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OZET

POLI(BUTILENADIPAT-KO-TEREFTALAT) (PBAT) BAZLI DOKU
ISKELELERI: SENTEZ, KARAKTERIZASYON VE OSTEOBLASTIK AKTIVITE

Aysu ARSLAN
Yiiksek Lisans, Kimya Miihendisligi Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. Menemse GUMfJSDERELiOGLU
Eyliil 2015, 109 sayfa

Bu c¢alisma, FHD-2015-6667 kodlu “Poli(biitilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT) Doku
Iskeleleri: Fabrikasyon ve in vitro Testler” adli Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma
Projesi ve 2210-C TUBITAK Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs
Programi destegi ile hazirlanmistir. Sunulan tez ¢alismasinin amaci, mevcut biyobozunur
sentetik polimerlere alternatif olarak, alifatik-aromatik bir kopoliester olan PBAT 1 kemik

doku miihendisligi alanindaki kullanim potansiyellerinin incelenmesidir.

Tez ¢alismasinin ilk asamasinda, ¢6ziicii buharlagtirma ve elektroegirme yontemleri ile 2
boyutlu (2D), ¢oziicii dokiim-parcacik uzaklastirma ve eriyik kaliplama-pargacik
uzaklastirma yontemleri ile ise 3 boyutlu (3D) PBAT doku iskeleleri iiretilmistir. Doku
iskelelerinin en uygun morfolojide iiretilebilmeleri i¢cin optimum kosullar belirlenmistir.
Pargacik uzaklagtirma yontemleri ile malzeme iretiminde 200-355 pm boyut araliginda
NaCl pargaciklar1 kullanilmigtir. Coziicii dokiim-pargacik uzaklastirma islemi ile iiretilen
doku iskelelerinde %90 oraninda gozeneklilik ve 283 + 61 um gozenek boyutu; eriyik
kaliplama-pargacik uzaklastirma islemi ile tiretilen doku iskelelerinde ise %62 gozeneklilik
ve 236 £ 61 pm gozenek boyutu elde edilmistir. Elektroegirme yonteminde secilen
optimum parametreler ile (21 kV gerilim, 1 mL/sa akis hiz1 ve 20 cm siringa-toplayici arast
mesafe) yaklasik %85 gozeneklilige, 12 um gozenek boyutuna ve 569 + 187 nm ¢apinda
fiberlere sahip 2D fibroz matrisler elde edilmistir. Coziicii buharlastirma yontemi ile ise

400 pm kalinliginda, gozeneksiz ince filmler elde edilmistir.

Uretilen malzemeler ile yapilan su alim kapasitesi testleri sonucunda, en yiiksek su alim
kapasitesine sahip olan grup %578 + 62 ile ¢oziicii dokiim-pargacik uzaklastirma yontemi
ile iretilen doku iskeleleri, en diisiik degere sahip olan grup ise %4 + 3 ile ¢oziicii

buharlastirma islemi ile iiretilen doku iskeleleri olmustur. Mekanik dayanim testleri



sonucu, eriyik kaliplama-pargacik uzaklastirma islemi ile iretilen doku iskelelerinin
sikistirma direncinin (8.80 £ 6.10 MPa), kansel6z kemigin sikistirma direncine benzer
oldugu gorilmiistiir. PBAT ince filmlerin su temas agis1 71°, diger doku iskelelerinin
temas acilar1 ise gozenekli yapilarindan dolay1 0° olarak elde edilmistir. Lipaz enzimi ile
yiiriitiilen in vitro bozunurluk testlerinde, ¢oziicii dokiim-pargacik uzaklastirma ile tiretilen
doku iskelelerinde 5. hafta sonunda yapisal bozunma gézlenmistir.

In vitro hiicre kiiltiir calismalar;, MC3T3-E1 preosteoblastlar ile gergeklestirilmistir. SEM
analizi ile yapilan morfolojik incelemeler sonucunda, kiiltiiriin 11. giiniinde hiicrelerin tiim
iskelelerin yiizeyini tamamen kapladigi goriilmiis ve en hizli hiicre yayiliminin fibroz

matrislerin yilizeyinde oldugu gozlenmistir.

Calismanin ikinci kisminda, daha biiyiik gézenek boyutuna ve daha yiiksek gézeneklilige
sahip 3D fibr6z matrislerin {iretimi 1slak elektroegirme ile gergeklestirilmis,
biyoaktivitenin incelenmesi i¢in insan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler
(hBMSC) kullanilmistir. Osteoindiiktif etkinin artirilmasi amaciyla, mikrodalga destekli
biyomimetik ¢oktiirme yontemi ile {retilen hidroksiapatit (HAp) ve bor katkil
hidroksiapatit (B-HAp) parcaciklari, %5 (w/w) oraninda PBAT fiberlerin yapisina
eklenmistir. Uretilen 3D fibréz matrislerin gézenek boyutu 30 + 22 pm, gozenekliligi ise
yaklasik ~%91 olarak belirlenmistir.

hBMSC’ler ile yapilan hiicre kiiltiir ¢alismalari sonucu, hiicrelerin 3D fibroz matrislerin i¢
kisimlarina yayilamayip tiim yiizeyi kapladigi, mineralize yapilarin ise doku iskelesinin i¢
kisimlara gecebildigi gézlenmistir. Hiicre farklilasmasinin belirlenmesinde, alkalin fosfataz
(ALP) aktivitesi, kollajen ve kalsiyum miktarlar1 kolorimetrik yontemlerle tayin edilmis ve
elde edilen sonuglar ALP, kollajen tip I (COL-I), osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN)
gibi gen ifadelerinin gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) incelenmesi ile
desteklenmistir. Farklilasma analizleri sonucu, B-HAp-PBAT doku iskelelerinde

osteojenik farklilagsmanin daha belirgin oldugu gozlenmistir.

Sonu¢ olarak, PBAT doku iskelelerinin yiizey yapisi, biyobozunurluk ve mekanik
ozellikler acisindan yeterli 6zellikler gosterdigi, hiicre tutunmasini ve ¢cogalmasini biiytik
olgiide destekledigi anlasiimistir. Ozellikle osteojenik farklilasmayz iyilestiren B-HAp gibi
malzemeler ile desteklendiginde, PBAT in kemik doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilabilecek alternatif bir biyomalzeme oldugu anlagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Poli(biitilenadipat-ko-tereftalat), kemik doku miihendisligi, doku
iskelesi, 3 boyutlu elektroegirme, bor, hidroksiapatit.



ABSTRACT

POLY(BUTYLENEADIPATE-CO-TEREPHTHALATE) (PBAT) BASED
SCAFFOLDS: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND OSTEOBLASTIC
ACTIVITY

Aysu ARSLAN
Master of Science, Chemical Engineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
September 2015, 109 pages

This thesis was prepared with support of FHD-2015-6667 Hacettepe University funding
project and TUBITAK 2210-C Primary Subject National Scholarship Program for MSc
Students. The aim of the present study is to investigate the potential of an aliphatic-
aromatic copolyester PBAT as an alternative biomaterial for bone tissue engineering
applications.

At the first part of the study, 2 dimensional (2D) PBAT scaffolds were fabricated with
solvent evaporation and electrospinning whereas 3 dimensional (3D) PBAT scaffolds were
fabricated with solvent casting-particulate leaching and melt molding-particulate leaching
techniques. In order to obtain better results in terms of morphology, optimum parameters
were determined for scaffold fabrication. The size range of NaCl particles used in the
particulate leaching methods were determined as 200-355 um. Porosity of 90% and pore
size 283 + 61 um were obtained with solvent casting-particulate leaching technique
whereas porosity of 62% and pore size of 236 + 61 um were obtained with melt molding-
particulate leaching technique. Electrospun fibrous mats have 85% of porosity, 12 um of
pore size and 569 + 187 nm of fiber diameter under optimized process parameters (21 kV
of voltage, 1 mL/h of flow rate and 20 cm of distance between syringe tip-collector). Non-
porous thin films with 400 um thickness were fabricated with solvent evaporation method.

According to water absorption capacity analyses, solvent casting-particulate leaching
scaffolds have the highest water uptake of 578 + 62 % whereas thin films have the least
water uptake capacity that is close to zero. According to mechanical tests, melt molding-



particulate leaching scaffolds showed a mechanical strength (8.80 = 6.10 MPa) similar to
cancellous bone. Water contact angle of PBAT thin films were observed as 71°, whereas
other scaffolds have contact angle value of zero due to their porous structure. According to
in vitro degradation assays, solvent casting-particulate leaching scaffolds were partially
degraded within lipase enzyme after 5 weeks.

In vitro cell culture studies were carried out with MC3T3-E1 preostoblastic cell line.
According to morphological investigation with SEM analysis, it was observed that cells
fully covered the surface of the scaffolds at the end of the 11th day of the culture. The most
rapid cell spreading was observed on fibrous mats.

At the second part of the study, 3D fibrous mats that have higher pore size and porosity
were fabricated via wet electrospinning method. In order to investigate bioactivity of the
scaffolds, human bone marrow derived mesenchymal stem cells (hnBMSCs) were used in
cell culture studies. In order to enhance osteoinductive effect, hydroxyapatite (HAp) and
boron containing hydroxyapatite (B-HAp) particles were fabricated via microwave-
assisted biomimetic precipitation method and added into PBAT fibrous mats with ratio of
5% (w/w). Fabricated 3D fibrous mats have pore size of 30 + 22 um and porosity of
~91%.

According to hBMSC culture studies, it was observed that cells could not infiltrated into
3D fibrous mats and covered the surface of scaffolds. However, secreted minerals could
penetrate into the scaffolds. In order to determine cell differentiation, alkaline phosphatase
(ALP) activity, collagen and calcium amounts were determined via colorimetric assays and
also ALP, collagen (COL-I), osteocalcin (OCN) and osteopontin (OPN) gene expressions
were investigated via real time-polimerase chain reaction (RT-PCR) analyses. As a result,
differentiation of hBMSCs on B-HAp-PBAT fibrous mats were more significant than the
other groups.

As a conclusion, it was observed that PBAT scaffolds have adequate properties in terms of
surface structure, biodegradability and mechanical properties and they promote cell
attachment and proliferation. PBAT can be used as an alternative biomaterial for bone
tissue engineering applications particularly with the incorporation of materials like B-HAp,
to enhance the osteoinductivity.

Keywords: Poly(butyleneadipate-co-terephthalate), bone tissue engineering, scaffold, 3
dimensional electrospinning, boron, hydroxyapatite.
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1. GIRIS

Doku ve organ hasarlarinin onarimi igin uygulanan otogreft ve allogreft gibi geleneksel
tedavilerin getirdigi sinirlamalar, doku miihendisligi yaklagimini 6n plana ¢ikarmaktadir.
Doku miihendisligi yaklasimi, biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerin kullanimlari
ile doku ve organlarin laboratuvar kosullarinda olusturulmasidir. Bu bilesenlerin tek basina
kullanildig1 yaklagimlar olsa da, en ¢ok arastirilan yaklasim biyomalzemeler ile hiicrelerin

birlikte kullanildig1 yaklagimlardir [1].

Biyomalzeme tabanli doku mihendisligi yaklagiminin en 6nemli bileseni olan doku
iskeleleri, dogal hiicre disi matrisi (ECM) taklit etmesi igin tasarlanan, hiicrelerin
tutunmasi i¢in uygun bir yiizey olusturan gbzenekli yapilardir. Doku iskelelerinin toksik
etkilere neden olmamasi ve viicut igerisinde parcalanabilmesi amaciyla, iretiminde
kullanilan biyomalzeme biyouyumlu ve biyobozunur olmalidir. Ayrica, segilen
biyomalzemenin mekanik o6zelliklerinin hedeflenen doku igin yeterli olmasi da &nem
tasimaktadir [2].

Kemik doku rejenerasyonunu saglamak amaciyla iretilen doku iskelelerinde siklikla
kullanilan malzemeler sentetik ve dogal polimerler, biyoseramikler ve kompozitlerdir.
Sentetik polimerler kolay islenebilirlikleri, kontrol edilebilir mekanik o6zellikleri ve
immiinolojik reaksiyona neden olmamalar1 gibi avantajlar1 agisindan kemik doku iskelesi
tiretiminde siklikla kullanilmaktadir [3]. Fakat, biyobozunur doku iskelesi iiretimi igin
kullanilabilecek sentetik polimerler, polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA),
polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) kopolimerleri, polikaprolakton (PCL) ve polihidroksi
alkanoatlar (PHA’ lar) gibi biyobozunur olan alifatik poliesterler ile sinirli kalmaktadir [4].

Alifatik poliesterler, biyobozunur olmalart nedeni ile kemik doku iskelesi iiretiminde
siklikla ~ kullanilsa da, genellikle gerekli mekanik ve termal Ozellikleri
saglayamamaktadirlar [5]. Aromatik poliesterler ise ¢ok iyi mekanik ve termal 6zelliklere
sahip olmasina ragmen, biyobozunur olmadiklar1 i¢in doku iskelesi iiretiminde
kullanilmamaktadir. Yakin zamanda gelistirilen alifatik-aromatik kopoliesterler ise,
igerisinde hem alifatik hem de aromatik ester gruplar1 bulundurmalar1 sayesinde
biyobozunurlugu ve iyi mekanik ozellikleri birarada saglamaktadir [6,7]. Bu ozellikleri
sayesinde aromatik-aromatik kopoliesterler, doku miihendisligi uygulamalari i¢in gii¢lii bir

adaydir.



Poli(biitilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT), monomerleri 1,4-biitandiol, adipik asit ve
tereftalik asit olan bir alifatik-aromatik kopoliesterdir. Esnek, hidrofobik ve tamamen
biyobozunur bir malzeme olmasi, film ve ambalaj liretiminde kullanilmasini saglamaktadir
[8]. PBAT’in mekanik ozellikleri, algak yogunluklu polietilene (LDPE) benzerlik
gostermektedir [9]. BASF firmasinin ticari iiriinii olan Ecoflex®’in, kompost ortaminda

%99.9’unun 22 giin igerisinde bozundugu belirtilmistir [10].

Son yillarda, PBAT’1in doku miihendisligi alanindaki potansiyelini vurgulayan c¢aligmalar
da mevcuttur. PBAT bazli malzemeler ile yapilan ¢esitli sitotoksisite ve hiicre kiiltiir
calismalari, PBAT’in biyouyumlu bir malzeme oldugunu ve g¢esitli hiicre tiplerinin
cogalmasimi destekledigini gostermektedir [11-16]. Yapilan c¢alismalarda, genellikle
PBAT’in ¢esitli dogal ve sentetik polimerlerle karisgimlari seklinde hazirlanan doku

iskelelerinin 6zelliklerinin PBAT’1n varligiyla iyilestigi belirtilmistir [14].

Bir kalsiyum fosfat bilesigi olan hidroksiapatit (HAp), osteoindiiktif ve osteokondiiktif
olmasi sayesinde kemik onarimini hizlandirmakta ve doku etkilesimini artirmaktadir. Bu
nedenlerle, kemik doku iskelesi tiretiminde siklikla tercih edilmektedir. Hidroksiapatitin
sentetik polimerler ile birlikte kompozit formunda iiretilmesi sonucu kemigin dogal
kompozit yapisina benzer, biyoaktif, biyobozunur ve istenen mekanik 6zelliklere sahip
doku iskeleleri elde edilmektedir [3,17]. Son zamanlarda, nano boyutta hidroksiapatitin

kullanimi ile olusturulan nanokompozit formunda doku iskeleleri tercih edilmektedir [18].

Literatiirde rapor edilen in vitro ve in vivo ¢alismalar, bor katkisinin kemik onarimina
olumlu etki gosterdigini belirtmektedir. Kemik doku iskelesi iiretiminde belirli bir miktara
kadar bor kullaniminin, hiicre ¢gogalmasini, ECM olusumunu ve mineralizasyonu artirarak

osteojenik farklilasmay1 destekledigi bilinmektedir [19,20].

Sunulan tez calismasi kapsaminda, PBAT bazli doku iskelelerinin ¢esitli yontemlerle
tiretimi gergeklestirilerek PBAT i doku mithendisligi alanindaki kullanim potansiyelinin
incelenmesi amaclanmistir. Calisma 2 boliimden olusmaktadir. ik olarak; ¢oziicii
buharlagtirma, 2 boyutlu (2D) elektroegirme, ¢6ziicii dokiim-pargacik uzaklastirma ve
eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma teknikleri kullanilarak iiretilen PBAT doku
iskeleleri tiizerinde, MC3T3-E1 preosteoblast hiicrelerinin tutunmast ve ¢ogalmasi
incelenmistir. Gergeklestirilen cesitli karakterizasyon g¢alismalar1 sonucunda, PBAT tek
basina doku iskelesi malzemesi olarak degerlendirilmis ve sonuglar karsilagtirilmistir.
Calismanin ikinci boliimiinde, elektroegirme yontemi ile 3-boyutlu (3D) nanofibrz HAp-
PBAT ve bor katkili HAp-PBAT kompozit doku iskeleleri iiretilmis ve hiicre kiiltiir



caligmalarinda insan kemik iligi kokenli kok hiicreleri (nBMSC) kullanilmigtir. HAp ve
bor katkili HAp ftretimi igin mikrodalga destekli biyomimetik yontem kullanilmis, elde
edilen HAp ve bor katkili HAp nanopartikiilleri elektroegirme islemi Oncesi polimer
¢oOzeltisine eklenmistir. Elde edilen 3D nanofibroz doku iskeleleri ile gerceklestirilen hiicre
kiiltir ¢aligmasi sonrasinda, hBMSC hiicrelerinin ¢ogalmasi ve osteojenik farklilagmasi

degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Bu boliimde, tez ¢alismasinin temelini olusturan konular 4 ana baslik altinda incelenmistir.
Birinci kisimda, kemik dokusu ve kemik doku miihendisligi yaklagimi hakkinda teorik
bilgiler verilmistir. lkinci kisimda, kemik doku iskelesi iiretiminde kullanilan
biyomalzemeler ve calismada kullanilan doku iskelesi iiretim tekniklerine yer verilmistir.
Ucgiincii kistmda, PBAT’1n yapist hakkinda ayrintil1 bilgiler verilmis ve literatiirde yer alan
caligmalar anlatilarak PBAT’mn doku miihendisligindeki yerinden soz edilmistir. Son
kisimda ise hidroksiapatitin kemik doku miihendisligindeki 6neminden bahsedilerek

tiretim yontemi agiklanmistir.
2.1. Kemik doku miihendisligi
2.1.1. Kemik dokunun yapisi

Kemik dokusu hiicrelerden, organik ve inorganik yapilardan olusan dogal bir kompozittir.
Kemigin organik yapisinin %90-95’ini kollajen fibriller olustururken, inorganik kismini
kalsiyum fosfat bilesiklerinin kristal formu olan hidroksiapatit (HAp) olusturmaktadir.
Kemigin organik fazinin geri kalan kismini ise glikoproteinler, proteoglikanlar ve biiyiime

faktorleri gibi molekiiller olusturmaktadir [21].

