.5.1. Morfolojik analiz

PCL/SF o6rneklerinin membran formdaki ve 3 boyutlu sprial formdaki morfolojilerini
incelemek amaci ile Taramali Elektron Mikroskobu’ndan(XL30 ESEM-FEG, FEI-
Philips, Hollanda) yararlamilmistir. Doku iskeleleri, SEM karakterizasyonundan
once 3mm yiiksekliginde bisturi ile kesildikten sonra platin ile ince bir tabaka

seklinde kaplanmustir.

3.5.2. FTIR analizleri

PCL doku iskelesinin iist kismini1 kaplayan ipek fibroin proteininin sulu ortamdaki
dayanimi arttirmak i¢in doku iskelesi 15 dk etanolde bekletilmis ve daha sonra bir
giin boyunca vakum altinda kurutulmustur. Bu sirada protein konformasyonun o-
heliks yapidan B-diizlemsel tabakali yapiya gecisinin ispatlanmasi i¢in Orneklerin

Fourier Doniigiimlii Infrared Spektroskobi (FTIR) analizi yapilmistir.

3.5.3. Mekanik testler

PCL ve ipek fibroin c¢ift katmali membranlarinda yonlenme yonlerininin
membranlarin  mekanik 06zelliklerine etkisini incelemek amaciylagekme testi
uygulanmistir. Membranlardan hazirlanan doku iskelelerinin yapisi nedeniyle ¢eneye
tuturulmalart ve bu sekilde tests uygulanmasi olduke¢a zor ve hata getiren bir durum
oldugundan, orneklerin ¢ekme dayanimi hakkinda bilgi sahibi olmak icin 1x2.5 cm
(width/height) boyutlarinda kesilen ¢ift katli membranlar teste tabii tutulmustur.
Testler, universal test cihazinda (Zwick/Roell, Almanya) 50N yiik hiicresi ve
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30mm/dk ¢ekme hiziyla gergeklestirilmistir. Orneklerin ¢ekme dayanimi, Young

Modiilii ve % uzama degerleri ¢gekme-uzama egrilerinden hesaplanmistir (n=5).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda elektroegirme yontemi ile oda sicakliginda elastik 6zellik
gosteren biyobozunur sentetik polikaprolakton polimeri ile ipek fibroin polimerinden
yonlendirilmis nanofiber yapilar iiretilmistir. Bu yapilarin birlestirilmesiylede cift
katmanli doku iskelesi elde edilmistir. Cift katmanli doku iskelesinin alt katmani
polikaprolaktondan, iist katmani ipek fibroinden olusturulmustur. Mekanik 6zellikleri
karsilastirabilmek amaciyla membranlar fiber yonlenmeleri ayni yonlii, birbirlerine
dik ve yonlenmenin olmadig1 3 farkli durumda birlestirilerek spiral hale getirilmistir.
Buradaki ama¢ hem mekanik dayanimi yliksek hem de hiicre biiyiimesine olumlu
katki saglayacak morfolojiye ve kimyasal yapiya sahip yonlendirilmis nanofiber

yapisindaki polimerik doku iskelelerinin tiretilmesidir.

4.1. Yonlendirilmis Nanofibréz Membran Eldesi I¢cin Optimum Kosullarin
Belirlenmesi

Elektroegirme yonteminde uygulanan voltaj, pompa akis hizi, igne ucu-toplayici
arasindaki mesafe ve konsantrasyon gibi degisken degerlerinin her birinin tek basina
etkili oldugu goriilmiistiir. Optimum kosullarin bulunmasi igin sirasiyla tek bir
degisken degistirilmis, diger degiskenler sabit tutulmustur.

PCL i¢in yapilan tiim denemeler Cizelge 4.1-4.20’de verilmistir. Konsantrasyonun
fiber olusumu ve boncuksu yapilarin olup olmamasi ile yakindan iligkili oldugu
belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda konsantrasyonun %5-%11 (w/v) oldugu aralikta
fiber olustugu gozlenmis ancak istenmeyen boncuksu yapilar meydana gelmistir.
Konsantrasyonun %12.5 oldugu durumlarda ise boncuksu yapilarin olusmadigi ve
fiberlerin diizglin bir akigla olustugu goriilmiistiir. Konsantrasyonun daha da
arttirllmast  durumunda yliksek viskoziteden dolay1r fiberlerin olusmadigi