Makroskopik olarak incelendiginde kemik, dis kismindaki kortikal (sik1) kemik ve i¢
kismindaki kanseloz (slingerimsi) kemikten olusmaktadir. Kanseloz kemik, %350-90
arasinda yiiksek gozeneklilige sahipken, kortikal kemik yalnizca %10 gozeneklilige
sahiptir [22]. Ayrica, kanseloz kemigin ortalama mineral igerigi kortikal kemikten daha
azdir [23]. Bu nedenlerle kansel6z kemigin mekanik 6zellikleri kortikal kemige gore 20 kat

daha distiktiir [22].

Kortikal ve kanseloz kemigin yapist Sekil 2.1°de gosterilmektedir. Kortikal kemigin en
kiiciik islevsel birimi olan osteonlar, kollajen liflerin bir araya gelerek meydana getirdigi
lamellerden ve Havers kanallarindan olusur [24]. Kemigin i¢ kisminda bulunan Havers ve
Volkmann kanallarindaki damar agi, kanalikiiller araciligiyla osteositleri beslemektedir.
Kemigin ¢evresi periostum adi verilen zarla gevrilidir. Kansel6z kemigi olusturan trabekiil
birimleri ise, osteoblast, osteoklast, osteositler ve osteositleri besleyen kanalikiillerden

olusmaktadir.
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Sekil 2.1. Kemigin Yapist: (2) kortikal kemik [21] ve (b) kanseloz kemik

2.1.2. Doku miihendisligi yaklasim

Kemik hasarlarinin onarimi igin yapilan geleneksel yaklasimlar otogreft, allogreft ve
zenogreft uygulamalaridir. Otogreft uygulamasi, hastanin saglikli bir bolgesinden alinan
kemigin hasarli bolgeye yerlestirilmesidir. Otogreft yontemi; osteoindiiksiyon ve
osteokondiiksiyonu saglamasina ragmen, saglikli dokunun alindig1 bolgede hasara neden
olmasi, birden fazla ameliyat gerektirmesi ve yiiksek maliyet gibi sinirlamalari mevcuttur
[22]. Baska bir bireyden alinan saglikli dokunun hasarli bolgeye yerlestirildigi allogreft
uygulamasi ise, viral hastaliklarin tagiimina, enfeksiyona ve bagisiklik sistemi reddine
neden olmaktadir [25]. Allogreftlere uygulanan bazi iglemler ile viral hastaliklarin taginimi
engellenebilse de, uygulanan islemler kemigin dayanikliligimi ve osteoindiiktivitesini
diistirmektedir [26]. Farkli bir tiirden alinan saglikli dokunun transplantasyonu ise
zenogreft olarak adlandirilmaktadir. Zenogreftler de, patojenlerin aktarimi ve bagisiklik

sistemi reddine neden olmaktadir [27].

Kemik dokusuna uygulanan geleneksel tedavilere alternatif olarak gelistirilen kemik doku
miihendisligi yaklasimi; kemik hiicrelerine farklilasabilecek hiicrelerin, hiicrelerin
farklilagmasini uyaracak sinyallerin ve hiicrelerin tutunabilecegi gecici bir matris olan
doku iskelelerinin kullanimi ile kemik dokusu olusumunu hedefler. Bu ii¢ bilesen bir arada
kullanilabilecegi gibi, yalnizca hiicreler ve doku iskelesinin kullanildigi calismalarin sayisi
da oldukga fazladir. Kemik doku miihendisligi yaklasimi, Sekil 2.2° de sematik olarak

gosterilmistir.

Kemik doku miihendisligi yaklagiminda hastanin kendisinden veya baska bir bireyden

izole edilen, kemik hiicrelerine farklilasabilecek saglikli hiicreler; biyosinyal molekiiller ile



birlikte 3 boyutlu goézenekli doku iskelesine ekilerek kiiltiir edilir. Bu asamada hiicreler,
doku iskelesi ylizeyine tutunarak c¢ogalir ve farklilasarak kendi dogal matrislerini
sentezlemeye baslarlar. Gergek dokunun olusumu ve g¢evre dokuyla etkilesimi devam

ettikge, doku iskelesi bozunmaya devam eder [28,29].
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Sekil 2.2. Kemik doku miihendisligi

Kemik, diinya ¢apinda gergeklestirilen doku nakillerinde ikinci sirada yer almaktadir [30].
Gilinlimiizde kiiciik kemik hasarlarinin onariminda kullanilmak iizere gelistirilen cesitli
doku miihendisligi tirtinleri mevcut olsa da, biiyiik kemik hasarlart i¢in gelistirilmis iriin
bulunmamaktadir. Ayrica, kemik hasarlar1 genellikle aninda miidahale gerektirdiginden,
iriinlerin pek cogu biyomalzeme ve biyosinyal molekiillerden olusan fakat hiicre

icermeyen malzemelerden olusmaktadir [28].
2.1.3. Kemik doku miihendisliginde kullanilan hiicreler

Doku miihendisliginde kullanilabilecek en iyi hiicre kaynagi, immiinolojik reaksiyon
olusturmamasi nedeniyle otolog hiicreler, yani hastanin kendisinden alinacak hiicrelerdir.
Fakat, bazi durumlarda hastanin kendisinden alinacak hiicrelerin hasar olusturmasi veya
yash hastalardan alinacak hiicrelerin uygun olmamasi nedeni ile, alternatif olarak farkli
bireyden veya farkl tiirden hiicre saglamak daha uygun olabilmektedir [31]. Kemik doku
mihendisliginde kullanilan hiicreler, uygun bir kaynaktan alinan osteoblastlar ve kok

hiicrelerdir.

Kok hiicreler, heniiz farklilasmamis, yiiksek cogalma kapasitesine sahip ve c¢esitli
hiicrelere farklilasarak doku olusumu saglayabilecek hiicrelerdir. Kok hiicreler, totipotent,
pluripotent ve multipotent kok hiicreler olmak iizere 3 gruba ayrilir. Kok hiicrelerin

farklilagabilme yetenegi, kaynagina gore degiskenlik gostermektedir. Eriskin kok hiicreler




olan multipotent kok hiicreler, tamamen farklilagsmis dokularda bulunur ve gerekli ortam

ve sinyaller saglandiginda farkli hiicre tiplerine doniisebilirler [22,32].

Multipotent kok hiicre sinifina giren mezenkimal kok hiicreler (MSC), kemik iliginde,
kas, yag, beyin ve deri gibi dokularda bulunabilir. Farkli dokulardan elde edilen
mezenkimal kok hiicreler fenotipik olarak benzer ozellikler gosterse de, yenilenme,
cogalma ve farklilasma agisindan degisiklik gosterebilmektedir [33]. Yapilan bir calismada
kemik iligi, sinovyum ve periost kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenez

potansiyelinin daha yiiksek oldugu gorilmiistiir [34].

Kemik doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri
(BMSC), kemik, yag ve kikirdak gibi dokulara farklilasabilmektedir. BMSC’lerin uygun
kiiltir kosullarinda kollajen tip-1, kemik sialoproteinleri, osteokalsin ve osteopontin gibi
proteinleri sentezleyerek osteojenik farklilagsma potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir
[35]. MSC’lerin osteojenik farklilasmasi, dekzametazon, B-gliserofosfat, askorbik asit ve
1,25-dihidroksivitamin D3 varliginda indiiklenmektedir. Ayrica, IGF-1, EGF ve VEGF
gibi biiylime faktorleri de MSC’lerin osteoindiiksiyonuna katki saglamaktadir [33].

Uygun bir verici varliginda BMSC eldesi kolay olmasina ragmen, verici dokuda hasar
olusturmasi, aciya neden olmasi ve alinan kaynaga gore farkliliklar gostermesi gibi
dezavantajlara sahiptir. Ayrica, yapilan bir c¢alismada BMSC’erin proliferasyon
kapasitesinin adipoz kokenli ve gobek kordon bagi kani kokenli MSC’lere gore daha diisiik
oldugu saptanmistir [36]. BMSClerin yani sira, adipoz kokenli mezenkimal kok hiicreler

de kemik doku miihendisliginde siklikla kullanilmaktadir.

Kemik doku miihendisliginde kullanilan diger hiicreler olan osteoblastlar, 6zellesmis
mezenkimal kok hiicrelerdir. Osteoblastlar, biyopsi ile veya kok hiicrelerin in vitro
farklilagtirilmasi ile elde edilebilirler. Bunlarin disinda MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleri
ve MG63, HOBIT ve SAOS-2 gibi osteoblast benzeri hiicre hatlar1 da kemik doku

miihendisligi ¢alismalarinda kullanilmaktadir [37].
2.1.4. Kemik doku miihendisliginde kullamilan doku iskeleleri

Doku iskeleleri, hiicre yapigmasi, biiylimesi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasini uyararak gercek
hiicre dig1 matrisin yeniden olusumuna katkida bulunan yapay hiicre dist matrislerdir.
Kemik doku miihendisliginde, ¢esitli biyomalzemelerin ve fabrikasyon yontemlerinin

kullanima ile farkl yapilarda doku iskeleleri tiretmek miimkiindiir.



Doku iskelelerinin, viicutta immiinolojik ve toksik etkiye neden olmamasi ig¢in biyouyumlu
olmas1 gerekmektedir. Ayrica, hiicreler zamanla kendi matrislerini olusturacag igin, doku
iskeleleri kontrollii bir hizda viicut igerisinde bozunmalidir [4,38]. Bu nedenlerle, kemik
doku iskelesi tliretimi i¢in se¢ilecek biyomalzemenin biyouyumlu ve biyobozunur olmasi

gerekmektedir.

Kemik gibi sert dokularin rejenerasyonuna yonelik olarak iiretilen doku iskelelerinin, stres
altinda yapilarmin  bozulmadan kalabilmeleri ve vyeterli destegi gegici olarak
saglayabilmeleri i¢in, mekanik dayanimlar yiiksek olmalidir [30]. Kortikal kemik ile
kanseloz kemigin mekanik ozellikleri birbirinden oldukga farklidir. Kortikal kemigin
sikigtirma direnci 15-20 GPa arasinda iken, kansel6z kemigin sikistirma direnci 2-20 MPa
arasinda degismektedir [39]. Segilen biyomalzeme, doku iskelesinin mekanik 6zelliklerini
etkileyecegi gibi, fabrikasyon yontemi de doku iskelesinin mekanik dayaniminda

belirleyici bir etkendir.

Kemik doku iskelelerinin sahip olmasi gereken diger Ozellik yiiksek miktardaki
gozenekliliktir. Ayrica, gdzeneklerin icsel baglantili olmasi ve gozenek c¢api da biiyiik
Oonem tasimaktadir. Boylece, hiicrelerin doku iskelesi icerisine dogru c¢ogalmasi

saglanabildigi gibi, besinlerin ve metabolizma atiklarinin tasmimi da gergeklesmektedir
[40].

Kemik doku iskelelerinin, hiicrelerin tutunmasini ve iliremesini destekleyecek sekilde
osteokondiiktif olmalar1 ve osteoprojenitdr hiicrelerin kemik hiicrelerine farklilagmasini
uyaracak sekilde osteoindiiktif olmalari, sahip olmalar1 gereken diger dnemli 6zelliklerdir
[41].

2.1.4.1. Kemik doku iskelesi iiretiminde kullanilan biyomalzemeler

Gilinlimiizde, ¢esitli biyomalzemelerin kullanimi ile kemik doku iskelesi iiretimi
gergeklestirilmektedir. Biyoaktif seramikler, sentetik ve dogal polimerler ve kompozitler

kemik doku iskelesi iiretiminde en ¢ok kullanilan biyomalzemelerdir.

Biyoaktif seramikler

Kemigin kimyasal yapisina oldukg¢a benzeyen biyoaktif seramikler, osteoindiiktif ve
osteokondiiktif olmalari, ¢cevre dokuyla etkilesim saglamalar1 ve yliksek modiiliise (7-234
GPa) sahip olmalari sayesinde siklikla kemik doku iskelesi tiretiminde kullanilmaktadirlar
[30,42]. Fakat, ¢ok kirilgan olmalari, kolay islenememeleri ve ¢ok yavas bozunmalari

nedeniyle tek baslarina doku iskelesi iiretiminde kullanimlart kisithidir. Bu nedenle,



cogunlukla dogal veya sentetik polimerler ile birlestirilerek kompozit halinde kullanilirlar
[43]. Biyoaktif seramiklere 6rnek olarak HAp ve trikalsiyum fosfat (TCP) gibi kalsiyum
fosfat bilesikleri 6rnek verilebilir [30].

Dogal polimerler

Protein ve polisakkarit kokenli dogal polimerler, dogal ECM’ ye benzer yapidadir ve hiicre
reseptorleri ile etkilesebilecek baglanma bolgelerine sahiptir. Bu nedenle, hiicrelerin
tutunma ve ¢ogalma gibi fonksiyonlarini desteklemektedirler. Fakat, 6zellikleri alindiklar
kaynaga gore degismekte ve immiinolojik reaksiyon olusturma riski tasimaktadirlar.
Ayrica, ¢cabuk bozunmalar1 ve yeterli mekanik destek saglayamamalar1 gibi dezavantajlar
mevcuttur. Bu nedenle, dogal polimerlerin de biyoseramikler gibi tek baslarina kemik doku
miihendisliginde kullanimlar1 sinirlidir. Kemik doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan

dogal polimerlere kollajen, kitosan, aljinat, jelatin ve hyaluronik asit 6rnek verilebilir [44].

Sentetik polimerler

Sentetik polimerler, kemik doku iskelesi bileseni olarak kullanilmaya en elverisli
biyomalzemelerdir. Seramikler ve dogal polimerlerden daha kararli mekanik o6zellikleri
sayesinde Kkolayca islenerek ¢esitli yapilar olusturulabilmektedir [45]. Toksik ve
immiinolojik reaksiyon olusturmamalari, iyi mekanik dayanimlari, kontrol edilebilir hizda
bozunmalar1 ve biyiik Olgekte iiretimlerinin miimkiin olmasi diger avantajlarindandir.
Kemik doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan biyobozunur sentetik polimerler polilaktik
asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), kopolimerleri polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA),
polikaprolakton (PCL) ve polihidroksialkanoatlar gibi poli-a-esterler, yani alifatik
poliesterlerdir.

Sentetik polimerler, sagladigi pek ¢ok avantaja ragmen, hiicrelerin biyolojik islevlerini
uyaracak oOzellikte degildir. Bu nedenle sentetik doku iskeleleri, ¢esitli katkilarin ve
modifikasyonlarin yapilmasi ile biyoaktif hale getirilebilmektedir. Jelatin, kollajen, laminin
ve fibronektin gibi ECM proteinlerinin doku iskelesi yiizeyine immobilize edilmesi ile
hiicresel fonksiyonlar iyilestirilebilmektedir [46]. Birgok ECM proteininin yapisinda
bulunan peptit sekanslarinin eklenmesi ile de doku iskelesinin biyoaktif 06zelligi
artirtlabilmektedir. Peptit sekanslari, hiicrelerin integrin reseptorlerine baglanma o6zelligi
gosterdiginden hiicre-malzeme etkilesimlerini iyilestirmektedir. En ¢ok kullanilan peptit

sekansi Arginine-Glycine-Aspartic asit (RGD)’ dir [47].



Kompozitler

Kompozit doku iskeleleri, iki veya daha fazla farkli biyomalzemenin birlestirilmesi ile
olusturulur. Polimerler ile biyoaktif seramiklerin birlestirilerek kompozit olusturulmasi ile,
osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zellik gosteren, kirilganlik ve esnekligin dengelendigi
mekanik 6zelliklere sahip, biyobozunur ve kemigin dogal yapisina benzer doku iskeleleri

tiretmek miimkiindiir [48].
2.1.4.2. Kemik doku iskelesi iiretim yontemleri

Kemik doku iskelesi fabrikasyonu yapilirken, belirli parametrelerin goz Oniinde
bulundurulmasi gerekmektedir. Kemik rejenerasyonunun saglanabilmesi i¢in, kemik doku
iskelelerinin gozenek capmin 50-1000 pm arasinda ve gozenekliliginin en az %40-60
arasinda olmasi beklenmektedir [49]. Uygun fabrikasyon yonteminin se¢imi ile, istenen
yapida doku iskeleleri iiretilebilmektedir. U¢ boyutlu kemik doku iskelesi iiretiminde en
cok kullanilan yontemler pargacik uzaklastirma yontemleri, dondurarak kurutma, gaz

kopiiklestirme yontemleri, elektroegirme ve hizli prototipleme yontemleridir.

Dondurarak kurutma yontemi

Dondurarak kurutma yontemi, genellikle dogal polimerlerden doku iskelesi iiretiminde
tercih edilen bir yontemdir [50]. Bu yontemde, hazirlanan polimer ¢ozeltisi uygun
sicaklikta dondurulmaktadir. Cozelti igerisinde olusan buz kristalleri, dondurarak kurutma
cihazinda diisiik sicaklikta ve vakum altinda siiblimleserek mikro gdzenekleri
olusturmaktadir. Gozeneklilik ve gozenek boyutu dagilimi, polimer ¢dzeltisinin derisimine

ve dondurma sicakligina bagli olarak degismektedir [51].

Gaz kopiiklestirme yontemi

Gaz kopiiklestirme yonteminde, kati polimer diskleri basingli karbondioksit gazina maruz
birakilir. Karbondioksit gazina doygun hale gelen polimer icerisinden karbondioksit hizlica
salindiginda, malzeme igerisinde g¢ekirdeklenme ile olusan gaz kabarciklari, gézenekleri
meydana getirir. Bu yontem ile 100 um boyutlarinda gbzeneklere ve %93 oraninda
gozeneklilige ulasmak miimkiindiir. Fakat, olusan gdzenekler i¢sel baglantili olamamakta
ve doku iskelesinin iist kisminda gozeneksiz bir tabaka olusmaktadir. Bu kisitlamalari
gidermek i¢in gaz kopiiklestirme ile pargacik uzaklastirma yontemlerinin birlestirildigi

caligmalar mevcuttur [3].
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Parcacik uzaklastirma vontemleri

Pargacik uzaklastirma teknikleri temel olarak, gézenek olusturucu kat1 pargaciklarin doku
iskelesi malzemesi igerisinde dagitilmasi1 ve son basamak olarak uygun bir ¢oziicii ile
yapidan uzaklastirilmasi ile gozenekli doku iskelelerinin {liretimine dayanir. Bu yontem,
istenen boyutta ve miktarda gozenek olusturmaya izin vermesi ve kompleks ekipmanlarin
kullanilmamasi nedeni ile siklikla kullanilan basit, geleneksel bir yontemdir. Porojen
olarak genellikle suda ¢Oziinen tuz veya seker pargaciklari tercih edilmektedir. Doku
iskeleleri, polimerin uygun bir ¢oziiciide ¢Oziilmesiyle (¢oziicii dokiim-pargacik
uzaklastirma) veya eritilmesiyle (eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma) elde edilebilir.

Bu yontemler, Sekil 2.3.’te sematik olarak gosterilmistir.

Fakat, parcacik uzaklastirma yoOntemlerinin getirdigi bazi smirlamalar mevcuttur. Bu

siirlamalar, su sekilde siralanabilir [52]:

e Iskelenin iist kisminda gdzeneksiz film tabakasi olusumu,
e Gozeneklerin iskele icinde homojen bir sekilde dagilmamasi,
e Birbirine bagl gozenek elde etmedeki zorluklar,

e Parcaciklarin tamaminin yapidan uzaklastirilamamasi.

(a) polimer
cozeltisi porojen
¢ozicil buharlastirma
su igerisinde
pargaciklarin
uzaklastirimasi
—_— —
pollmer cozeltisi + kati polimer + gézenekli -
porajen pargaciklar porojen pargaciklari doku iskelesi
polimer

regineleri  porojen

polimer eriyigi +
porojen pargaciklar
polimerin oda su igerisinde

sicakhiginda pargaciklarin
katilastiriimasi uzaklastirimasi

-  — —_

kati polimer + gbdzenekli
1 T T porojen parcaciklar doku iskelesi

ISl

Sekil 2.3. Parcacik uzaklastirma yontemlerinin sematik gosterimi: (a) ¢oziicii dokiim-
parcacik uzaklastirma, (b) eriyik kaliplama-parcacik uzaklagtirma

Uretim yonteminde yapilacak bazi modifikasyonlar ile bu sinirlamalarin  &niine

gecilebilmektedir.
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Eriyik kaliplama-parcacik uzaklagtirma teknigi, toksik organik ¢oziiciilerin kullanilmamasi
ve elde edilen iiriinin mekanik dayanimimin daha iyi olmasi nedeni ile ¢oziici
buharlagtirma-parcacik uzaklastirma yontemi ile karsilastirildiginda daha avantajli
olmaktadir. Fakat, eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma tekniginde, eriyik polimerin ¢ok
viskoz olmasi, pargaciklarin yapi igerisinde homojen dagilamamasina neden olmaktadir.
Literatiirde, eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma tekniginde go6zenekliligin ve
gozeneklerin i¢sel baglantilarinin artirilmasi amaci ile yapilan ¢esitli calismalar mevcuttur.
Reignier ve arkadaslari, polikaprolakton doku iskelesi tiretiminde gozenek olusturmak igin
tuz kullanmanin yani sira, suda ¢oziinen bir polimer olan polietilen oksit (PEO) de
kullanmiglardir [53]. Ekstriizyon ile kaliplama islemi sonrasi katilastirdiklar1 kompoziti
suda bekleterek icerisinden tuz ve PEO’i uzaklastirmislar ve igsel baglantili ve yiiksek
gozeneklilige sahip doku iskeleleri elde etmislerdir. Bir diger yontemde Cho ve
arkadaglari, eriyik kaliplama islemi dncesinde polimeri dgiiterek toz haline getirmislerdir
[54]. Fabrikasyon islemi sonucunda, elde ettikleri doku iskelelerinin gozenekliliginin
geleneksel yonteme gore daha yliksek oldugunu belirtmislerdir. Eriyik kaliplama islemi
sirasinda polimer eriyigine basing uygulanarak da, porojen pargaciklarinin eriyik igerisinde

homojen olarak dagilabilmesi miimkiindiir [55].

Hizh prototipleme yontemleri

Son yillarda kullanim1 hizla artan hizhi prototipleme teknikleri, geleneksel yontemlerden
farkli olarak, doku iskelelerinin iiretimi sirasinda hiicrelerin enkapsiilasyonuna da olanak
saglar. Serbest kat1 hal olarak da adlandirilan bu yontemlerde, fabrikasyon sirasinda es
zamanlit olarak hiicre enkapsiilasyonunun homojen olarak saglanmasi, hiicre ekiminin
verimini artirdi@i i¢in avantajli olmaktadir. Ayrica bilgisayar destekli programlarin
kullanimi ile doku iskelelerinin yapisi ve gdzeneklerinin boyutu kontrol edilebilmektedir.
Uretilecek doku iskelelerinin gdzenek yapisi, kullanilacak hizli prototipleme teknigine
gore degismektedir. Hizli prototipleme teknikleri genel olarak, lazer temelli, nozzle temelli

ve yazici temelli teknikler olmak {izere 3’e ayrilmaktadir [56].

Sunulan tez kapsaminda hem 2 boyutlu, hem de 3 boyutlu nanofibréz doku iskelelerinin
hazirlanmasinda kullanilan yontem olmasi nedeniyle Boliim 2.2°de elektroegirme yontemi

ayrintili olarak agiklanmistir.
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2.2. Elektroegirme yontemi

Doku iskelesi olusturmak amaci ile en ¢ok kullanilan bir diger yap1 nanofiberlerdir.
Nanofibroz matrisler, ylizey alani/hacim orani oldukga yiiksek, yiiksek gozeneklilige sahip
ve 1yl mekanik Ozelliklere sahip yapilardir. Bu nedenle, bir¢ok alanda oldugu gibi,
biyomedikal alanda da ilag saliminda, yara ortii malzemelerinde ve doku iskelelerinde
siklikla kullanilmaktadir [57]. Caplart 100 nm ve altinda olan fiberler nanofiber olarak
bilinse de, 100-1000 nm arasindaki yari-mikron fiberler de bu uygulamalarda nanofiber

olarak kabul edilmektedir.

Nanofibroz doku iskeleleri, kendiliginden olusma, faz ayrimi ve elektroegirme yontemleri
ile Tretilebilir. Ancak, elektroegirme yontemi; kolayligi, cok sayida polimerin
kullanilabilirligi, proses parametrelerinin kontrol edilebilirligi ve biiyiik 6l¢ekte liretimin

miimkiin olmasi nedenleri ile nanofiber iiretimi i¢in en uygun ve en sik kullanilan tekniktir.

Taylor konisi

polimer

fibr6z matris

metal toplayici

glc kaynagi

Sekil 2.4. Elektroegirme isleminin sematik gosterimi

2.2.1. Yontemin temeli ve parametreler

Elektroegirme yontemi, polimerik fiberlerin elektrostatik kuvvetler ile olusturulmasi
ilkesine dayanir. Sistemin baslica bilesenleri, gii¢ kaynagi, siringa pompasi ve toplayicidir
(Sekil 2.4). Siringa ignesi ucunda asili bulunan polimer ¢ozeltisi veya eriyiginin damlacigy,
yiiksek gerilim uygulandiginda elektriksel olarak yiiklenir. Uygulanan gerilim, belirli bir
degere ulastiginda polimer ¢o6zeltisinin sahip oldugu elektriksel kuvvetler, yiizey
gerilimine esitlenir ve siringa ignesi ucunda incelerek Taylor konisi seklini alir. Bu
noktada uygulanan gerilim artmaya devam ettiginde, elektriksel yiik tasiyan polimer jetleri

uzayarak ve incelerek toplayiciya dogru ilerler ve metal toplayici iizerinde fiberler halinde
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biriktirilir [58]. Toplanan fiberler rastgele veya uygun aparatlarin kullanimi ile hizal

olarak diizenlenebilir. Elektroegirme yontemi, Sekil 2.4.’te sematik olarak gosterilmistir.

Elektroegirme isleminde, ¢evresel ve sistemsel parametrelerin degistirilmesi ile istenen
capta ve morfolojide fiberler elde edilebilir. Elektroegirme islemini etkileyen parametreler

Cizelge 2.1." de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Elektroegirme parametrelerinin fiber morfolojilerine etkileri

Parametreler Parametredeki artisin fiber morfolojisine etkisi
Siringa ucu ¢ap1 Jet ¢ikist miktarini artirdigi i¢in fiber ¢api artar [59].
E’ Sirnga pompast akis | Daha ¢ok miktarda jet ¢ikisina neden oldugu igin fiber ¢api
S| hizn artar [60].
(3]
g Bazi kaynaklarda, voltajin jet ¢ikisi miktarmi artirdigi igin
S| Gerilim fiber ¢apii artiracagi belirtilmistir [60]. Fiber c¢apim
c azalttigin1 belirten ¢alismalar da mevcuttur [61,62].
(]
'(u‘)n Simnga  ucu-toplayict Jet daha fazla uzayacagi igin fiber capi azalir. Fakat, bazi
aras1gm esafe play durumlarda elektrostatik etkinin azalmasina bagli olarak fiber
capi artabilir [63].
Viskozite Polimer molekiil zincirlerinin dolasiklig1 artacagindan dolay1
fiber gap1 artar ve boncuk olusumu azalir [63].
s Yiizev eerilimi Fiber c¢api iizerine olan etkisi ihmal edilebilir [60]. Fakat
£ Ve boncuk olusumuna neden olabilir [63].
k3]
§ Coziicli ucuculugu yiiksek oldugunda, jetin katilasma siireci
E Uguculuk hizlanacagi i¢in jet yeterince incelemez. Bu nedenle fiber gapi
= artar [59].
g
S fletkenlik Jetin tasidign yiik miktart artirmasi daha g¢ok incelmesini
saglar ve fiber cap1 azalir [63].
Dielektrik sabiti Fiber ¢ap1 ve boncuk olusumu azalir.
s
i;.ﬂ Sicaklik Sicaklik ve nem gibi faktorler, ¢oziicliniin buharlagsma hizini,
g viskozitesini ve yiizey gerilimini etkileyecegi i¢in fiber
g Nem morfolojisini degistirebilir [64,65].
A
2
e - Farkli gazlarin bulundugu ortamda yapilan elektroegirme
8 Atmosfer iri islemi, fiber olusumunu ve ¢apini etkileyebilir [63].
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Cizelge 2.1.°de goriildiigii gibi, ¢Ozelti parametreleri uygun olmadiginda fiberlerin
yapisinda boncuk olusumu goriilebilmektedir. Ozellikle ¢ozelti viskozitesi yeterli
olmadiginda ve ylizey gerilimi yiiksek oldugunda boncuk olusumu artmaktadir. Boncuk
olusumu, polimer ¢ozeltisine bazi ajanlarin eklenmesi ile giderilebilmektedir. Yapilan
caligmalar, polimer ¢ozeltisine belirli oranda tuz eklendiginde polimer jetinin tasidig yiik
miktarinin arttigini, dolayisiyla boncuk olusumunun engellendigini ve fiber capinin
azaldigin1 gostermistir [66]. Fiberler tizerindeki boncuk olusumu, ¢ozeltiye yiizey aktif
ajan eklenerek ylizey geriliminin diisiiriilmesi ile de giderilebilmektedir [64]. Grubumuzda
daha 6nceden yapilmis bir ¢aligmada, elektroegirme ¢ozeltisine bal katildiginda da boncuk

olusumunun engellendigi goriilmiistiir [67].

Elektroegirme yontemi ile farkli morfolojide fiberlerin iiretimi de miimkiindiir. Cesitli
uygulamalar i¢in iiretilebilen bu fiberler i¢i oyuk, gozenekli veya diiz serit benzeri

morfolojilere sahip olabilmektedir [68].

2.2.2. Uc¢ boyutlu nanofibréz doku iskeleleri iiretiminde kullanilan elektroegirme

yontemleri

Elektroegirme sisteminde siringa ucundaki polimer ¢dzeltisi negatif, metal toplayict ise
pozitif yiikklenmektedir. Negatif olarak yiiklenmis polimer jetleri, pozitif yiiklii toplayiciya
ulastig1 anda elektron transferi gerceklesmekte ve yapilarinda kalan elektronlar nedeni ile
fiberler giiclii bir sekilde (+) yiiklii toplayiciya tutunmaktadir. Sonug olarak, toplama siiresi
ne kadar uzun tutulsa da, geleneksel elektroegirme isleminde 3 boyutlu fibréz matrisler

elde edilememektedir [69].

Belirli bir kalinliga sahip olan 3 boyutlu (3D) nanofibroz doku iskeleleri, 2 boyutlu (2D)
matrislerle gore daha iglevseldir. ECM yapisini daha iyi taklit edebilen 3D nanofibréz doku
iskeleleri, sagladigi daha biiylik gozenek boyutlar ile hiicrelerin doku iskelesi igerisine
dogru c¢ogalabilmesini saglamaktadir. Elektroegirme yontemi ile 3D fibroz yapilar elde

etmek icin gelistirilen yontemler, asagida aciklanmstir .

Fiberlerin katmanlar halinde biriktirilmesi

Geleneksel elektroegirme yonteminin kullanimi ile, fiberlerin daha onceden iiretilmis
baska bir fibr6z matris {lizerine toplanmasi ile 3D fibr6z matrisler tiretmek miimkiindiir
(Sekil 2.5). Bu islem, paralel siringalara aktarilan farkli polimer ¢ozeltilerinin ayni anda

egirilmesi ile de gergeklestirilebilir. Genellikle, elde edilen fibréz malzemenin kalinligi
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toplama siiresine bagli olmaktadir [60]. Bu nedenle, yiiksek kalinliga sahip malzemeler

tiretilemese de, gozenekliligin kontrolii i¢in uygun bir yontemdir.

Bu yontem ile, nano boyuttaki fiberler, mikro boyuttaki fiberler ile birlestirilerek farkli
gozenekliliklere sahip katmanlar ile hibrid malzemeler olusturulabilmektedir (Sekil 2.5.
(b)). Bu nedenle yontem, fiberlerin ve katmanlarin gozenekliliginin kontrol edilebilirligi

acisindan avantajlidir ve c¢esitli uygulamalar icin fonksiyonel malzemelerin {iretimine

olanak saglar.

Sekil 2.5. (a) Fiberlerin katmanlar halinde biriktirilmesinin sematik gésterimi ve (b) bu
yontemle iiretilen malzemenin SEM goriintiisii [70]

Geleneksel elektroegirme islemi sonrasi uygulanan yontemler

Geleneksel elektroegirme ile iretilen 2D matrislerin, 1sil islemle veya ¢oziicii ile
sinterlenmesiyle de 3D yapilar elde edilmektedir. Fakat bu islem goérece daha yavas
olmakta ve sinterleme yontemine bagh olarak fiberler deforme olabilmektedir [60]. Fakat,
sinterleme islemi sayesinde, iiretilen malzemelerin mekanik dayanimi daha yiiksek

olmaktadir. Bu islem, sematik olarak Sekil 2.6’da gosterilmistir.

Bu yontemle, fiber tabakalar1 diizlemsel olarak biraraya getirilebilecegi gibi, rulo seklinde
birlestirilerek silindirik malzemeler de iiretilebilmektedir. Olusturulan malzeme, bir araya
gelen tabakalarin 2D olmasindan kaynakli kiigiik gozenek caplarina sahip olmakta ve
derinlik boyunca hiicre infiltrasyonu saglanamamaktadir. Bu kisitlamanin giderilmesi i¢in
cesitli caligmalar yapilmistir. Joshi ve ark., 2D elektroegirme ile iirettikleri fiber
tabakalarinda lazer kesici yardimiyla 80, 160 ve 300 pm boyutlarinda makro-gézenekler
olusturmuslar ve makro-gozenekli tabakayr rulo seklinde birlestirerek 3D matris
olusturmuslardir [71]. Malzemelerin in vivo hiicre infiltrasyonunu inceleyen arastirmacilar,
lazer ile 300 um boyutunda gozenek agilan malzemede en i¢ tabakaya kadar vaskiiler hiicre

gecisinin saglandigini belirtmislerdir.
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2D fiber tabakalari sinterleme 3D fibréz matris

K

Sekil 2.6. (a) Tabakalarin elektroegirme sonrasi biraraya getirilmesinin sematik gosterimi
[72], (b) ve (c) bu yontemlerle iiretilen malzemelerin goriintiileri [73] ve [74]

s

Toplayict modifikasyonu

Elektroegirme igleminde, toplayicinin yapisi degistirilerek fiberlerin kendiliginden 3D
yapida toplanmasi saglanabilmektedir. Uzerinde izole bdlgeler veya bosluklar bulunduran
diiz yiizeyler, silindirik yapilar, ya da i¢ biikey yari-kiiresel yapilar bu toplayicilara 6rnek
olarak verilebilir (Sekil 2.7). Bu toplayicilarin tiimii ile 3D yapilar olusturulmasa da, biiyiik
gozeneklere sahip yapilar elde edilebilmektedir (Sekil 2.7. a, b ve e). Bu yontem, islem
sirasinda hiicrelere zararli olabilecek bir ajan kullanilmadig1 ve elektroegirme sonrasi ilave

islemler gerektirmedigi i¢in avantajlidir.