gbzlenmistir.
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Voltaj degeri; uzaklik, konsantrasyon ve akis hizina bagli olarak irdelenmistir.
Toplayici ile igne ucu arasindaki mesafenin fazla oldugu durumlarda (22-16¢cm) fiber
olusumu i¢in yiiksek voltaj degerleri (x>15kV) gerekirken aradaki mesafenin daha az
oldugu durumlarda (16-8cm) diisiik voltajlarda fiberlerin olustugu tespit edilmistir.
Konsantrasyon degerlerine bagli olarak voltaj miktarinin da dogru orantili artmasi
gerektigi goriilmistliir. Ayn1 mesafe ve akis hizinda, degisik konsantrasyonlarla
yapilan calismalarda konsantrasyon miktar: arttik¢a fiber olugsmasi i¢in gerekli voltaj
degerleri de artmistir. Akis hizinin boncuksu yapinin gézlenmemesi ve yonlenmenin
meydana gelebilmesi i¢in Onemli bir parametre oldugu goriilmiistiir. Yapilan
calismalarda, diger parametreler sabit tutulup akis hizinin degeri arttirildiginda
¢Oziiclinlin yeteri kadar buharlagsmadig1 ve boncuksu yapilarin olustugu saptanmastir.
Akis hizinin azaltildigt durumlarda ise belli bir hizdan sonra igne ucunda donmalar

yasandig1 ve diizgiin bir akisin meydana gelmedigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.1: Voltaj 15 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga
bagli degisimi

Pompa
akis h1iz
(ml/h)

Deney | Konsantrasyon
No (w/v)

Uzakhk | Voltaj

(cm) (V) Sonuc¢

1 %10 4 22 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok.

2 %10 4 20 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok.

3 %10 4 18 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok.

4 %10 4 16 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok.

5 %10 4 14 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok.

6 %10 4 12 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok.

7 %10 4 10 15 Yo6nlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok.

8 %10 4 9 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok.

9 %10 4 8 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok.
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Cizelge 4.2: Voltaj 15 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga
bagli degisimi

P
Deney | Konsantrasyon ompa Uzaklik | Voltaj
No WY akis h1iz (cm) kV) Sonug¢
(ml/h)

10 %10 2 22 15 | Yonlenme ¢ok c¢ok az.
Boncuksu yapilar az.

11 %10 2 20 15 Yonlenme ¢ok ¢ok az.
Boncuksu yapilar az.

12 %10 2 18 15 | Yonlenme ¢ok ¢ok az.
Boncuksu yapilar az.

13 %10 2 16 15 Yonlenme ¢ok ¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢ok
fazla.

14 %10 2 14 15 | Yonlenme ¢ok cok az.
Boncuksu yapilar ¢ok
fazla

15 %10 2 12 15 Yonlenme ¢ok ¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢ok
cok fazla.

16 %10 2 10 15 | Yonlenme ¢ok cok az.
Boncuksu yapilar ¢ok
fazla.

17 %10 2 9 15 Yonlenme ¢ok ¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢cok
fazla.

18 %10 2 8 15 | Yonlenme ¢ok c¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢ok
fazla.
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Cizelge 4.3: Voltaj 15 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
Deney | Konsantrasyon | Pompa | Uzakhk | Voltaj Sonu¢
No (w/v) akis hiza (cm) (kV)
(ml/h)

19 %10 1 22 15 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
cok az.

20 %10 1 20 15 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
cok az.

21 %10 1 18 15 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
cok az.

22 %10 1 16 15 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok az.

23 %10 1 14 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok az.

24 %10 1 12 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

25 %10 1 10 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

26 %10 1 9 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

27 %10 1 8 15 Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.
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Cizelge 4.4: Voltaj 16 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga
bagli degisimi

Pompa
akis hiza
(ml/h)

Deney | Konsantrasyon
No (w/v)

Uzakhik | Voltaj

(cm) | (kV) Sonug

28 %10 2 22 16 Yonlenme ¢ok ¢ok
az. Boncuksu yapilar
az.

29 %10 2 20 16 | Yonlenme gok ¢ok
az. Boncuksu yapilar
az.

30 %10 2 18 16 | Yonlenme gok ¢ok
az. Boncuksu yapilar
az.

31 %10 2 16 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

32 %10 2 14 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla

33 %10 2 12 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
¢ok fazla

34 %10 2 10 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla

35 %10 2 9 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla

36 %10 2 8 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
¢ok fazla.
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Cizelge 4.5 : Voltaj 16 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
Deney | Konsantrasyon Pompa Uzakhk | Voltaj
No WiY) akis hiz (cm) (KV) Sonu¢
(ml/h)

37 %10 1 22 16 | Yonlenme az.
Boncuksu yapilar
cok az.

38 %10 1 20 16 | Yonlenme az.
Boncuksu yapilar
cok az.

39 %10 1 18 16 | Yonlenme az.
Boncuksu yapilar az.