Blakeney ve ark. yalitkan vyari-kiiresel bir yapinin igerisine belirli araliklar ile
yerlestirdikleri iletken problar1 toplayict olarak kullanmuislardir (Sekil 2.7. ¢) [75].
Toplayicinin  kiiresel yapisi, PCL fiberlerin orta kisimda odaklanarak 3D yapida
toplanmasini saglamistir. Arastirmacilar, elde ettikleri malzemenin gozenek boyutunun,
hiicre ¢ogalmasinin ve penetrasyonunun 2D matrisler ile karsilastirildiginda arttigini

belirtmislerdir.

17



Sekil 2.7. 3D fibroz matrislerin iiretimi i¢in kullanilan ¢esitli toplayicilara 6rnekler: (a-b)
1zgara toplayicilar [76,77], (c) yari-kiiresel toplayici [75], (d) sabit sekle sahip 3D
toplayicilar [77]

Yiizey aktif ajan ekleme yontemi

Bu yontemde, elektroegirme c¢ozeltisine belirli miktarda sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi
yizey aktif ajanlar eklenmektedir. Bdylece, olusturulan fiberlerin yiizey direnci
distiriilerek toplayiciya yiik gecisi artmakta ve hizlanmaktadir. Sonug olarak, fiber-fiber ve
fiber-toplayic1 arasindaki ¢ekim kuvveti azaltilarak 3 boyutlu fibréz yapilar elde
edilebilmektedir.

Cai ve arkadaslar1, bu yontemle iirettikleri polietilen glikol (PEG) fiberler {izerinde 3T3
fibroblast hiicreleri ile kiiltir ¢alismalart yiritmislerdir [69]. Arastirmacilar, 3D
matrislerde kiiltiir edilen hiicrelerin tutunma ve ¢ogalmasinin 2D matrislere gore daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, hiicrelerin 3D iskelelerde yiizeyin 120 um derinine kadar
yayilabildigini, 2D iskelelerde ise bu derinligin 20-30 pm ile smirli kaldigim
belirtmislerdir.

Bu yontem, kolayligi agisindan avantajli olsa da, SDS gibi yiizey aktif ajanlar kiiltiir
sirasinda hiicrelere toksik etki gosterebilir [78]. Bu nedenle, bu yontemle iiretilen fiberlerin

yapisindan yiizey aktif ajanlarin uzaklastirilmasi igin ek islemlere ihtiya¢ duyulabilir.
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Porojen uzaklastirma yontemleri

Porojen ekleme yontemi ile de 3 boyutlu fibroz yapilar elde edilebilmektedir. Bu
yontemde, elektroegirme sirasinda toplanan fiberler iizerine porojen eklenir ve daha sonra
uygun islemler ile yapidan uzaklastirilir (Sekil 2.8) [79]. Fakat, bu yontemin dezavantaji
biiyliik gozeneklerin meydana gelmesi ve gozenekler arasinda bulunan fiberlerin sik bir

sekilde birikerek yogun bir tabaka olugturmasidir [80].

porojen
pargaciklari

pargacik
\ uzaklastirma
Polimer
cozeltisi : O
—p

3D fibroz

1‘ 1"%;/ matris

Sekil 2.8. (a) Pargacik uzaklastirma islemi ile 3D fibroz malzeme iiretiminin sematik
gosterimi ve (b) bu yontemle iiretilen doku iskelesinin SEM goriintiisii [79]

3D fibroz tabaka olusturmak icin tuz ve seker gibi pargaciklarin kullaniminin yani sira,
baska malzemeler de kullamlmaktadir. Ornegin, fibroz matrisi olusturacak polimer ile suda
¢oziinebilen farkli bir polimerden olusturulan fiberler ayni1 anda farkli siringalardan
toplanir. Islem sonrasi, suda ¢oziinen polimer yapidan uzaklastirilir ve biiyiik gdzeneklere
sahip fibroz matrisler elde edilir. Uzaklastirilacak olan polimerin miktar1 ayarlanarak

gozenek yapisi kolayca kontrol edilebilmektedir [68].

Fibroz matrislerde gozenek olusturmak i¢in kullanilan bir baska madde de buz
kristalleridir. Bu yontemde fiberler, ¢ok diisiik sicaklikta tutulan ve tizerinde buz kristalleri
olusan toplayici iizerinde biriktirilir. Islem sonrasi buz kristalleri yapidan dondurarak
kurutma yontemi ile uzaklastirlmaktadir [81]. Simonet ve ark., gesitli nemlilik
degerlerinde calisarak su buharmin yogusmasi ile toplayici yiizeyinde buz kristallerinin
olusumunu saglamis, %30 ve daha yiiksek nemlilik degerlerinde yiiksek gozeneklilige ve

diistik fiber yogunluguna ulagmislardir [82].

Islak elektroegirme vontemi

Sivi toplayict kullanimi ile de 3 boyutlu fibr6z malzemeler iretilebilmektedir. Islak

elektroegirme olarak da adlandirilan bu yontemde, siv1 toplayiciya ulasan fiberler, sivinin
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derinligi boyunca batarak kalin bir fibroz tabaka olusturur [83]. Bu yontem ile, yogunlugu
2 boyutlu fibroéz matrislerin yogunlugundan daha diisik ve ECM’ye daha benzer yapida
malzemeler iiretilebilmektedir [60]. Su, etanol, metanol ve biitil alkol gibi sivilar veya
karigimlari toplayici olarak kullanilabilmektedir. Fakat, su gibi ylizey gerilimi yiiksek olan
stvi toplayicilar kullanildiginda, fiberlerin sivi iginde batmasi zorlasmakta ve yiizeyde
toplanmaktadir. Bu ise, geleneksel elektroegirmede oldugu gibi yogun fibréz tabakalarin
olusmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, siv1 toplayici olarak yiizey gerilimi diisiik olan
stvilar tercih edilmektedir [84]. Siv1 toplayici kullanimi ile 3 boyutlu elektroegirme islemi

Sekil 2.9.da gosterilmistir.

Ki ve arkadaslari, toplayici olarak etanol banyosu kullandiklari elektroegirme isleminde
irettikleri 3 boyutlu fibr6z matrislerin 6zelliklerini, geleneksel elektroegirme ile tirettikleri
2 boyutlu fibroz matrisler ile karsilastirmiglardir [85]. Arastirmacilar, geleneksel yontemle
tirettikleri 2 boyutlu fibroz matrislerin gézenek boyutunun 1-5 um arasindayken, islak-
egirilmis 3 boyutlu matriste goézenek boyutunun 10-100 pm arasina ¢iktigini
belirtmislerdir. Ayrica yaptiklar1 hiicre kiiltlir ¢alismalar1 sonucunda, 2 boyutlu doku
iskelesinde i¢ kisimlara go¢ edemeyen fibroblastlarin, 3 boyutlu fibroz doku iskelelerinde

daha biiyiik gozeneklerden dolay1 i¢ kisimlarda da ¢ogalabildigini belirmislerdir.

Siringa
pompasi
Siringa
Polimer _
cozeltisi
|
i Glg kaynag!
Sivi E
banyosu (=
o
N

Sekil 2.9. (a) Islak elektroegirmenin sematik gosterimi [86] (b) ve (¢) bu ydntem ile
tiretilmis fibroz matrisler [84] ve [87]

Gozenek boyutu ve doku iskelesi kalinliginin kontrolii icin, 1slak elektroegirmede cesitli
modifikasyonlar yapilmaktadir. Gang ve arkadaslar1 [88] yaptiklar1 calismada,
gozenekliligin ayarlanabilmesi i¢in 1slak elektroegirme ve parcacik uzaklastirma teknigini

birlestirmislerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 ¢alismada, 100-200 pm boyutundaki NaCl
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parcaciklarinin elektroegirme sirasinda sivi banyosuna eklenmesinin, NaCl eklenmeyen
orneklere gore gozenekliligi anlamli Olgiide artirdigini belirtmislerdir. NaCl miktar
artirlldiginda ise gozenekliligin anlamli olarak degismedigini gézlemlemislerdir. Hong ve
arkadaslar1 doku iskelesi kalinliginin ayarlanmasi igin, elektroegirme islemi sirasinda sivi
banyosuna olan etanol akigini bir akis-Olger Kullanarak kontrol etmislerdir [87]. Sivi
haznesine olan etanol akisinin farkli hizlarda saglanmasi ile farkli yiiksekliklerde ve

gozenekliliklerde doku iskeleleri elde etmislerdir.

Elektroegirme-hiicre spreyleme

Literatiirde bu 3 boyutlu toplama yontemlerinin disinda, elektroegirme islemi ile es
zamanlt olarak hiicre siispansiyonunun elektrospreylendigi ¢aligmalar da bulunmaktadir
[89,90]. Boylece, iiretim asamasinda hiicrelerin fibroz tabakanin i¢ kisimlarina
ulagabilmesi saglanmaktadir. Fakat bu yontemde de, sterilizasyonun saglanmasi, daha
kalin yapilar elde etmek icin islemin zaman almasi ve elektroegirme ¢dzeltisinin hiicrelere

toksik etki gostermesi gibi kisitlamalar mevcuttur [91].
2.3. Poli(biitilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT)
2.3.1. PBAT’1n yapis1 ve kullanim alanlari

Poli(biitilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT), monomerleri 1,4-biitandiol, adipik asit ve
tereftalik asit olan, alifatik-aromatik bir kopoliesterdir. Igerdigi iki farkli tekrarlayan
birimden biitilen adipat (BA) alifatik ester gruplarini, biitilen tereftalat (BT) ise aromatik
ester gruplarini olugturmaktadir. PBAT i molekiil yapist Sekil 2.10” da gosterilmektedir.

O el ot

bitilen tereftalat (BT) bitilen adipat (BA)

Sekil 2.10. PBAT 1n molekiil yapisi

Alifatik-aromatik kopoliesterler, alifatik ve aromatik homo-poliesterlerin neden oldugu
siirlamalara ¢oziim getirmek amaci ile ilk kez 1995 yilinda BASF firmas: tarafindan
polikondenzasyon yontemi ile iretilmistir [6]. Alifatik poliesterler, biyobozunur
olmalarina ragmen gerekli termal ve mekanik o6zellikleri saglayamamaktadir. Bu nedenle,
islenebilirlikleri ve kullanim alanlar1 sinirl kalmaktadir. Aromatik poliesterler ise, ¢ok 1yi

mekanik ve termal Ozelliklere sahip olmalarina ragmen biyobozunur degildir [92].
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Alternatif olarak gelistirilen alifatik-aromatik kopoliesterler ise, icerdigi alifatik ester
gruplar1 sayesinde biyobozunur ve aromatik ester gruplari sayesinde ise iyi termal ve
mekanik dayanima sahiptir. Bu nedenle, alifatik-aromatik kopoliesterlerin ¢esitli
uygulamalarda kullanilmasi, homo-poliesterlere gore daha avantajli olmaktadir. Yapilan
caligmalar, gelistirilen ¢esitli alifatik-aromatik kopoliesterler arasinda en elverisli
biyobozunurluk davranigina sahip olan kopoliesterin PBAT oldugunu gostermistir [93].
PBAT, 1998 yilinda BASF tarafindan Ecoflex® ad1 ile ticarilestirilmistir. Ecoflex®’in

fiziksel ozellikleri Cizelge 2.2°de verilmistir.

PBAT, esnek yapisi, tamamen bozunmasi ve toksik etkiye neden olmamasi sayesinde

ambalaj, poset, fiber gibi endiistriyel iiriinlerde ve tarimsal uygulamalarda kullanilmaktadir
[94].

Cizelge 2.2. Ecoflex®1n fiziksel 6zellikleri [95,96]

Molekiil agirhgi (g/mol) 40,000
Erime sicakhgi (°C) 110-120
Cams gecis sicakhigr (°C) -29
Yogunluk (g/cm®) 1.25-1.27
Kristalinite ~ %20

2.3.2. PBAT’1n biyobozunurlugu

Alifatik esterler, enzim varliginda bozunma 0zelligine sahiptir. Alifatik esterlerin
bozunmas1 genel olarak, ester baglarinin enzim katalizli hidrolizi ile baslamaktadir.
Depolimerizasyonun ilk basamagi olan bu siireg, enzimler polimer yigininin igerisine
nifuz edemedigi icin yiizey asimnmasi olarak gergeklesir. Son olarak, bozunma sonucu
ortaya ¢ikan suda ¢oziinebilen ara tiriinler, mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilir
[92]. Polihidroksi biitirat (PHB) gibi dogal alifatik poliesterlerin yani sira, PCL ve PLA
gibi sentetik alifatik poliesterler de mikroorganizmalarin salgiladig: lipaz ve kiitinaz gibi

hiicre dis1 enzimlerin varliginda bozunabilmektedir [7].
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Polietilen tereftalat (PET), polibiitilen tereftalat (PBT) ve polietilen naftalat (PEN) gibi
aromatik poliesterler, mikrobiyal veya enzimatik ataga karsi hassas olmadiklari igin
bozunurluk hizlar1 oldukea diisiiktiir. PET fiberlerin insan ve hayvan viicudu igerisindeki

bozunurlugunun 30 yil siirdiigli tahmin edilmektedir [92].

Alifatik-aromatik kopoliesterlerin yapisi ise homopoliesterlere gore daha komplekstir. Bu
smifa ait bir polimer olan PBAT 1n biyobozunurlugu hakkinda yapilan ¢ok sayida ¢aligma

mevcuttur.

Yapilan c¢alismalarda, polimerin erime sicakligi ile bozunma sicakligi arasindaki farkin
biyobozunurlugu etkiledigi belirtilmistir. Polimerin bozunma sicakligi ile erime
sicakliginin arasindaki fark azaldikg¢a, biyobozunurluk hizi artmaktadir. PBAT in erime
sicakligini ise, yapisinda bulunan aromatik birimlerin molce orani ve ortalama uzunlugu
belirlemektedir. Ciinkii, aromatik birimlerin miktar1 ve uzunlugu arttik¢a, polimerin kristal
bolgelerinde bulunan hareketsiz zincirler artmaktadir. Bu da polimerin erime noktasini
artirmakta ve bozunurluk hizin1 diigirmektedir [7]. Bu nedenle, biyobozunur alifatik
birimler ne kadar uzun olsa da, zincirde bulunan aromatik birimler polimerin
biyobozunurlugunda belirleyici etkendir. PBAT’in yapisindaki alifatik ve aromatik
sekanslarin molce oran1 ve ortalama uzunlugu, *C-NMR analizi ile hesaplanabilmektedir
[97].

Caligsmalar, PBAT 1n sahip oldugu aromatik birimlerin ortalama uzunlugu n > 3 oldugunda
ve/veya miktart molce %60°tan fazla oldugunda, PBAT 1 bozunurluk hizinin anlaml
olarak azaldigin1 gostermektedir [97]. Yine de, sicaklik 60°C’ye artirildiginda, uzun

aromatik birimlerin de bozundugu goriilebilmektedir [98].

Literatiirde PBAT 1 biyobozunurlugunu analiz etmek i¢in yapilan ¢aligmalar, genellikle
toprak, kompost ve su ortamlarinda gergeklestirilmistir. Kleeberg ve arkadaslari, izole
ettikleri aktinomiset popiilasyonlarinin varliginda ¢esitli poliesterlerin biyobozunurlugunu
incelemiglerdir [99]. Ayni kosullarda gerceklesen deneylerde, PBAT’in, mikrobiyal
kokenli PHB’tan dahi daha hizli bozundugunu belirtmislerdir. Wang ve arkadaslari,
elektroegirme yontemi ile iiretilen PHBV matrislerin hidrolitik bozunmasinin, PBAT’1n

yaptya belirli miktarlarda eklenmesiyle %45 oraninda arttigini belirtmislerdir [14].

Witt ve arkadaslari, %44 oraninda BT (aromatik) ve %56 oraninda BA (alifatik) igeren
Ecoflex® ile simiile kompost ortaminda, bir termofilik aktinomiset tiirii olan

Thermomonaspora fusca varliginda  gergeklestirilen biyobozunurluk deneylerinde,
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polimerin %99.9’unun 22 giinde bozundugunu belirtmislerdir. Yapilan biiytikliikce ayirma
kromatografisi (GPC), gaz kromatografisi (GC) analizleri ve respirometrik testler
sonucunda, aromatik bozunma iiriinlerinin olustuguna dair bir bulgu olmadig belirtilmistir.
Ayrica, T. fusca’nin olusan oligomer ve monomer ara tiriinlerini metabolize edemedigi, ara
tiriinlerin ancak ortama karisik mikrobiyal popiilasyon eklendiginde hidrolize oldugu
goriilmiistiir. Monomerlerin karigik mikrobiyal popiilasyon varliginda mineralize oldugu,

respirometrik testlerle desteklenmistir [10].

PBAT’in bozunma iirlinlerinin ¢evreye olan toksik etkisinin incelendigi ¢alismalar da
mevcuttur. Daphnia su pireleri, Photobacterium phosphoreum bakterisi [10] ve bazi
bitkilerin [100] tizerinde yapilan incelemeler, PBAT’in bozunma iiriinlerinin gevreye

toksik etki olusturmadigini géstermektedir.

Toprakta ve kompost ortaminda yapilan caligmalar PBAT’in tamamen biyobozunur
oldugunu gosterse de, PBAT’in viicut igerisindeki biyobozunurluguna dair yapilan

herhangi bir calisma bulunmamaktadir.
2.3.3. PBAT’1n fiziksel 6zellikleri

Cams1 gecis sicaklign -30°C olan PBAT, mekanik ve termal ozellikler acisindan alcak
yogunluklu polietilene (LDPE) benzetilmektedir. Ayrica, yapisinda bulunan -CO- gruplart
nedeni ile hidrofobik bir polimerdir [101]. Olduk¢a dayanikli ve esnek olmasi, PBAT’in

cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilmasini saglamaktadir.

Witt ve arkadaglari [9], cesitli polimerler ile yaptiklari mekanik dayaniklilik testlerinde,
PBAT’in ¢ekme direncinin LDPE’ninkine benzer oldugunu belirtmistir. Ayrica, yapilan
deneyler sonucunda PBAT’ 1n ¢ekme direncinin PCL ve PHBV’nin ¢ekme direnclerinden
daha diisiik oldugunu, kopma anindaki uzama degerinin ise PCL ve PHBV’den olduk¢a
yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuglar, PBAT m alifatik poliesterler gibi siki bir

yapiya sahip olmaktansa esnek ve biikiilebilir bir malzeme oldugunu gostermektedir.

PBAT, PLA gibi alifatik poliesterlerin dayanikliligin1 artirmak amaci ile siklikla karigim
malzemesi olarak kullanilmaktadir [102,103]. PBAT, PLA’nin dayanikliligin1 ve kopma
anindaki uzamasin1 6nemli Sl¢iide artirirken, biikiilebilir bir malzeme oldugu icin ¢ekme
Ve basma direncini bir miktar diisiirmektedir [104]. PBAT’in ¢ekme ve sikistirma
direncleri, nanokil veya seramik gibi katki malzemeleri eklenerek artirilabilmektedir.
Fukushima ve arkadaslar1 [12], PBAT malzemelere nano boyuttaki montmorillonit

parcaciklarinin eklenmesinin, PBAT in sikistirma direncini yaklagik 10 kat artirdigini
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gozlemlemislerdir. Ayrica, yaptiklar sitotoksisite testleri ile, PBAT yapisina eklenen
montmorillonit pargaciklariin biyouyumluluga olumsuz etkisi olmadigini gostermisglerdir.
Correlo ve arkadaslar1 [105], PBAT’in yapisina eklenen kitosanin, PBAT’1n sikistirma
direncini artirdigini belirtmislerdir. Ribiero Neto ve arkadaslari, PBAT malzemelerin
icerisine ekledikleri nano hidroksiapatit pargaciklarinin, malzemelerin elastik modiiliistinii
%12.7 oraninda, kopma anindaki uzamasini ise %52 oraninda artirdigini belirtmislerdir

[106].

PBAT’in mekanik dayanimi, igerdigi aromatik birimlerin miktariyla dogru orantili,
biyobozunurlugu ise igerdigi aromatik birimlerin miktar1 ile ters orantili oldugu igin;
PBAT’in biyobozunurlugu ve mekanik oOzellikleri birbiri ile ters orantili olarak
degismektedir. Bu nedenle PBAT’m, hem istenen hizda biyobozunurluga, hem de iyi
mekanik dayanima sahip olmasi i¢in, zincirde yer alan aromatik birimlerin optimum deger

olan %30-%55 araliginda bulunmasi gerektigi belirtilmistir [98].
2.3.4. PBAT ve doku miihendisligi

Doku miihendisliginde siklikla kullanilan alifatik poliesterler, yeterli mekanik ve termal
ozelliklere sahip degildir. Aromatik poliesterler ise, istenen fiziksel 6zellikleri saglamasina
ragmen biyobozunur olmadiklari i¢in doku miihendisliginde kullanilamamaktadir. Bu
noktada, alifatik-aromatik poliesterler 6nem kazanmaktadir. Ciinkii, igerdikleri alifatik
birimler sayesinde biyobozunur olmakla birlikte, aromatik birimler sayesinde istenen
mekanik ve termal 6zelliklere sahiptir. Boylece, alifatik-aromatik kopoliesterler ideal bir
doku iskelesinin sahip olmasi gereken biyobozunurluk, biyouyumluluk ve iyi mekanik
dayanim gibi 6zellikleri saglayabilmektedirler. Bu nedenle, son yillarda yapilan ¢alismalar,
PBAT’in doku miihendisligi alaninda da umut verici bir malzeme oldugunu

vurgulamaktadir.

Jao ve arkadaslar1 [11], irettikleri PBAT ve modifiye edilmis PBAT membranlar ile 6
giinliik hiicre kiiltiir calismasi gergeklestirmislerdir. Tiim membranlarin 1L929 hiicrelerinin
cogalmasimi destekledigini; kitosan-heparin ve kitosan-hyaluronik asit ile modifiye edilen
PBAT membranlarda iiremenin daha yiiksek oldugunu go6zlemlemislerdir. Ayrica,
modifiye edilen PBAT membranlarda yiizeye tutunan albiimin/fibrinojen oraninin diistigii

ve kanin pihtilasmasinin azaldig1 goriilmiistiir.

Costa-Pinto ve arkadaslar1 [15], ¢esitli poliesterlerin kitosan ile karisimlarindan

hazirladiklar1 doku iskeleleri iizerinde, fare mezenkimal kok hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
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osteojenik farklilagsmasini incelemislerdir. Sonug olarak, PBAT da dahil tiim poliesterlerin

kitosan ile karigimlarinin doku iskelesi olarak uygun 6zellikler gosterdigini belirtmiglerdir.

Nar ve arkadaslar1 [13], PHBV nin islenebilirligini kolaylastirmak amaci ile, PHBV-PBAT
karisimlarindan ekstriizyon yontemi ile fiber tireterek 6rgii doku iskeleleri elde etmislerdir.
MC3T3-E1 hiicre hatt1 ile yaptiklart ¢alismalar sonrasi, PBAT ve PBAT-PHBV doku
iskelelerinin  osteokondiiktif  Ozellik  gosterdigini  ve kemik rejenerasyonunda
kullanilabileceklerini belirtmislerdir. PHBV-PBAT doku iskelelerinin 6zelliklerinin
incelendigi baska bir ¢alismada [14], doku iskelesi tiretim yontemi olarak elektroegirme
kullanilmis ve {iretilen mazlemelerde insan kemik-iligi mezenkimal stroma hiicreleri ile
hiicre kiltiir ¢calismalar1 yapilmistir. Farkli oranlarda PBAT iceren PBAT-PHBV doku
iskeleleri ylizeyindeki hiicre ¢ogalmasinin, doku iskelelerinin icerdigi PBAT miktariyla
orantili olarak arttig1 belirtilmistir. PBAT katkisinin PHBV’nin biyobozunurlugunu
hizlandirdigim1 da ekleyen aragtirmacilar, gerek¢e olarak PBAT katkisinin PHBV’nin
hidrofilik 6zelligini artirdigin1 belirtmislerdir.

PBAT doku iskelelerinin biyouyumlulugu, in vitro deneylerin yani sira in vivo olarak da
degerlendirilmistir. Ribeiro Neto ve arkadaslari, nano hidroksiapatit (nHAp) pargaciklar
iceren ve igermeyen PBAT malzemelerinin in vivo biyouyumlulugunu incelemistir.
Malzeme iretimi igin, spin coating yontemi ile ftrettikleri PBAT filminin {izerini
elektroegirme yontemini kullanarak PBAT fiberler ile kaplamiglardir. nHAp katkili
malzemeler igin ise filme ve fiberlere nano boyutta hidroksiapatit pargaciklart
eklemislerdir. Arastirmacilar, malzemeleri osteojenik ortamda adipoz kokenli kok hiicreler
ile kiiltiir ettikten sonra farenin derisinin altina implante etmistir. Sonug olarak, HAp i¢eren
ve igcermeyen PBAT malzemelerde hiicrelerin osteojenik ortamda farklilastigini ve
yaptiklar1 histoloji ¢aligmalar1 ile implantasyondan 30 giin sonra malzemenin etrafinin
fibroz membranla kaplandigini, dolayisiyla malzemelerin  biyouyumlu oldugunu
belirtmislerdir. HAp iceren malzemelerin ise enflamasyonu azalttigini belirtmislerdir
[106].

PBAT ile doku miihendisligi alaninda yapilan ¢aligmalara bakildiginda, genellikle diger
polimerler ile karigimlari halinde kullanildigi ve calismalarin sayica yetersiz kaldigi
gorilmektedir. Literatiirde PBAT iceren malzemeler ile yapilan hiicre kiiltiir ¢alismalari,
mekanik dayanim testleri, biyobozunurluk ¢alismalar1 ve in vivo ¢alismalar PBAT 1n doku

miihendisliginde kullanilmaya oldukga elverisli bir polimer oldugunu gostermektedir.
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2.4. Hidroksiapatit

Hidroksiapatit, kemigin baslica mineral bilesenidir. Osteoindiiktif ve osteokondiiktif yapisi
sayesinde kemik olusumunu hizlandirmakta ve kemik dokusuna dogrudan
baglanabilmektedir [48]. Bu nedenle, ortopedik ve dental implantlar gibi klinik
uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir [107].

Molekiil formiilii Ca10(PO4)s(OH)2 olan HAp, kemigin dogal yapisindan elde edilebilecegi
gibi, laboratuvar ortaminda sentetik olarak da iiretilebilmektedir [108]. Hidroksiapatitin
bilesimi, morfolojisi ve boyutu modifiye edilerek kemigin yapisindaki dogal apatitin
yapisina benzer duruma getirilebilmektedir. Yapilan calismalar, bu modifikasyonlarin

HAp’in osteokondiiktivitesini artirdigini1 gostermektedir [46,109].

HAp, laboratuvar kosullarinda ¢oktiirme yontemi, sol-jel yontemi, hidrotermal yontemler
ve kati faz yontemleri ile iretilebilmektedir [110]. Bu yontemler, bilesenlerin
konsantrasyonunun, ortam pH’min ve sicakliginin kontrolii gibi kisitlamalara sahiptir

[111].
2.4.1. Biyomimetik yontem ile HAp iiretimi

Hidroksiapatit ¢oktiirme yontemlerinde kullanilan gesitli kalsiyum ve fosfat kaynaklari
arasindan insan kan plazmasimin iyon bilesimine esdeger sentetik viicut sivisinin (SBF)
kullanim1 daha etkili olmaktadir. Biyomimetik yontem olarak adlandirilan yontemde, SBF
cozeltisi kendiliginden c¢ekirdeklenme ile hidroksiapatiti olusturur. Bu yontemle
stokiyometrik HAp’ten farkli olarak yapisinda cesitli iyonlar1 bulunduran biyoaktif, kemik-
benzeri hidroksiapatit {iretimi miimkiindiir [112-114]. Biyomimetik ¢oktiirme yontemi ile
apatit tabakas1 dogrudan doku iskelesi iizerine kaplanabilecegi gibi, HAp parc¢aciklar: toz
halinde iiretilerek daha sonra doku iskelesinin yapisina katilmasi miimkiindiir. Doygunluk
seviyesi diisiik olan SBF’nin ¢oktlirme sirasinda cekirdeklenme hizi yavas olmakta ve
dolayisiyla kalsiyum fosfat bilesiklerinin ¢6kme hiz1 diisilk kalmaktadir. Bu nedenle
cekirdeklenme hizini artirmak i¢in SBF’nin iyonik konsantrasyonu 1.5, 2, 5 ve 10 katina

cikarilarak HAp tiretimi gergeklestirilebilmektedir [115].

Doygun kalsiyum fosfat ¢ozeltisinden ¢oktiirme yolu ile HAp iiretimi sirasinda, Gibbs
enerjisini diisiirmek icin ¢esitli yollar izlenebilir (Sekil 2.11). Izlenecek yol ve kararsiz
fazlarin olugmasi sisteme verilen enerjiye bagli olmaktadir. Enerji yeterli oldugunda,

doygun kalsiyum fosfat ¢ozeltisinden direkt kristalizasyon ile HAp olusabilmektedir (A).
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Enerjinin yeterli olmadigi durumlarda ise, en kararli faz olan hidroksiapatitin

¢ekirdeklenmesinden 6nce kararsiz ara fazlar olusmaktadir [19,108,116].

iC)
iyonlar

Gibhs Serbest Enerjisi

HAp
- Reaktanlar = — Urlinler —_—

Reaksiyon Koordinati

Sekil 2.11. Sistemin Gibbs serbest enerjisini diisiirmek i¢in izlenen kristalizasyon yollar1
[116]

Enerji kaynagi olarak mikrodalga teknolojisinin kullanimi ile kararsiz fazlarin olugsma
ihtimali distriilerek, kisa silirede hidroksiapatit ¢ekirdeklenmesi meydana gelmektedir
[110,117]. Mikrodalga teknolojisi ve biyomimetik yaklasim birlestirilerek, daha hizli ve
saflig1 daha yiiksek kemik-benzeri HAp tiretilebilmektedir [118].

Grubumuzda daha onceden yapilan bir calismada, 10xSBF c¢ozeltisine ¢esitli giiglerde
mikrodalga enerjisi uygulanarak kemik benzeri HAp iiretimi gerceklestirilmistir [118].
Caligma sonucunda, en uygun yapidaki HAp’in 600 W giiclinde mikrodalga enerjisi
kullanilarak 30’ar saniye siireyle 9 kez ¢oktiirme ile iiretilen HAp oldugu ve bu kosullarda
iretilen HAp’in biyolojik HAp’e benzer sekilde amorf yapida oldugu gozlenmistir.
Morgan ve ark. [119] yaptiklar1 ¢aligmada, Ca?* iyonlarinin ortamdaki ¢dziiniirliigiiniin
HAp kaplamasimin yilizey kristalinitesine bagli oldugu, daha amorf yapidaki HAp

kaplamanin Ca?* iyonlarinin ¢dziiniirliigiinii ve mineralizasyonu artirdigimni belirtmistir.
2.4.1.1. iyon katkih HAp iiretimi

Kemigin yapisinda bulunan dogal HAp, stokiyometrik HAp’ten farkli olarak Mg?*, F,
COs%, Na*, K* gibi iyonlar icerir. Biyouyumlulugun ve biyoaktivitenin artirilmasi icin,
sentetik HAp’in yapisina cesitli iyonlar eklenebilmektedir. Ayrica, HAp’e yapilan iyon
katkisi,  hidroksiapatitin = bozunma  hizin1  artirabilmekte, mekanik  6zellikleri

iyilestirebilmekte ve tanecik boyutunu kigtiltebilmektedir [120,121].
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Webster ve arkadaslari, HAp’e molce %2 oraninda yaptiklart Mg®*, Zn** ve Y3¥*
katkilarinin, osteoblast tutunmasini iyilestirdigini belirtmislerdir [121]. Arastirmacilar,
yaptiklar diger calismada, katyon katkili (Mg?*, Zn?*, La®*, Y3, In*" ve Bi*") HAp’lerin,
osteoblast tutunmasini iyilestirmenin yani sira, hiicrelerin farklilagsmasini da indiikledigini
belirtmistir. Yapilan ¢alismada biyoaktivitesi en yiiksek olan malzeme grubunun Bi®*
katkili HAp oldugu belirtilmistir [122].

Hidroksiapatite yapilacak uygun iyon katkisi ile antibakteriyel 6zellik kazandirmak da
miimkiindiir. Shi ve arkadaslari, optimize ettikleri kosullarda Ag* iyonu ekledikleri HAp’in
saglikli hiicrelere toksik etki gdstermeden antibakteriyel ozellik gosterdigini ve kemik

onariminda kullanilabilecek bir malzeme oldugunu belirtmislerdir [123].
2.4.1.2. Bor katkih HAp

Ametal bir element olan bor, bitkiler, hayvanlar ve insanlar igin gerekli bir besin

maddesidir. Yapilan g¢alismalar, canlilarda bor eksikliginin kemik gelisimini olumsuz

etkiledigini gostermektedir [124-126].

Son yillarda, bor katkili biyomalzemelerin kemik doku miihendisliginde kullanimi
arastirilmaktadir. Hakki ve arkadaslarinin yaptigi calismada, borun osteoblast hiicrelerin
fonksiyonlar1 {izerindeki etkisi degerlendirilmistir. Calismada, borun kollajen-I, kemik
sialoproteinleri, osteopontin, ve osteokalsin hiicre dis1 matris proteinlerine ait mRNA gen
ifadelerini diizenledigi, BMP protein seviyelerini artirdig: belirtilmis ve kemik gelisiminde
kullanilabilecegi vurgulanmistir [127]. Baska bir calismada, PLGA doku iskelelerine bor
katkis1 yapilarak kemik olusuma olan etkisi incelenmistir. Arastirmacilar, bor katkili
PLGA doku iskelelerinin sigan adipoz kokenli kok hiicrelerinin hiicre yapismasi,
cogalmast ve farklilasmasini artirdigini  belirtmistir  [20].  Glimisderelioglu  ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, borik asitin enkapsiile edildigi kitosan nanopartikiiller,
kitosan doku iskelelerine yiliklenmistir ve MC3T3-E1 preosteoblastlarinin osteojenik
aktivitesine olan etkisi incelenmistir. Sonug olarak bor i¢eren nanopartikiillerin, kollajen-I,
osteokalsin ve osteopontin gen ifadelerini yiikselterek hiicrelerin farklilagmasini

destekledigini belirtmislerdir [128].

Borun, hidroksiapatitin yapisina katilmasiyla bor katkih HAp iiretimi miimkiindiir.
Grubumuzda yapilan bir ¢alisma ile, biyomimetik yontem kullanilarak iiretilen bor katkili
HAp’in MC3T3-E1 preosteoblastlarin ¢ogalmasini ve farklilasmasini destekledigi ve bor
katkisinin HAp’in osteoindiiktif etkisini giiglendirdigi gosterilmistir [19].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez calismas1 iki asamadan olusmaktadir. ilk asamada, ¢esitli fabikasyon
yontemleri ile PBAT doku iskeleleri iiretilmistir. Uretilen doku iskeleleri, yapisal ve
morfolojik agidan karakterize edilerek, MC3T3-E1 hiicre hatt1 ile 11 giin boyunca kiiltiir
edilmis, hiicrelerin morfolojisi, yiizeye tutunmasi ve ¢ogalmasi incelenmistir. Calismanin
ikinci asamasinda, elektroegirme yontemi ile 3 boyutlu nanofibréz doku iskeleleri
iretilmistir. Osteoindiiktivite ve osteokondiiktiviteyi artirmak amaci ile, fibréz doku
iskelelerinin yapisina HAp ve B-HAp pargaciklar1 eklenmistir. Elde edilen doku iskeleleri,
yapilan karakterizasyonlar sonrasi, insan kemik iligi kdkenli mezenkimal kok hiicreleri
(hBMSC) ile osteojenik ortamda kiiltiir edilerek, hiicrelerin gogalmasi ve osteojenik

farklilagsmalar1 incelenmistir.
3.1. Kullamilan malzemeler

PBAT regineleri, SASA firmasindan (Adana, Tiirkiye) temin edilmistir. Doku iskelesi
tiretiminde kullanilan organik ¢oziiciilerden diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan, 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP) ise Merck (Almanya)
firmasindan satin alinmistir. Enzimatik bozunma testlerinde kullanilan Lipaz (30-90
unit/mg), Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Yikama ve 3 boyutlu elektroegirme
islemlerinde kullanilan etanol (%96, v/v), Colony Sugar Mills (Pakistan) firmasindan

temin edilmistir.