40 %10 1 16 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
az.

41 %10 1 14 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

42 %10 1 12 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

43 %10 1 10 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.

44 %10 1 9 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.

45 %10 1 8 16 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
¢ok fazla.
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Cizelge 4.6: Voltaj 17 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga
bagli degisimi

Deney
No

Konsantrasyon
(w/v)

Pompa
akis hizi
(ml/h)

Uzakhk
(cm)

Voltaj
(kV)

Sonug¢

46

%10

2

22

17

Yonlenme ¢ok ¢ok
az. Boncuksu yapilar
az.

47

%10

20

17

Yonlenme ¢ok ¢ok
az. Boncuksu yapilar
az.

48

%10

18

17

Yonlenme ¢ok ¢ok
az. Boncuksu yapilar
az.

49

%10

16

17

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
az.

50

%10

14

17

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

51

%10

12

17

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

52

%10

10

17

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

53

%10

17

Yo6nlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.

54

%10

17

Yo6nlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.
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Cizelge 4.7 : Voltaj 17 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
P
Deney | Konsantrasyon ompa Uzakhik | Voltaj
No Wv) akis hiz (cm) V) Sonu¢
(ml/h)

55 %10 1 22 17 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
cok az.

56 %10 1 20 17 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
cok az.

57 %10 1 18 17 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
cok az.

58 %10 1 16 17 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

59 %10 1 14 17 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

60 %10 1 12 17 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

61 %10 1 10 17 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

62 %10 1 9 17 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

63 %10 1 8 17 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
¢ok fazla.
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Cizelge 4.8: Voltaj 18 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga
bagli degisimi

Deney
No

Konsantrasyon
(w/v)

Pompa
akis h1iz
(ml/h)

Uzakhk
(cm)

Voltaj
(kV)

Sonug¢

64

%10

2

22

18

Yonlenme ¢ok ¢ok
az. Boncuksu yapilar
az.

65

%10

20

18

Yonlenme ¢ok ¢ok
az. Boncuksu yapilar
az.

66

%10

18

18

Yonlenme ¢ok ¢ok
az. Boncuksu yapilar
az.

67

%10

16

18

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

68

%10

14

18

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

69

%10

12

18

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

70

%10

10

18

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.

71

%10

18

Yo6nlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.

72

%10

18

Yo6nlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.
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Cizelge 4.9: Voltaj 18 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagl degisimi
Deney | Konsantrasyon | Pompa Uzakhik | Voltaj Sonu¢
No (w/v) akis hizi (cm) (kV)
(ml/h)

73 %10 1 22 18 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
¢ok az.

74 %10 1 20 18 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
¢ok az.

75 %10 1 18 18 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
cok az.

76 %10 1 16 18 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok az.

77 %10 1 14 18 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

78 %10 1 12 18 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
az.

79 %10 1 10 18 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

80 %10 1 9 18 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

81 %10 1 8 18 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
¢ok fazla.
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Cizelge 4.10 : Voltaj 19 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
Pompa .
Deney | Konsantrasyon Uzaklik | Voltaj
No WY akis hiza (cm) kV) Sonug¢
(ml/h)

82 %10 2 22 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az

83 %10 2 20 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

84 %10 2 18 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

85 %10 2 16 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

86 %10 2 14 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

87 %10 2 12 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

88 %10 2 10 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.

89 %10 2 9 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.

90 %10 2 8 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
¢ok fazla.
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Cizelge 4.11: Voltaj 19 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
P
Deney | Konsantrasyon ompa Uzaklhik | Voltaj
No Wiv) akis hiz (cm) V) Sonu¢
(ml/h)

91 %10 1 22 19 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
¢ok az.

92 %10 1 20 19 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
¢ok az.

93 %10 1 18 19 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
¢ok az.

94 %10 1 16 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

95 %10 1 14 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

96 %10 1 12 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla

97 %10 1 10 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
¢ok fazla

98 %10 1 9 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
¢ok fazla

99 %10 1 8 19 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
¢ok fazla
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Cizelge 4.12 : Voltaj 14 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
Deney | Konsantrasyon | Pompa | Uzakhk | Voltaj Sonu¢
No (w/v) akis hizi (cm) (kV)
(ml/h)

100 %10 1 22 14 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢cok
az.

101 %10 1 20 14 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢ok
az.

102 %10 1 18 14 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢cok
az.

103 %10 1 16 14 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar ¢cok
az.

104 %10 1 14 14 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar ¢ok
az.

105 %10 1 12 14 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

106 %10 1 10 14 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar az.

107 %10 1 9 14 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

108 %10 1 8 14 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.
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Cizelge 4.13 : Voltaj 13 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga
bagli degisimi

Deney
No

Konsantrasyon
(w/v)

Pompa
akis h1iz
(ml/h)

Uzakhk
(cm)

Voltaj
(kV)

Sonu¢

109

%10

1

22

13

Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
az.

110

%10

20

13

Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
az.

111

%10

18

13

Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
az.

112

%10

16

13

Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
az.

113

%10

14

13

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

114

%10

12

13

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

115

%10

10

13

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.

116

%10

13

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.

117

%10

13

Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
cok fazla.
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Cizelge 4.14: Voltaj 13 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
Deney | Konsantrasyon | Pompa | Uzakhk | Voltaj Sonuc¢
No (w/v) akishiz1 | (cm) (kV)
(ml/h)

118 %12.5 1 22 13 Yonlenme az.
Boncuksu yap1 hi¢ yok.

119 %12.5 1 20 13 Yonlenme az.
Boncuksu yapi hi¢ yok.

120 %]12.5 1 18 13 Yonlenme az.
Boncuksu yap1 hi¢ yok.

121 %12.5 1 16 13 Yonlenme az.
Boncuksu yapi hi¢ yok.

122 %]12.5 1 14 13 Yonlenme az.
Boncuksu yapi hi¢ yok.

123 %]12.5 1 12 13 Yonlenme fazla.
Boncuksu yapi hi¢ yok.

124 %12.5 1 10 13 Yonlenme fazla.
Boncuksu yap1 az.

125 %]12.5 1 9 13 Yonlenme fazla.
Boncuksu yap1 az.

126 %12.5 1 8 13 Yonlenme fazla.
Boncuksu yapi fazla.
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Cizelge 4.15: Voltaj 12 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagl degisimi
Deney | Konsantrasyon | Pompa | Uzakhk | Voltaj Sonu¢
No (w/v) akis hizi (cm) (kV)
(ml/h)

127 %10 1 22 12 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar az.

128 %10 1 20 12 | Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar az.

129 %10 1 18 12 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar az.

130 %10 1 16 12 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar
fazla.

131 %10 1 14 12 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar
fazla.

132 %10 1 12 12 | Yonlenme yok.
Boncuksu yapilar ¢cok
fazla.

133 %10 1 10 12 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢ok
fazla.

134 %10 1 9 12 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢cok
fazla.

135 %10 1 8 12 Yonlenme ¢ok az.
Boncuksu yapilar ¢cok
fazla.
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Cizelge 4.16 : Voltaj 12 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
Deney | Konsantrasyon | Pompa | Uzakhk | Voltaj Sonu¢
No (w/v) akis hizi (cm) (kV)
(ml/h)

136 %12.5 1 22 12 Yonlenme az.
Boncuksu yapt hi¢
yok.

137 %12.5 1 20 12 Yonlenme az.
Boncuksu yapi hig¢
yok.

138 %]12.5 1 18 12 Yonlenme az.
Boncuksu yapi hig
yok.

139 %]12.5 1 16 12 Yonlenme az.
Boncuksu yapt hi¢
yok.

140 %12.5 1 14 12 Yonlenme fazla.
Boncuksu az.

141 %]12.5 1 12 12 Yo6nlenme fazla.
Boncuksu az.

142 %]12.5 1 10 12 Yonlenme fazla.
Boncuksu yap1 az.

143 %]12.5 1 9 12 Yonlenme fazla.
Boncuksu yap1 az.

144 %12.5 1 8 12 Yo6nlenme fazla.
Boncuksu yap1 fazla
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Cizelge 4.17 : Voltaj 11 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
P
Deney | Konsantrasyon ompa Uzaklik | Voltaj
No Wv) akis iz (cm) V) Sonu¢
(ml/h)

Yonlenme az.

145 %10 1 22 11 Boncuksu yapilar ¢cok
az.
Yonlenme az.

146 %10 1 20 11 Boncuksu yapilar ¢ok
az.
Yonlenme az.

147 %10 1 18 11 Boncuksu yapilar ¢cok
az.
Yonlenme az.

148 %10 1 16 11 Boncuksu yapilar ¢cok
az.
Yonlenme az.

149 %10 1 14 11

° Boncuksu yapilar fazla

Yonlenme az.

150 %10 1 12 11 Boncuksu yapilar ¢cok
fazla.
Yonlenme fazla.

151 %10 1 10 11 Boncuksu yapilar ¢ok
fazla.
Yonlenme fazla.

152 %10 1 9 11 Boncuksu yapilar ¢cok
fazla.
Yonlenme az.