Yapay viicut sivist tretiminde kullanilan bilesenlerden sodyum kloriir (NaCl), Sigma-
Aldrich firmasindan, potasyum kloriir (KCl), magnezyum kloriir hekzahidrat
(MgCl2.6H20), kalsiyum Kkloriir dihidrat (CaCl2.2H20), sodyum dihidrojen fosfat
monohidrat (NaH2PO..H20) ve sodyum bikarbonat (NaHCOs3) Merck (Almanya)
firmasindan temin edilmistir. B-HAp parcaciklarinin iiretiminde kullanilan borik asit
(H3BO3) BDH Chemicals Ltd. (Ingiltere) firmasindan satin alinmistir. Doku iskelelerinin
sisme ve bozunma calismalarinda kullanilan fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS, pH=7.4)

hazirlamak i¢in kullanilan tabletler, Sigma (Almanya) tarafindan temin edilmistir.

Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan MC3T3-E1 preosteoblast hiicre hatt1 Riken hiicre
bankasindan (Tsukaba, Japonya) satin alinmistir. Minimum Essential Medium-Alfa
Modifikasyonu (a-MEM), Biochrom (ABD) firmasindan temin edilmistir. Kiiltiir ortamina
eklenen L-glutamin, penisilin-streptomisin ¢ozeltileri ve fetal sigir serumu (FBS) Biowest

(Fransa) firmasindan satin alinmistir. Hiicrelerin fiksasyonunda kullanilan gluteraldehit ve
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hekzametildisilazan (HMDS), Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmigtir. Hiicrelerin
yiizeyden kaldirilmasinda kullanilan Tripsin-EDTA ¢dzeltisi ve osteojenik ortamin
hazirlanmasinda kullanilan askorbik asit, dekzametazon ve [-gliserol fosfat, Sigma
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. RNA izolasyonunda kullanilan Trizol ve hiicre
cogalmasinin belirlenmesinde kullanilan Picogreen analiz kiti Invitrogen (ABD)’den temin
edilmistir. ALP aktivitesi analizi, kalsiyum analizi ve kollajen analizinde kullanilan analiz

kitleri Biovision (ABD) firmasindan satin alinmistir.
3.2. PBAT recinelerinin karakterizasyonu

PBAT reginelerinin fiziksel ve kimyasal yapilarmin belirlenmesi amaci ile cesitli
karakterizasyonlar gerceklestirilmigtir. Karakterizasyon oncesinde, PBAT reginelerine
saflastirma islemi uygulanmistir. Bu amagla, recineler DCM’de ¢oziilmiis ve elde edilen
¢ozelti metanole damlatilarak PBAT’in ¢okmesi saglanmistir. Son olarak, PBAT

cokeltileri stvidan ayirilarak vakumda kurutulmustur.

3.2.1. Fourier doniisiimlii toplam yansimasi azaltilmis kizilotesi spektroskopisi (ATR-

FTIR) analizi

PBAT’in kimyasal yapisin1 belirlemek amaci ile yapilan ATR-FTIR analizinde Thermo
Scientific Nicolet iS10 FTIR spektrofotometresi (ABD) kullanilmistir. Analizde, PBAT 1n
icerdigi alifatik ve aromatik ester gruplari, 400-4000 cm™ araligindaki dalga sayilarinda

incelenmistir.
3.2.2. Termogravimetrik-diferensiyal termal analiz (TG-DTA)

PBAT’1n termal 6zelliklerinin incelenmesi amaci ile gergeklestirilen TG-DTA analizinde
(TG/DTA, 6300 SII EXSTAR 6000, Seiko Instruments Inc., USA), 0-600°C sicaklik

araliginda ve 10°C/dakika 1sitma hizinda atmosferik ortamda caligilmustir.
3.2.3. Siv1 3 C-niikleer manyetik rezonans (:3C-NMR) analizi

PBAT in icerdigi biitilen adipat (BA, alifatik) ve biitilen tereftalat (BT, aromatik)
tekrarlayan birimlerinin molce yiizdeleri ve birim uzunluklarinin belirlenmesi i¢in stv1 2*C-
NMR analizi (Bruker Avance, 300 MHz) gerceklestirilmistir. Analiz 6ncesi, PBAT

recineleri doteryumlu kloroform igerisinde ¢oziilmiistiir.

Elde edilen spektrumda, BA ve BT birimlerinin molce yiizdeleri, pik siddetleri kullanilarak
hesaplanmustir (Esitlik 1 ve 2) [97].

(BT) % = (I1+12) / (I +12+13+14) x 100 1)
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(BA) % = (Is+1s) / (11 +12+13+14) x 100 2

BA ve BT birimlerinin PBAT zincirindeki ortalama uzunluklarinin belirlenmesi igin

Esitlik 3 ve 4’ten yararlanilmistir [97].

SL(BT) = I/l +1 3)
SL(BA) =13/l4+ 1 (4)
Degree of randomness (R) degerinin hesaplanmasi, Esitlik 5’te gosterilmistir.
R=1/SL(BA) + 1/SL(BT) (5)

11,1213 ve 14, merkezi tetrametilen glikol karbon sinyallerine (Sekil 3.1) ait piklerin integral
degerlerini ifade etmektedir. SL(BT) ve SL(BA), sirasiyla biitilen tereftalat ve biitilen

adipat birimlerinin sekans uzunluklarini ifade etmektedir.

- O 4 o} 3 o o 1
OMO\/Y\OMOW\ OWO ,\/\/OYQ\’(O\
2 1 I ]
| ° J 1 J 1 ° J L J1 JL J 1 ]
A B A B T B T

Sekil 3.1. PBAT molekiiliindeki merkezi tetrametilen glikol karbonlarin gosterimi (B:
biitilen, A: adipat, T: tereftalat)

3.3. Doku iskelelerinin uiretimi
3.3.1. PBAT doku iskelelerinin iiretimi

2 boyutlu PBAT malzemelerin iiretiminde ¢oziicii buharlastirma ve elektroegirme; 3
boyutlu PBAT doku iskelelerinin iiretiminde ise ¢oziicli dokiim-pargacik uzaklastirma ve

eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma teknikleri kullanilmastir.
3.3.1.1 Coziicii buharlastirma yontemi

PBAT re¢ineleri, DCM igerisinde ¢oziilmis (%15, w/v), elde edilen ¢ozeltiden cam Petri
kaplarina 3’er mL aktarilmigtir. Coziiclinlin 12 saat boyunca oda sicakliginda buharlagmasi
saglandiktan sonra, Petri yiizeyinde olusan ince filmler yiizeyden kaldirilmis ve distile su

ile yitkanmistir.
3.3.1.2 Elektroegirme yontemi

Elektroegirme isleminin optimizasyonu i¢in, farkli konsantrasyonlarda PBAT ¢ozeltileri

hazirlanmistir.  Elektroegirme ¢ozeltisi hazirlanirken organik ¢oziicii olarak HFIP
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kullanilmis ve islem sirasinda giic kaynagi (Gamma High Voltage Research, FL, USA),
siringa pompast (NE, New Era Pump Systems) ve aliiminyum plaka toplayicidan olugan
elektroegirme diizeneginde calisilmistir. En iyi morfolojideki fiberlerin elde edilmesi
amaci ile, gesitli polimer konsantrasyonlarinda (%12 ve %14) ve sistem parametrelerinde
calisilarak optimum kosullar belirlenmistir. Karakterizasyon ve hiicre kiiltiir ¢alismalarinda
kullanilacak orneklerin {iretimi i¢in, fiberler aliiminyum plaka iizerinde 2.5 sa siireyle

toplanmustir.
3.3.1.3. Coziicii dokiim-parcacik uzaklastirma

Coziicii dokiim-pargacik uzaklagtirma isleminin optimizasyonu i¢in PBAT, DCM iginde
coziilerek c¢esitli konsantrasyonda c¢ozeltiler hazirlanmis ve gdzenek olusmasi igin

¢ozeltinin icerisine ¢esitli boyut araliklarinda ve miktarlarda porojen (NaCl) eklenmistir.

Coziicii tamamen buharlastiktan sonra, geriye kalan kati PBAT-NaCl karisimi, distile su
icinde bekletilerek tuzun uzaklagmasi saglanmis ve kurutma sonrasi 3-boyutlu doku
iskeleleri elde edilmistir. Optimum kosullarin belirlenmesi i¢in g¢alisilan parametreler,

Cizelge 3.1.’de verilmistir.
3.3.1.4. Eriyik kaliplama-parc¢acik uzaklastirma

Eriyik kaliplama-pargacik uzaklastirma yonteminde, polimer ve porojenin (NaCl, Sigma)
kat1 halde homojen olarak karistirilabilmesi i¢in, PBAT recgineleri mekanik olarak kesilerek
kiiglik parcalara ayirilmistir. Parametrelerin optimize edilmesi amaci ile ¢esitli porojen
boyut araliklarinda ¢alisilmistir. Ayrica, polimerin eritilmesi i¢in firin igerisinde eritme ve
alt ylizeyden 1sitarak eritme seklinde 2 farkli yontem kullanilmistir. Kati polimer regineleri
ve tuz karigimi, bir kaliba aktarilarak yaklasik 250°C sicaklik uygulanmis ve polimerin
erimesi saglanmistir. Polimer tamamen eridikten sonra eriyik polimer-tuz karisimi oda
sicakliginda katilagtirilmis ve elde edilen katt PBAT-NaCl karisimi, distile su igerisinde 3
giin boyunca bekletilerek tuzun uzaklagmasi saglanmistir. Vakumlu etiiv igerisinde yapilan
kurutma islemi sonrasinda gozenekli 3-boyutlu doku iskeleleri elde edilmistir. Optimum

kosullarin belirlenmesi i¢in ¢aligilan parametreler, Cizelge 3.1.’de verilmistir.

33



Cizelge 3.1. Parcacik uzaklastirma yontemlerinde kullanilan parametreler. (* Coziicii
dokiim parcacik uzaklastirma iglemi ig¢in v:w; eriyik kaliplama pargacik uzaklastirma
islemi i¢in w:w)

. Polimer NaCl parc¢acik
Fabrikasyon .. . * o
Sntemi derisimi Polimer:tuz oram boyut arahgi
y (%, Wiv) (um)
_ 200-355
1:1.25 355-455
_ 200-355
10 1:1.5 355455
19 200-355
< g ' 355-455
E Z 1:1.25 200-359
g = - 355-455
5 g 200-355
< N .
£ 15 1:1.5 SEEEE
5 8 200-355
o s .
S 12 355-455
o = _ 200-355
1:1.25 355-455
_ 200-355
20 1:1.5 355455
_ 200-355
12 355-455
, < 100-200
S & g
< ET S
22 88 - 1:2.3 200-355
W= 8 X
B
S 355-455

3.3.2. Uc boyutlu (3D) fibréz doku iskelelerinin iiretimi
3.3.2.1. Biyomimetik yontemle HAp ve Bor katkih HAp parcaciklarinin iiretimi

Biyomimetik yontemle HAp ve bor katkili HAp parcaciklarin {iretiminde Mavis ve
arkadaglarinin [115] hazirladigi 10xSBF ¢ozeltisi kullanilmistir. 10xSBF  ¢ozeltisinin
bilesenleri Cizelge 3.2.°de gosterilmistir. Bes cesit tuz, Cizelge 3.2.’de belirtilen
miktarlarda tartilarak 800 mL distile su igerisinde ¢oziilmiis ve ¢ozelti hacmi distile su ile
1000 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltisi, ¢oktiirme islemi dncesine kadar

4°C’de saklanabilmektedir.
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Coktiirme islemi yapilmadan 6nce, ¢ozelti pH’1n1 dengelemek icin 100 mL stok ¢dzeltisine
0.084 g NaHCOj3 eklenmistir. Daha sonra, mikrodalga firmda (Milestone, talya) 600W’lik
mikrodalga enerjisi kullanilarak HAp kristallerinin olusturulmasi saglanmistir. Mikrodalga

enerjisi, 10xSBF ¢ozeltisine 30 s siireyle 9 kez uygulanmistir [118].

Cizelge 3.2. 1 L’lik 10xSBF ¢ozeltisi bilesenleri ve miktarlari

Sira Bilesen Miktar () Molarite(mM)
1 NaCl 58.443 1000
2 KCI 0.373 5
3 CaCl2.2H:0 3.675 25
4 MgCl2.6H20 1.016 5
5 NaH2PO4.H,0O 0.250 3.62
6 NaHCO3" 0.084 10
“100 mL SBF igin

B-HAp parcaciklarin iiretimi i¢in ise, ilk olarak 1000 mL ultra saf su igerisine 10 g borik
asit eklenmis ve karistirildiktan sonra pH degerinin uygun aralikta olmasi i¢in (6.5-7.4)
NaOH eklenmistir. Daha sonra uygulanan islemler, HAp parcaciklarin iiretiminde

yapildigr sekilde tekrarlanmigtir [19].

HAp ve B-HAp parcaciklari, mikrodalga ile ¢oktiirme islemi sonrasinda istenmeyen
fazlarin uzaklastirilmasi i¢in 3 kez etanol, 2 kez de distile su ile yikanarak her seferinde

6,000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmis ve 37°C’de kurumaya birakilmistir.
3.3.2.2. Uc boyutlu elektroegirme

PBAT ve HAp, B-HAp katkili PBAT fibr6z matrislerin tretimi i¢in, 3 boyutlu
elektroegirme yontemlerinden biri olan 1slak elektroegirme kullanilmistir. Bu yontemde,
geleneksel 2 boyutlu elektroegirmeden farkli olarak, fiberler sivi banyosunda toplanmustir.
PBAT, HFIP igerisinde ¢oziilerek (%24, w/v), siringaya aktarilmistir. Islem sirasinda
voltaj 21 kV, akis hiz1 0.6 mL/sa ve siringa-toplayici arasindaki uzaklik 25 cm olacak
sekilde ayarlanmistir. Siv1 toplayici olarak %96°lik etanol kullanilmistir. HAp ve B-HAp
katkilt fibréz PBAT matrislerin fabrikasyonu icin, biyomimetik yontemle iiretilen HAp
veya B-HAp pargaciklari, elektroegirme islemi dncesinde PBAT ¢ozeltisine %5 oraninda
(w/w) olacak sekilde eklenerek 1 giin boyunca karistirllmis ve pargaciklarin ¢ozelti
igerisinde dagilmasi saglanmistir. Etanol igerisinde toplanan fibréz matrisin iizerinden

etanol uzaklastirilarak distile su ile yikanmig ve dondurarak kurutma yontemi ile
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kurutulmas: saglanmistir. Karakterizasyon ve hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilacak

orneklerin iiretimi icin, fiberler siv1 toplayici icerisinde 2.5 sa siireyle toplanmistir.
3.4. Doku iskelelerinin karakterizasyonu

Elde edilen doku iskelelerinin yapilarinin ve morfolojilerinin incelenmesi amaci ile, ¢esitli
karakterizasyonlar yapilmistir. Doku iskelelerinin morfolojileri SEM analizi ile incelenmis,
yapilan diger analizler ile mekanik dayanimlari, bozunurluklari, su alim kapasiteleri, su
temas agilar1 ve gozeneklilikleri incelenmistir. HAp ve B-HAp iceren PBAT fibroz

matrisler, ayrica transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) analizi ile incelenmistir.
3.4.1. SEM analizi

Doku iskelelerinin morfolojileri, SEM analizi (Zeiss Evo 50, Almanya) ile incelenmistir.
Bu amacla, doku iskeleleri SEM ile goriintiilenmeden once altinla kaplanmistir. Doku
iskelelerinin gozenek g¢aplari ve elektroegirme islemi sonucu elde edilen fiberlerin gaplari,

ImageJ programi (NIH, Bethesda, MD) ile hesaplanmustir.
3.4.2. Geg¢irimli elektron mikroskopisi (TEM) analizi

Gecirimli elektron mikroskopisi analizi (TEM), 1slak elektroegirme yontemi ile iiretilen
PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp PBAT doku iskelelerinde PBAT fiberler igerisinde
hapsolmus olan HAp ve B-HAp parcaciklarin morfolojilerinin goériintiilenmesi amaci ile
gerceklestirilmigtir. Elektroegirme islemi sirasinda fiberler, Bolim 3.3.2.2°de belirtilen
parametrelerde, Holey karbon 1zgaralar iizerine 15 s siireyle toplanmis ve TEM cihazinda

(FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM) gériintiilenmistir.
3.4.3. Su temas acis1 analizi

Su temas acis1 6lglimiinde yapisik damla metodu kullanilmistir. Kriiss DSA 100 (Almanya)
cihazi ile gergeklestirilen deneyde, 5 uL hacmindeki deiyonize su damlacig1 doku iskelesi

tizerine birakilarak, ylizey ile yaptig1 ac1 mikro kamera yardimu ile dl¢tilmuistiir.
3.4.4. Su alim kapasitesi ol¢iimii

Doku iskelelerinin su alim kapasitesi Olgtimii, PBS (pH:7.4, 37°C) igerisinde
gerceklestirilmistir.  Doku iskeleleri, PBS igerisine daldirilmis ve belirli zaman
araliklarinda c¢ikarilarak agirliklart Olciilmistiir. Agirlik 6lglimii  yapilmadan once,
iskelelerin yiizeyindeki fazla su bir kagit yardimi ile uzaklastirilmistir. Belirlenen zaman

araliklarindaki su alim kapasiteleri (WC), Esitlik 6’da gosterildigi sekilde hesaplanmustir.
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WC (%) = [(W:— W) / W] x 100 (6)

Esitlikte, Wi, doku iskelesinin ilk (kuru) agirhigmmi, W ise su igeren agirligini

gostermektedir.
3.4.5. Gozeneklilik ol¢iimii

Doku iskelelerinin gozenekliligi gravimetrik yontem ile hesaplanmistir. Hesaplamalarda,
PBAT 1n gercek yogunlugu (pg, 1.26 g/cm?®) ve doku iskelesinin goriinen yogunlugu (pa)
kullanilmistir (Esitlik 7).

Gozeneklilik (%) = [1 — (pa/ pg)] X 100 (7)
Gortinen yogunluk (pa), doku iskelesinin agirliginin hacmine bdliinmesi ile elde edilmistir.
3.4.6. Mekanik dayanim testleri

Uretilen doku iskelelerinin mekanik dayanmimlari, universal testing machine (Zwick
Roell/Z250) ile &lgiilmiistiir. Ornekler, dlgiim dncesinde 1 saat boyunca PBS (pH:7.4,
37°C) igerisinde bekletilmistir. U¢ boyutlu orneklere sikistirma testleri, 2 boyutlu
orneklere ise cekme testleri uygulanmisir. Ug boyutlu &rnekler, capt 10 mm, yiiksekligi 8
mm olmak iizere silindir seklinde kesilmistir. 2 boyutlu 6rnekler ise 7 mm genislik ve 40
mm uzunluk olacak sekilde dikdértgen parcalara kesilmistir. Sikistirma ve c¢ekme

testlerinde uygulanan kuvvetler ve uygulama hizlar1 Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Mekanik dayaniklilk testlerinde uygulanan parametreler

Fabrikasyon Sikistirma/cekme Uygulanan basma Uygulanan ¢ekme
Y ontemi hiz1 (mm/dk) kuvveti (N) kuvveti (N)
Coziicii buharlastirma - 100
10
Elektroegirme - 100

Coziicii dokiim-

pargacik uzaklagtirma 100 )

Eriyik kaliplama-
parcacik uzaklagtirma 10,000 )

Sikistirma direncgleri, ¢ekme direngleri ve modiiliis degerleri, test sonucu elde edilen

gerilim-gerinim (stress-strain) egrisinden hesaplanmuistir.
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3.4.7. Enzimatik bozunma testleri

Enzimatik bozunma testleri, ince filmlere ve ¢6ziicli dokiim pargacik uzaklastirma yontemi
ile tretilen silinger yapidaki doku iskelelerine uygulanmistir. Enzim olarak lipaz
kullanilmistir. Elli mg lipaz enzimi, 100 mL PBS igerisinde ¢ozinmiis, ve ¢ozeltiye
mikroorganizma olugumunu engellemek amact ile %0.1 (w/v) oraninda sodyum azid
eklenmistir. Doku iskeleleri, enzimatik bozunmanin yani sira, enzim igermeyen PBS
ortaminda da bekletilerek hidrolitik bozunmalar1 incelenmistir. Doku iskelelerinin
tizerindeki bozunma ortamlar1 haftada bir yenilenmistir. Bozunurlugun incelenmesi igin
malzemelerin morfolojilerindeki degisimler SEM ile goriintiilenmistir. Olgiimler ve

analizler bozunma testlerinin 1., 3. ve 5. haftasinda gergeklestirilmistir.
3.5. Hiicre Kkiiltiir calismalari
3.5.1. MC3T3-E1 hiicre hatti ile yapilan hiicre kiiltiir calismalari

MC3T3-E1 hiicre hatti ile hiicre kiiltlir ¢aligmalari, ince film, 2 boyutlu fibréz matrisler ve
¢oziicii doklim-pargacik uzaklastirma ve eriyik kaliplama-pargacik uzaklastirma yontemleri
ile tretilen doku iskeleleri ile yapilmistir. Bu doku iskeleleri ile ytiriitiilen hiicre kiiltiir

calismalarinda, hiicrelerin yiizey iizerine tutunmalar1 ve ¢ogalmasi incelenmistir.

Hiicreler, 6nce hacimce %10 FBS ve %!l penisilin-streptomisin igeren o-MEM besi
ortaminda cogaltilmistir. Sterilizasyon igin, %70’lik etanol igerisine konulan doku
iskeleleri vakum etiiviinde ¢oktiiriilmiis ve 30 dk etanol igerisinde bekletilmistir. Daha
sonra, kiiltiir kaplarina yerlestirilen doku iskelelerinin her iki yiizeyi 45 dk UV’ye maruz
birakilmistir. Hiicre ekimi yapilmadan 6nce, hiicrelerin beslendigi %10 FBS, %]1 penisilin-
streptomisin iceren o-MEM ortami yari yariya seyreltilerek doku iskelelerinin iizerine
eklenmistir. Doku iskeleleri, bu ortamda bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler,
tripsinizasyon ile kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilarak siispanse edilmis, 10 pL besi ortami
icerisinde doku iskelelerine ekilmistir. Iki boyutlu doku iskeleleri i¢in 30,000 hiicre/iskele;
3 boyutlu doku iskeleleri icin ise 100,000 hiicre/iskele olacak sekilde hiicre ekimi
yapilmistir. Doku iskeleleri iizerine, hiicre ekimi yapildiktan sonra 30 dk’da bir 10’ar pL
besi ortami1 eklenmistir. U¢ saat sonunda, doku iskelelerinin iizerine 1’er mL besi ortami
eklenmistir. Hiicreler, doku iskelesi {izerinde biiylime ortami (hacimce %10 FBS ve %1
penisilin-streptomisin igeren a-MEM besi ortami) igerisinde, 37°C’de ve %5 CO2 igeren
inkiibatorde (Heraeus Instruments, Almanya) kiiltlir edilmistir. Hiicre kiiltiir ¢caligmalari,

steril hava igeren laminer akisli kabinde (Bioair, Type II, Italya) ger¢eklestirilmistir.
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3.5.1.1. SEM analizi

Hiicrelerin doku iskelelerinin yilizeyine tutunmalari, yayilmalari ve ¢ogalmalari, SEM
analizi ile morfolojik olarak incelenmistir. SEM analizi i¢in O6rnekler, lizerinden kiiltiir
ortami uzaklastirilip 2 kez PBS ile yikandiktan sonra fiksasyon islemi i¢in 30 dk boyunca
%2.5 (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi igerisinde bekletilmis ve analize kadar 1’er mL PBS
icerisinde 4°C’de saklanmistir. Analize gitmeden dnce, drnekler %30, %50, %70, %90 ve
%100’liik etanol serisi icerisinde 2’ser dk bekletilerek dehidrasyon islemi gergeklestirilmis
ve HMDS igerisinde 5’er dk bekletilmistir. Bir gece boyunca kurumasi saglanan ornekler,
SEM analizi 6ncesinde altin ile kaplanmigtir. SEM analizi, hiicre kiiltiir galismasinin 4., 24.

saatinde, 3. giiniinde ve 11. giiniinde yapilmistir.
3.5.2. hBMSC hiicre hatti ile yapilan hiicre Kiiltiir calismalar

Calismada, kemik iliginden izole edilen 7. pasajdaki insan kemik iligi kokenli mezenkimal
kok hiicreleri (nBMSC)ler kullanilmistir [129]. Bu hiicrelerin kiiltiirleri, 3 boyutlu PBAT,
HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT fibroz doku iskeleleri ile yiritiilmiistiir. Sterilizasyon igin,
doku iskeleleri %70 etanol igerisinde 45 dk bekletildikten sonra, her iki yiizeyi 45 dk
UV’ye maruz birakilmistir. Hiicre ekimi yapilmadan 6nce, hiicrelerin beslendigi %10 FBS,
%1 penisilin-streptomisin igeren a-MEM ortami yar1 yariya seyreltilerek doku iskelelerinin
tizerine eklenmistir. Doku iskeleleri, bu ortamda bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Daha
sonra hBMSCler, 10 pL besi ortami igerisinde 70,000 hiicre/iskele olacak sekilde doku
iskelelerine ekilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra, hiicrelerin osteojenik
farklilasmasinin uyarilmasi igin bilylime ortamina kiiltiir siiresince 100 nM dekzametazon,
10 mM B-gliserol fosfat ve 0.05 mM askorbik asit eklenmigtir. hBMSC hiicre kiiltiiriinde
hiicrelerin ¢ogalmasinin ve farklilasmasinin degerlendirilmesi igin DNA analizi, SEM
analizi, ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), alkalin fosfataz aktivitesi

(ALP) tayini, kollajen analizi ve kalsiyum analizi gergeklestirilmistir.
3.5.2.1. DNA analizi

Kiiltiiriin 1., 7., 14. ve 28. giinlerinde gergeklestirilen DNA analizi ile hiicrelerin ¢ogalmasi
belirlenmigtir. Belirlenen gilinlerde kiiltiir ortamindan uzaklastirilan doku iskeleleri, analiz
yapilincaya kadar -80°C de muhafaza edilmistir. Analizden 6nce ekstrakt elde etmek igin,
Eppendorf tiipleri igerisinde bulunan doku iskelelerinin tizerine 600 pL Triton X-100
¢ozeltisi eklenmis ve vortekslenmistir. Ornekler 10,000 rpm’de 30’ar s homojenize edildikten

sonra, 12,000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.
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Ekstraktlardan 10’ar pL alinarak 96 gozlii Petri kabina aktarilmis ve her bir ekstraktin
tizerine 90’ar uL. TE tamponu (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH:7.5) ve 100’er pL
Quant-iT™ PicoGreen® reagent (TE tamponu kullanilarak 200 kat seyreltilmis) eklenmistir.
Ornekler 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra, floresan mikroplaka okuyucu ile
(uyarilma: 480 nm, emisyon: 520 nm) floresan siddetleri belirlenmistir. DNA derisimleri
bilinen standartlarin kullanimi ile elde edilen kalibrasyon egrisi yardimi ile (EK 1),

orneklerin floresan siddetlerinden DNA miktarlar1 hesaplanmistir.
3.5.2.2. Alkalin fosfataz (ALP) aktivitesi tayini

Erken donem farklilagma belirteci olan alkalin fosfataz (ALP) aktivitesinin Sl¢iimii, analiz
Kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizde, ALP enziminin pNPP (p-nitrofenil fosfat)’

1, PNP (p-nitrofenol) bilesigine doniistiirmesinden yararlanilmistir [130].

ALP aktivitesinin tayininde, DNA analizi i¢in Triton X-100 ile hazirlanan ekstraktlar
kullanilmistir. Triton ekstraktlarindan 80 pL alinarak 96 gozlii Petri kabina aktarilmis ve
tizerine 50’°ser L. pNPP ¢ozeltisi (SmM) eklenerek 25°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Son
olarak, tepkimenin durdurulmasi igin, drneklerin tizerine 20 pL stop ¢ozeltisi eklenmistir.
Tepkime sonucu olusan pNP’nin absorbansi, UV mikroplaka okuyucuda (ASYS, Hitech
UVM 340 plate reader, Avusturya) 405 nm dalga boyunda 6lgiilmiistiir. Kalibrasyon egrisi
yardimi ile, bilinmeyen orneklerin absorbans degerlerinden ALP miktarlart hesaplanmustir.

ALP aktivitesi analizi, kiiltiiriin 7., 14. ve 28. giinlinde gerceklestirilmistir.
3.5.2.3. Kollajen analizi

Bu analiz, kollajenin yapisinda bulunan hidroksiprolin amino asidinin miktarsal 6l¢iimii ile
gerceklestirilmistir. Hidroksiprolin, doku hidrolizatlarinda bulunan kollajen veya jelatin
miktariin dogrudan 6l¢iitiidiir. Kollajen analizi, hiicre kiiltiir calismasiin 1., 7., 14. ve 28.

giinlerinde yapilmistir.

Kollajen ekstraksiyonu i¢in, drneklerin tizerine 100 pL su eklenerek homojenize edilmis ve
sonrasinda 100’er pL 12 N HCI eklenerek 3 saat 120°C’de inkiibe edilmistir. 3 saat
sonunda Ornekler vortekslenmis ve 10,000 rpm’de 3 dk santrifiijlenerek ¢okeltilerin
uzaklastirilmast saglanmistir. Ekstraktlardan 50°ser pL alinarak 96 gozlii Petri kaplarina
aktarilmig ve 1 gece boyunca 60°C’de kurumaya birakilmistir. Analiz i¢in, kuruyan
orneklerin iizerine 100 pL kloramin T ajan1 eklenerek 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmis
ve 100 pL. DMAB reagent eklenerek 60°C’de 90 dk inkiibe edilmistir. Tepkime sonucu
olusan hidroksiprolinin absorbansi, UV mikroplaka okuyucu kullanilarak 560 nm’de
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Olgtilmistiir. Hidroksiprolin standartlarmin kullanimiyla elde edilen kalibrasyon egrisi
yardimi ile (EK 2), bilinmeyen O&rneklerin absorbans degerlerinden hidroksiprolin

miktarlar1 hesaplanmistir.
3.5.2.4. Kalsiyum analizi

ECM mineralizasyonunun degerlendirilmesi amaciyla, hiicre kiiltiiriiniin 14. ve 28.
giinlerinde kalsiyum analizi yapilmistir. Analiz 6ncesinde, kalsiyumun ekstrakte edilmesi
icin, makas yardimi ile pargalanmis Orneklerin {lizerine %5’lik (w/v) trikloroasetik asit

eklenmis ve 30 dk sonikatorde bekletilmistir.

Bilinmeyen Orneklerin analizi i¢in, hazirlanan ekstraktlardan 25’er pL alinarak 96 gozli
Petri kaplaria aktarilmis ve steril su ile 50 pL’ye tamamlanmistir. Son olarak 90’ar pL
kromojenik ajan ve 60’ar pL analiz tamponu eklenmistir. 5-10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra, UV mikroplaka okuyucu kullanilarak 575 nm dalga boyunda absorbans
Olciimii yapilmistir. Kalsiyum standartlarinin kullanimi ile ¢ikarilan kalibrasyon egrisi
yardimi ile (EK 3), bilinmeyen Orneklerin absorbans degerlerinden kalsiyum miktarlari

hesaplanmustir.
3.5.2.5. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile gen ifadesi analizi

Hiicrelerin osteojenik farklilasmasinin degerlendirilmesi i¢in, RT-PCR ile COL-I, ALP,
osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN) gen ifadelerinin analizi ger¢eklestirilmistir. Doku
iskeleleri, hiicre kiiltiirliniin 7., 14. ve 28. giinlerinde besi ortamindan uzaklastirildiktan
sonra Eppendorf tiiplerine aktarilmig ve tzerlerine 200 pL Trizol eklenerek analiz

edilinceye kadar -80°C’de bekletilmistir.

Analizden 6nce RNA izolasyonu i¢in, donmus olan Trizol eritilerek vortekslendikten sonra
tizerine 50 pL Kkloroform eklenmis ve 12,000 rpm’de 4 °C ‘de 10 dk santrifiijlenmistir.
Ustte olusan sivi faz, yeni Eppendorf tiiplerine aktarilarak iizerlerine 250 pL  %70’lik
etanol eklenmistir. Elde edilen ¢ozeltiler, RNA igin secici filtreler igeren kolonlara
aktarilmis ve 12,000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiijlenmistir. Daha sonra, kolonlarin alt
kisminda toplanan sivi uzaklastirilmis ve 700 uL RW1 tamponu eklenerek 30 s 12,000
rpm’de santrifiijlenmistir. Kolonun altinda toplanan sivi tekrar uzaklastirilarak 500 pL
RPE tamponu eklenmis ve 30 s boyunca 12,000 rpm’de santrifiijlendikten sonra son
basamak tekrarlanmistir. Kolonun altinda bulunan toplama tiipleri temiz Eppendorf
tiiplerle degistirilmis ve 12,000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir. Son olarak, toplama tiipleri,
steril tiipler ile degistirilmis ve 50 uL. RNAse icermeyen su eklenerek 1 dk boyunca 12,000
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rpm’de santrifiijlenmistir. Izole edilen RNA miktarlar1 Nanodrop (Thermo Scientific
nanodrop 2000c) ile belirlenmis ve uygun oranlarda su eklenerek Orneklerin RNA

baslangi¢ derisimleri esitlenmistir.

RT-PCR analizleri i¢in, Applied Biosystems Kit cDNA (ABD), SolisBioDyne 5 Hot
FirePol® EvaGreen®qPCRMix Plus (Estonya) kitleri kullanilmis ve analizler
LightCycler®Nanolnstrument (Roche, Almanya) ile gerceklestirilmistir. Izole edilen
RNA’lardan c¢DNA eldesi i¢in, 40°C’de 120 dk’da reverse transkripsiyon
gergeklestirilmistir. Daha sonra yapilan PCR analizi, ilk aktivasyon basamagi 95°C’de 15
dk’da, uzatma basamagi 95°C’de 15 s, 60°C’de 20 s, 72°C’de 20s ve ayrilma basamagi
60°C’de 4s ve 95°C’de 20s olmak iizere 45 dongiide gerceklestirilmistir. Analizlerde [-
Aktin geni referans gen (housekeeping gen) olarak kullanilmistir. Genler igin kullanilan
primerler Metabion (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Genlerin primer dizileri

Cizelge 3.4’ te verilmistir.