153 %10 1 8 11 Boncuksu yapilar ¢cok
fazla.
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Cizelge 4.18 : Voltaj 11 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
Pompa .
Deney | Konsantrasyon Uzaklik | Voltaj
No WIV) akis hiz1 (cm) V) Sonu¢
(ml/h)

Yonlenme az.

154 %12.5 1 22 11 Boncuksu yapt hi¢
yok.
Yonlenme az.

155 %12.5 1 20 11 Boncuksu yapi hig¢
yok.
Yonlenme az.

156 %12.5 1 18 11 Boncuksu yapi hig¢
yok.
Yonlenme az.

157 %12.5 1 16 11 Boncuksu yapi hig¢
yok.
Yonl .

158 %12.5 1 14 | omenmeas
Boncuksu yap1 az.
Yonl fazla.

159 %12.5 1 12 | omenme fazi
Boncuksu yap1 az.
Yonl fazla.

160 %12.5 1 10 N
Boncuksu yap1 az.
Yonl .

161 %12.5 1 9 | omenmeas
Boncuksu yap1 az.
Yonlenme az.

%12.5 1 8 11

162 /o Boncuksu fazla.
Yonlenme ¢ok fazla.

163 %12.5 0.9 12 11 Boncuksu yapilar ¢ok
az.
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Yonlenme ¢ok fazla.

164 %12.5 0.9 11 11 Boncuksu yapilar ¢ok
az.

165 %125 0.9 10 1 Yonlenme c¢ok fazla.
Boncuksu yapilar az.

166 %125 0.9 9 1 Yonlenme ¢ok fazla.
Boncuksu yapilar az.
Yonlenme ¢ok fazla.

167 %12.5 0.9 8 11 Boncuksu yapilar

fazla.

Cizelge 4.19 : Voltaj 11 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
Deney | Konsantrasyon | Pompa | Uzakhk | Voltaj Sonug¢
No (w/v) akis hiza (cm) (kV)
(ml/h)

*168 %12.5 0.8 12 11 Yonlenme ¢ok fazla.
Boncuksu yapilar hig
yok.

*169 %12.5 0.8 11 11 Yonlenme ¢ok fazla.
Boncuksu yapilar hig
yok.

*170 %12.5 0.8 10 11 Yonlenme ¢ok fazla.
Boncuksu yapilar hig
yok.

*171 %12.5 0.8 9 11 Yonlenme miikemmel.
Boncuksu yapilar hig
yok

*172 %12.5 0.8 8 11 Yonlenme ¢ok fazla.
Boncuksu yapilar hig
yok.

173 %12.5 0.8 7 11 Yonlenme fazla.
Boncuksu yapilar az.
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Cizelge 4.20 : Voltaj 10 kW'da sabitken yonlenme ve boncuksu yapilarin uzakliga

bagli degisimi
Deney | Konsantrasyon | Pompa | Uzakhik | Voltaj Sonu¢
No (w/v) akishiz1 | (cm) (kV)
(ml/h)

174 %10 1 22 10 | Yonlenme az.
Boncuksu yapilar ¢cok
az.

175 %10 1 20 10 | Yonlenme az.
Boncuksu yapilar ¢ok
az.

176 %10 1 18 10 | Yonlenme az.
Boncuksu yapilar az.

177 %10 1 16 10 | Yonlenme az.
Boncuksu yapilar fazla.

178 %10 1 14 10 | Yonlenme az.
Boncuksu yapilar
fazla.

179 %10 1 12 10 | Yonlenme fazla.
Boncuksu yapilar ¢ok
fazla.

180 %10 1 10 10 | Yonlenme fazla.
Boncuksu yapilar ¢ok
fazla.

181 %10 1 9 10 | Yonlenme fazla.
Boncuksu yapilar ¢ok
fazla.

182 %10 1 8 10 | Yonlenme az.
Boncuksu yapilar ¢ok
fazla.
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Cift katmanli doku iskelesinin iist kismini olusturan ipek fibroinin elektroegirme ile
yonlendirme sonuglari PCL polimerinde elde edilen sonuglar kadar verimli
olmamustir. Gerek ipek fibroin proteinin molekiil agirhigina gerekse de ¢oziiciistiniin
cok diisiik buharlagma sicakligina bagli olarak, stabil bir elektroegirme prosesi
gercgeklestirilememistir. Coziicliniin ¢ok diisiik sicakliklarda buharlagsmasindan dolayi
yiiksek voltaj degerlerinde igne ucunda donma, tikanma gibi problemler yasanmuistir.
Igne ucu ile toplayici arasindaki mesafe arttirilarak cikilan yiiksek voltaj degerlerinde
ise yonlenmenin olusmadigi ve boncuksu yapilarin oldugu goriilmiistiir. Bu veriler
1s1g8inda, diisiik voltaj degerlerinde c¢alisiilmak zorunda kalinmistir. Diislik voltaj
degerlerinde calisildiginda yeterli miktar ¢oziicii buharlagmadigi i¢in boncuksu
yapilarin devam ettigi goriilmiistiir. Konsantrasyon oranini yiikselterek yapilan
calismalarda da boncuksu yapinin Oniline gecilememistir. Boncuksu yapilar
engellemek i¢in %13' (w/v)’lin {izerine ¢ikilan konsantrasyonlarda fiber olusumunun

olmadigi ¢ok viskoz bir ¢ozelti elde edilmistir.

4.2. Cift Katmanh PCL/SF Nanofibroz Membranlarin ve Spiral Formlu Doku
Iskelelerinin Karakterizasyonu

4.2.1. Morfolojik analiz

Ortopedik uygulamalarda kullanilmak iizere iiretilen bir doku iskelesi tasariminda
karsilagilan en Onemli giiglilkklerden biri, kullanilan {i¢ boyutlu yapmin doku
rejenerasyonuna biyolojik olarak destek olurken mekanik olarak da gereksinimi
karsilayabilmesini saglamaktir. Bu mekanik gereksinimin en fazla oldugu dokulardan
biri de tendon ve ligamentlerdir. Bu nedenle, hiicre biiylime ve yodnlenmesini
saglarken tendonun elastik modiiliine yaklasik bir mekanik mukavemete sahip
olabilme Ozelliklerine sahip elektroegirme prosesi ile iiretilmis polimer matlarin [91,
92, 93] ya da orgiilii fibroz malzemelerin [94, 95] kullanim1 artmaktadir. Ancak diger
geleneksel doku miihendisligi matriksleri ile karsilastirildiginda, bu matriksler yogun
yapist nedeniyle smirli bir hiicre penetrasyonuna izin verebilmektedir. Doku
iskelesinin bagil yogunlugunun (doku iskelesinin yogunlugunun, iskelenin iiretildigi
materyalin yogunluguna orani) artmasi hiicre penetrasyonunun sterik olarak
engellenmesine ve doku iskelesinin gegirgenliginin azalmasima sebep olmaktadir
[96]. Bagil yogunlugun daha az oldugu ¢ok gozenekli (>90%) 3D yapilar ise hiicre
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biyoaktivitesini desteklemesine ragmen tendon gibi mekanik dayanim isteyen
ortopedik dokularin rejenerasyonu ic¢in ¢ok yumusak oOzelliktedir. Matrikslerin
mekanik Ozelliklerinin arttirilmast i¢in bir diger yaklasim da hiicre ekilmis
matrikslerin in vitro ortamda mekanik stimulasyonudur [97, 98, 99]. Ancak bu
stimulasyon bile dogal tendon ve ligamentin mekanik ozelliklerine ulasmak igin
yeterli gelmemektedir.

Bu tez kapsaminda, hem tendon hiicrelerinin biiylime ve 3 boyutlu penetrasyonun
saglanabilecegi hem de mekanik olarak dogal tendon yapisina uygun Ozellikler
gosterebilecek spiral formda doku iskeleleri tasarlanmigtir. Doku iskelelerinin
hazirlanmasinda kullanilmak iizere {retilen c¢ift katmanli ve yonlendirilmis
fiberlerden olusan PCL ve ipek fibroin nanofibr6z membranlarin SEM goriintiileri
sirastyla Sekil 4.2 ve 4.3’de verilmistir. Bolim 4.2°de ayrintili Cizelgelar ile
belirtildigi gibi, istenilen yonlenmenin ve kusursuz fiber morfolojisinin elde edilmesi
icin bircok deneme yapilmistir. Bu denemelerde elde edilen bazi membranlarin
gorlintiileri de Ornek olarak Sekil 4.2°de verilmistir. Burada uygulanan proses
kosullarinda yonlenmenin olmadigi ve istenmeyen boncuksu yapilarin olustugu

acikca goriilmektedir.
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Sekil 4.1: Ideal bir yonlenmenin olmadigi, boncuksu yapilarin bulundugu PCL

nanofibr6z membranlarinin SEM goériintiileri
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Yapilan denemeler sonucu PCL igin segilen Cizelge 4.19’da yer alan 171 no’lu
proses sartlarinda (¢ozelti konstantrasyonu: %12.5, pompa akis hizi: 0.8ml/h, uzakli:
9cm ve voltaj:11kV) elde edilen fiberlerin ¢ok iyi bir yonlenme gosterdigi Sekil
4.2°de de acik¢a goriilmektedir. Bu sartlarda iiretilen fiber ¢aplarinin 490-1160nm
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arasinda degistigi bulunmustur.
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Sekil 4.2: Yonlendirimis nanofibr6zPCL membranlarininSEM goriintiileri.

Ipek fibroinin ise yonlenmesinin PCL kadar iyi olmadigi halde, yine de
nanofiberlerin eksenel bir yonelme egilimi gosterdikleri sOylenebilir (Sekil 4.3).
Bununla birlikte, elde edilene fiberlerin c¢aplarinin PCL’e gore cok daha kiiciik
oldugu (ortalama 360nm) ve olduk¢a dar bir ¢ap dagilimmna sahip olduklar

bulunmustur.
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Sekil 4.3: Yénlendirilmis nanofibréz Ipek Fibroin membranlarinin SEM gériintiileri

Secilen nanofibroz PCL ve SF membranlarin birlestirilip sekillendirilmesi ile
hazirlanan sprial formdaki doku iskelelerinin SEM goriintiileri Sekil 4.4°de
goriilmektedir. Yukarida da s6z edildigi gibi, spiral form ile hem mekanik dayanima
katki saglanirken hem de katmanlar arasi bosluklarin membran iizerinde biiylimekte
olan tenositlerin doku iskelesinin i¢ bolgelere dogru ilerlemesi ve 3 boyutlu dokuyu
olusturmas1 miimkiin olabilecektir. Benzer bir tasarim, Zhang ve ark. tarafindan
kemik dokusu i¢in hazirlanmis ve insan fetal osteoblastlarinin bu yapilar iizerinde
biiyliyerek kemik dokusuna spesifik belirtegleri eksprese edebildikleri rapor
edilmistir [100].
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Sekil 4.4: Cift kath nanofibroz PCL ve ipek fibroin membranlarindan hazirlanan

spiral formdaki tendon doku iskelesi.

4.2.2. Yapisal analiz

Ikincil protein yapisindaki Bombyx mori ipek fibroin, ipek I ve ipek II olmak iizere
iki temel konformasyonda bulunabilir. ipek I'in yapisimi olusturan konformasyonda
a-heliks ve rastgele sarmal yapilarin bulunmasi yar1 kararli ipek fibroinin suda
¢Oziinen bir protein yapisinda bulunmasini saglamaktadir. Birgok uygulama i¢in bu
durum istenilen bir 6zellik degildir. Anti-paralel B- diizlemsel tabakalar igeren ipek 11
konformasyonu suda ¢oziinmeyen kararli bir yapidan olustugu icin daha yaygin bir
kullanim1 vardir. Cift katmanli membranlardaki SF katmanmin sulu ortamda
ayrilmadan bir biitiin halde bulunmasi ve goérevini yerine getirmesi acgisindan ipek
fibroin ipek II yapisinda kullanilmistir. Cift katmanli olarak hazirlanan membran 15
dk boyunca etanolle muamele edilerek {ist katmandaki ipek fibroinin ikincil yapiya
gecisi saglanmistir. Bu konformasyonal gegisin gergeklestigi sekil 4.5'te FTIR
spektrumunda goriilmektedir. Etanol ve metanol gibi alkoller ipek fibroin
molekiilleri i¢in iyi birer kristalizasyon ajan1 olarak bilinirler. Kristalizasyon
mekanizmasinin polar karakterdeki alkoliin ipek fibroin molekiillerinden suyu
¢ekmesi ve bu nedenle alanin ve glisin gibi hidrofobik amino asitlerin kiimelenerek
B-tabaka yapisini olusturmasi seklinde oldugu diisiiniilmektedir [101].Etanol ile
muamele edilmeden 6nce ipek I yapisinin karakteristik bandlar1 olan amid I ve amid
I, sirasiyla 1636 cm ' (amid I), 1514 cm™ (amid II)’de gbzlemlenmistir. Etanol ile
muameleden sonra ise bu bandlarin sirasiyla 1619 cm™ ve 1512 cm™’e kaydigi
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goriilmektedir. Bu da [-tabaka konformasyonal yapsma gegisin saglandigini

ispatlamaktadir [102].
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Sekil 4.5: ipek I ve Ipek II yapisindaki membranlarm FTIR spektrumlari

4.2.3. Mekanik testler

Vuciit icerisinde farkli yerlerde bulunan tendon ve ligamentlerin mekanik 6zellikleri
de farkliliklar gosterir. Ornegin, omuzda bulunun ligamentlerin modulusu 5-42 MPa
arasinda ve maksimum ¢ekme dayanimi 1-6 MPa arasinda degismektedir [103].
Buna karsilik, yasli deneklerden alinan Orneklerde insan anterior kord

ligamentlerinde ortalama modulusun 65-24 MPa oldugu rapor edilmistir [ 104].

Bu calismada da, hazirlanan doku iskelelerinin mekanik o6zelliklerininin tendon
dokusuna uygunlugunu degerlendirmek amaciyla elektroegirme ile elde edilen ¢ift
katmanli PCL/SF membranlarina; fiberlerin birbirleri ile es eksenli olmalari, dik
yonlii olmalar1 ve rastgele siralanmalarina gore ¢ekme testleri uygulanmistir. Elde
edilen sonuglara ait 6rnek grafik Sekil 4.6’da verilmistir. Rastgele atilmis PCL ile
ipek fibron fiberlerinden olusan doku iskelesinin ¢ekme dayanimi yonlenmis yapiya
gore ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum yonlenmeye bagli olarak ¢ekme
dayaniminin arttigini gostermistir. PCL ile ipek fibroin fiberlerinin birbirine dik acili
olacak sekilde olusturduklari doku iskelesinin ¢ekme deneyi sonuglari ise es eksenli
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yonlenme ile yakin ¢ikmistir. Bu durum ipek fibroinin iskele yapisina fazla bir
¢cekme dayanimi vermedigi, asil ¢cekme dayaniminin PCL polimerininin yonlenmesi

ile olustugunu gostermistir.
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Sekil 4.6: Degisik fiber yonlenme kombinasyonlar ile birlestirilen PCL/SF ¢ift
katmanli membranlarinin 6rnek ¢cekme-uzama grafigi

Cizelge 4.21°de mekanik test sonuglari sonucu elde edilen degerler verilmistir.
Fiberlerin ayn1 yonde ve birbirine dik yonde yonlemis olacak sekilde biraraya
getirilmesi ile olusturulan ¢ift katmanli membranlarin elastiklik modiillerinin
ortalama 21 MPa oldugu ve bunun da spiral formun da etkisi ile artabilecegi
diisiiniildiiglinde, bu iki membran kombinasyonunda hazirlanan doku iskelelerinin

tendon dokusu i¢in yeterli bir mekanik mukavemete sahip oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 4.21:

Cift katmanli PCL/SF membranlarin mekanik 6zellikleri

PCL/SF Elastiklik Modulii | Cekme Dayanimi Uzama
Membran (MPa) ( MPa) (%)
kombinasyonu
Ayn1 yonde 21.3 11.1 130
Dik yonde 21.2 9.26 130
Rastgele 11.5 2.46 560
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5. SONUC

Sunulan tez c¢alismasinda, ileri derecedeki tendon hasarlarinin tedavisinde
kullanilmak tizere ¢ift katmanli kompozit membranlardan olusan spiral formda doku
iskelelerinin hazitlanmas1 amaglandi.Cift katmanli membranlar1 hazirlamak iizere
sentetik polikaprolakton polimeri ile dogal bir polimer olan ipek fibroinden
yararlanildi.Tendon dokusunun dogal yapis1 da g6z Oniine alinarak, hiicrelerin
yonlenmesinin saglanmasi ve mekanik mukavemetin arttirilmasi amaciyla yonlenmis
nanofiberlerden olusan membranlar elektroegirme yontemi kullanilarak {retildi.
Optimum proses sartlarinin bulunmasi amact ile uygulanan voltaj, pompa hizi,
polimer c¢ozelti konsantrasyonu ve igne-toplayict arast mesafe oOzellikleri
degistirilerek bir¢ok deneme gergeklestirildi. SEM analizleri sonucu uygun yonlenme
ve fiber morfolojisine ulagildig1r goriildi.Cift katmanli membranlar sarilara spiral
forma getirildi ve morfolojileri SEM ile incelendi.istenilen formda, katmanlar arasi
hiicre penetrasyon ve biiylimesine izin verebilecek bosluklara sahip doku
iskelelerinin basar1 ile hazirlandigi ispatlandi. Fiber yonlenmesine gore fiberlerin
birbirine dik, parallel ve rastgele yonlenmis olacak sekilde hazirlanan cift kath
membranlarin mekanik testleri sonucu, fiberlerin dik ve parallel olmasinin mekanik
dayanima bir etkisinin olmadig1 ancak rastgele yonlenmis fiberlerde bu dayanimin
biiyiik 6l¢iide azaldig1 gozlendi.

Bu calisma sonunda elde edilen sonuglar, spiral formda ¢ift katmanli yonlendirilmis
nanofibréz matrikslerin yeni nesil tendon doku iskelesi olarak iyi bir potansiyel

olusturabilecegini gostermektedir.
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