Cizelge 3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in primer dizileri

Gen Bolgeleri Primer Dizileri
-Akin Forward 5*-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3’
Reverse 5'-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3’
Collaen Forward 5"-CAAGATGTGCCACTCTGACT-3’
Reverse 5*-TCTGACCTGTCTCCATGTTG-3’
ALp Forward 5'-GAGCGACACGGACAAGAAG-3’
Reverse 5 TGGTAGTTGTTGTGACATAATC-3’
Osteokalsin Forward 5-CTTTCTGCTCACTCTGCTG-3’
(OCN) Reverse 5 - TATTGCCCTCCTGCTTGG-3’
Osteopontin Forward 5*-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3’
(OPN) Reverse 5’-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3’

3.5.2.6. SEM analizi

SEM analizi, kiiltiiriin 7. ve 28 giinlerinde gerceklestirilmistir. Hiicrelerin fiksasyonu i¢in,

Boliim 3.5.1.1°de belirtilen islemler uygulanmustir.
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3.5.2.7. istatistiksel analiz

Calismalarda elde edilen sonuglar, GraphPAd Software Instat programi ile istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Sonuglar + standart sapma degerleri ile birlikte sunulmustur.
Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasi amaciyla tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) yontemi, Tukey-Kramer post hoc testiyle birlikte kullanilmig ve p-degerinin

0.05’ten az oldugu degerler anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde, kemik rejenerasyonu i¢in {iretilen PBAT bazli doku iskelelerinin
karakterizasyonlarinin ve in vitro hiicre kiiltiir ¢alismalarmin sonuglar1 verilmis ve
sonuglar karsilastirilarak tartisgtlmistir. ilk olarak, PBAT recinelerinin Karakterizasyonlari
ile ilgili sonuglar degerlendirilmistir. Daha sonra, gesitli fabrikasyon yontemleri ile {iretilen
doku iskelelerinin karakterizasyonlar1 gerceklestirilmis ve MC3T3-E1 hiicre hatt1 ile
yapilan kiiltiir ¢alismalarinin sonuglar1 incelenmistir. Caligmanin ikinci kisminda, 1slak
elektroegirme ile iretilen PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT 3D fibroz doku
iskelelerinin karakterizasyon sonuglar1 degerlendirilmis, hBMSC hiicre hatt1 ile yapilan

hiicre kiiltiir ¢alismalarininin sonuglari incelenmis ve tartisiimistir.
4.1. PBAT recinelerinin karakterizasyonlari

4.1.1. Fourier doniisiimlii toplam yansimasi azaltilmis kizilotesi spektroskopisi (ATR-

FTIR) analizi

ATR-FTIR analizi, PBAT 1n kimyasal yapisinin incelenmesi amaciyla gerceklestirilmistir.
ATR-FTIR analizinden elde edilen spektrum, Sekil 4.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. PBAT reginelerinin ATR-FTIR spektrumu

Spektrumda, 1709 cm™ dalga sayisinda bulunan pik, ester grubunun karakteristik pikidir.

1267 cm™ ve 1165 cm™ dalga sayilarinda bulunan pikler ise, sirastyla PBAT 1n yapisinda
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bulunan aromatik ve alifatik ester gruplarmin O=C-O-C gerilimlerine aittir. Bu piklerin

varligi, PBAT’1n yapisinda alifatik ve aromatik gruplarin bulundugunu dogrulamaktadir.
4.1.2. Termogravimetrik-diferensiyal termal analiz (TG-DTA)

PBAT’1n termal ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile yapilan TG-DTA analizinden elde

edilen termogram Sekil 4.2.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. PBAT reginelerine ait TG-DTA egrisi

Sekil 4.2.°de gosterildigi gibi, PBAT 1n termal bozunmasi 388°C de baslamakta ve %93
kiitle kaybr ile sonuglanmaktadir. Ayrica, DTA egrisinde 112°C” de gozlenen endotermik
pik, PBAT’in erime noktasini belirtmektedir. Bir polimerin termal bozunma sicakligi,
¢esitli mithendislik uygulamalarinda kullanilmasi i¢in 6nem tasimaktadir. Termal bozunma
sicakliginin erime sicakliginin oldukga iizerinde olmasi, PBAT 1in termal uygulamalarda
kullanim i¢in elverisli oldugunu gostermektedir. Ayrica, PBAT 1n erime noktas1 ve termal

bozunma sicakliginin, LDPE’ninkine benzer oldugu anlasilmigtir [131].
4.1.3. BC-NMR analizi

PBAT’in biyobozunurluk hizi ve mekanik o6zellikleri, yapisinda bulunan alifatik ve
aromatik gruplarin miktarlarina baglhidir. PBAT’1in yapisinda bulunan tekrarlayan

birimlerden alifatik biitilen adipat (BA) ve aromatik biitilen tereftalat (BT)’in molce
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yiizdelerinin ve ortalama sekans uzunlugunun belirlenmesi icin yapilan 3C-NMR

analizinden elde edilen spektrum Sekil 4.3.” te gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. PBAT reginelerine ait *3C-NMR spektrumu (B: biitilen, A: adipat, T: tereftalat)

Sekil 4.3.te gosterilen spektrumda, PBAT’in yapisinda bulunan her bir karbon

harflendirilmis ve spektrumda bulunan pikler tizerinde belirtilmistir.

Daha onceden belirtildigi gibi, zincirde bulunan aromatik bloklarin miktart arttiginda
polimer zincirlerinin hareketliligi azalmakta ve dolayisiyla bozunma hizi diismektedir [7].
13C-NMR spektrumunda, BT ve BA birimlerinin molce yiizdeleri, Esitlik (1) ve (2)’nin
kullanimiyla sirasiyla %42 ve %58 olarak hesaplanmistir. Hesaplanan degerler, BASF
firmasinin Ecoflex® adl1 ticari iiriiniiniin bilesimine (BT: %44, BA: %56) yakindir. Ayrica
BA ve BT nin ortalama sekans uzunluklari, Esitlik 3’tin kullanimu ile sirasiyla 2.56 ve 1.78
olarak hesaplanmigtir. Son olarak, “degree of randomness” degeri, 0.95 olarak

bulunmustur.

“Degree of randomness” degeri 1’e yaklastikga, kopolimerin rasgele segilen ve n>10
tekrarlayan birim igeren bolimiindeki X ve Y tekrarlayan birimlerinin birbirine olan orani,
tiim zincirde bulunan X ve Y birimlerinin birbirine olan oranina yaklagir [132]. Bu degerin
0.95’e esit olmasindan yola ¢ikilarak, PBAT molekiil zincirinin herhangi bdliimiinde
bulunan BT ve BA’nin oraninin genel orana (BT:%42 ve BA:%58) benzer oldugu

sOylenebilir.

Literatiirde yer alan ¢esitli calismalarda, %42 BT ve %58 BA iceren PBAT’ 1n 12 haftada

kompost ortaminda tamamen bozundugu belirtilmistir [6]. Witt ve ark., aromatik gruplarin
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sekans uzunluklar1 n=1 ve n=2 oldugunda bozunmanin hizli oldugunu, n>3 oldugunda ise
bozunurluk hizinin olduk¢a azaldigimi belirtmistir [97]. Yine de, karisik mikrobiyal
poplilasyon varliginda uzun aromatik sekanslarin da bozunmaya ugradiginin belirtildigi

calismalar mevcuttur [10].

Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan lipaz enzimi varliginda bozunan PBAT’m, in
vivo kosullarda da lipaz enzimi varliginda bozunabilecegi Ongoriilse de, bu kosullarda

yapilan bozunurluk deneyi bulunmamaktadir.

PBAT’in tekrarlayan birimlerinin molce yilizdesi, bozunurluk hizin1 etkiledigi gibi,
mekanik 6zelliklerini de etkilemektedir. PBAT in hem biyobozunurluk, hem de mekanik
ozellikler acisindan yeterli 6zellik gdsterebilmesi i¢in, icerdigi aromatik birimlerin molce

ylizdesinin optimum olarak %35-55 arasinda bulunmasi gerektigi belirtilmistir [98].

Bu nedenlerle, tez calismasinda kullanilan PBAT’in bozunurluk ve mekanik 6zellikler

acisindan yeterli 6zellik gosterdigi sdylenebilir.
4.2. PBAT doku iskelelerinin iiretimi ve karakterizasyonu

Calismanin ilk kisminda PBAT biyomalzemeler, elektroegirme, ¢oziicii dokiim-pargacik
uzaklastirma, eriyik kaliplama-pargacik uzaklastirma ve ¢o6ziicli buharlastirma yontemleri

kullanilarak tiretilmistir. Elde edilen tirtinlerin goriintiileri Sekil 4.4’te verilmistir.

b

Sekil 4.4. Cesitli fabrikasyon yontemleri ile tiretilen doku iskelelerinin goriintiileri: (a)
¢oziicii buharlastirma, (b) elektroegirme, (C) ¢Oziicii dokiim-par¢acik uzaklastirma, (d)
eriyik kaliplama- pargacik uzaklastirma
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4.2.1. Elektroegirme islemi ile 2D fibroz matrislerin iiretimi

Elektroegirme yontemi ile 2D PBAT fiberlerinin {iretim asamasinda, optimum kosullarin
belirlenmesi igin ¢alismalar yapilmistir. Calismalarda organik ¢oziicii olarak HFIP
kullanilmis, %12 ve % 14 (w/v) polimer derisimlerinde ¢alisilmistir. Yiizde 12 ve %14°lik
derisimlerde ¢esitli gerilim ve siringa pompasi akis hizlarinda elde edilen fiberlerin

goriintiileri sirasiyla Sekil 4.5 ve Sekil 4.6.’da verilmistir.

Sekil 4.5.te verilen SEM gorintiilerinde, %12 PBAT derisiminde tiim akis hizlar1 ve

gerilim degerlerinde fiberlerde boncuk olustugu goriilmektedir.

Polimer ¢ozeltisinin viskozitesi, fiber morfolojisini etkileyen en onemli faktorlerden
biridir. Cozelti viskozitesi arttiginda, polimer molekiil zincirlerinin dolagiklig1 artar ve
diizgiin morfolojiye sahip, kesintisiz ve boncuksuz fiberler olusur. Diizgiin ve kesintisiz
fiber olusumu igin ¢O6zeltinin belirli bir viskoziteye sahip olmasi gerektigi gibi,
viskozitenin yliksek olmasi jet ¢ikisini zorlastiracag igin fiber olusumunu engelleyebilir.
Ayrica viskozitenin artirtlmasi, fiber capimi da artirmaktadir. Bu nedenle, viskozitenin
optimum bir aralikta olmasi1 gerekir. Cozeltinin viskozitesi, polimer ¢dzeltisinin derigimi

ile dogru orantilidir [63].

PBAT ¢ozeltisinin derisimi %12 (w/v) oldugunda, viskozite yetersiz geldigi i¢in fiberlerde
boncuk olustugu diisiiniilmektedir. Derigim sabit tutularak gerilim ve siringa pompast akis
hizlar1 artirlldiginda da boncuk olusumunun engellenememesi, boncuk olusumunu
etkileyen ana faktoriin ¢ozelti derisimi, dolayisiyla viskozite oldugunu gostermektedir.
Diger parametreler sabit tutulup polimer derisimi %12’den %14’e ¢ikarildiginda boncuk
olusmamasi, bu bulguyu desteklemektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Yiizde 12 (w/v) PBAT ¢ozeltisinin kullanimiyla farkli gerilim ve akis hizlarinda
elde edilen fibroz matrislerin SEM goriintiileri (Toplayici-siringa ucu aras1 mesafe: 20cm),
(Biiytitme: 5,000x)
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Sekil 4.6. Yiizde 14 (w/v) PBAT ¢ozeltisinin kullanimiyla farkli gerilim ve akis hizlarinda
elde edilen fibroz matrislerin SEM goriintiileri (Toplayici-siringa ucu arasi mesafe: 20cm)
(Biiytitme: 5,000x)
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Yiizde 14 (w/v) PBAT c¢ozeltisi ile yapilan elektroegirme islemi sonucunda diizgiin ve
boncuksuz fiberler elde edilmistir. Fakat, akis hiz1 diistiikce jet kararliliginin azalmasindan
dolay1r siringa ucunda birden fazla polimer jeti olusumu goriilmiistiir. Bu da, diisiik akis
hizlarinda fiber cap1 dagiliminin artmasina neden olmustur. Bu nedenle, en kararli jet
olusumunun goriildiigii 1 mL/sa akis hizinda ¢alisilmasina karar verilmistir. Yiizde 14’lik
polimer derisiminde, farkli gerilim degerlerinde yapilan elektroegirme isleminin ise fiber

morfolojisinde ve ¢apinda belirgin bir etki yaratmadigi goriilmiistiir.

Sekil 4.7 (a) ve (b)’de, farkli akis hizi ve polimer derisimi degerlerinde elde edilen
fiberlerin ¢ap degisimlerini gosteren grafikler verilmistir. Polimer derisimi artirildiginda,
fiber gaplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmemekle birlikte, %14 polimer
derigimi ile elde edilen fiber ¢aplarinin %12 polimer derisimi ile elde edilen fiberlere gore

oransal olarak daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

E Gerilim: 12 kV In Gerilim: 21 kV
900 900
800 800
700 700
g 600 [ [ I E 600 I
% 500 -[ E‘ 500 I
L: 400 O 400 [ .|-
8 300 ._a 300
" 200 200
100 100
0 0
0,4 0,6 0,8 1 0,4 0,6 0,8 1
Akis Hizi (mL/sa) Akis Hizi (mL/sa)

%12 W%14

Sekil 4.7. Farkli akis hiz1 ve polimer derisimlerinde elde edilen PBAT fiber c¢aplarmnin
degisimi: (a) 12 kV ve (b) 21 kV

Hiicre kiiltiirii ve diger karakterizasyon c¢alismalarinda kullanilmak {izere, 2D fibroz
matrislerin 21 kV gerilim, 1 mL/sa akis hizt ve 20 cm mesafe kosullarinda iiretilmesine

karar verilmistir. Bu kosullarda iiretilen fiberlerin ortalama c¢ap1 569 + 187 nm’dir.
4.2.2. Coziicii dokiim-parcacik uzaklastirma islemi

Coziicti dokiim-pargacik uzaklastirma islemi ile, %10, %15 ve %20 (w/v) polimer
derigimlerinde elde edilen iskelelerin SEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10’da

verilmistir.
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tuz orani (mL:g)

polimer ¢dzeltisi

15125

1:1.5

NaCl pargacik boyutu (um)

o 2
N7
Y
LR B
R

200pm
—

EHT=1500kV__ SignalA=SE1 _ Mag= 100X

Sample ID =

ENT=1500KV _ SignalA=SE1 _Msg= 100X Sample 10 =

Sekil 4.8. %10 (w/v) PBAT ¢ozeltisinden farkli NaCl pargacik boyutu ve miktarlarinda
elde edilen doku iskelelerinin SEM goriintiileri. (Beyaz oklar, tuz kiimelerinin olusturdugu
biiyiik bosluklari isaret etmektedir) (biiylitme: 100x)

Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10°da sunulan SEM goriintiilerinden, genel olarak c¢ozeltiye eklenen
NaCl miktarinin gozenek morfolojisini etkiledigi goriilmektedir. Tuz miktari, polimer
¢ozeltisinin hacminin 1.25 katinda tutuldugunda, igsel baglantili gdzenek olusumu igin
yeterli olmadig1 ve kapali gézeneklerin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.8. a, d; Sekil 4.9. a,
d ve Sekil 4.10. a, d). Tuz miktar1 polimer derisiminin 2 katina ¢ikarildiginda ise, tuz
pargaciklar1 kiimelenerek iskelelerin bazi bolgelerinde biiyiik bosluklar olusturmustur. Bu
bosluklar, Sekil 4.8. c, f; Sekil 4.9. ¢, f ve Sekil 4.10. ¢, f de beyaz oklarla gosterilmistir.
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Tuz miktariin, polimer ¢ozeltisi hacminin 1.5 katinda tutulmasi ise, i¢sel baglantilarin
olusumu i¢in yeterli olmus ve daha ideal gézenek yapisinin olusmasini saglamistir (Sekil

4.8. b, e; Sekil 4.9. b, e ve Sekil 4.10. b, e).
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Sekil 4.9. %15 (w/v) PBAT c¢ozeltisinden farkli NaCl pargacik boyutu ve miktarlarinda
elde edilen doku iskelelerinin SEM goriintiileri (Beyaz oklar, tuz kiimelerinin olusturdugu
bliyiik bosluklar isaret etmektedir) (biiylitme: 100x)
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Sekil 4.10. %20 (w/v) PBAT ¢o6zeltisinden farkli NaCl pargacik boyutu ve miktarlarinda
elde edilen doku iskelelerinin SEM goériintiileri (biiylitme: 100x) (c’de bulunan kiigiik
goriintli kapali gozenekleri gostermektedir.)

Kullanilan tuz miktarinin yani sira, polimer ¢ozeltisinin derisiminin de doku iskelesi
morfolojisini etkiledigi goriilmiistiir. Polimer ¢6zeltisinin oranm1 %20 (w/v) iken, fazla
polimer miktar1 doku iskelelerinin iizerinde go6zeneksiz bir tabakanin ve kapali
gozeneklerin olusumuna neden olmustur (Sekil 4.10 a-f). Polimer derisiminin %10 ve %15
degerlerinde tutulmasi ise, gézenek morfolojisi agisindan daha tercih edilir ozellikler

gostermistir (Sekil 4.8 ve 4.9).

Sonug olarak, ilerideki karakterizasyonlarda ve hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilmak

iizere, doku iskelelerinin iiretiminde optimum kosullar olarak %15 PBAT derigimi, 1:1.5
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polimer ¢ozeltisi:tuz orani ve 200-355 um pargacik boyutu se¢ilmistir (Sekil 4.9 b). Segilen
kosullarda iiretilen doku iskelelerinin yatay, dikey kesitleri ve gbzenek yapilari, Sekil 4.11°
de daha detayli olarak sunulmustur. Bu doku iskelesinin ortalama gozenek boyutlari 283 +

61 pm olarak hesaplanmistir. Bu deger, kullanilan tuz parcaciklarinin boyut araligindadir.

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag= 197 X Sample ID =

Sekil 4.11. %15 PBAT c¢ozeltisi, 200-355 um boyut araliginda NaCl pargaciklart ve 1:1.5
polimer ¢ozeltisi:tuz oraninda elde edilen doku iskeleleri: (a) yatay ve (b) dikey kesit.

Beyaz oklar, iskele yapisindaki kiigiik gozenekleri isaret etmektedir. (biiylitmeler a: 200x,
b: 100x)

Sekil 4.11. b’de, gozeneklerin dikey kesit boyunca da homojen olarak dagildigi ve igsel
baglantili olduklar1 gériilmektedir. Sekil 4.11. a’da, tuz pargaciklarinin olusturdugu biiyiik
gozeneklerin yani sira, beyaz oklar ile isaretlenen 0-100 pm boyutlarinda kiigiik
gozeneklerin de olustugu goriilmektedir. Ayrica, doku iskelelerinin yiizeylerinin piriizli
bir morfolojiye sahip oldugu gézlenmektedir. Piiriizlii ylizeyler, yiizeye bagimli hiicreler
icin tutunma noktalar1 saglamakta ve ayrica ylizey alanini genisleterek daha fazla serum
proteinin ylizeye yapismasini saglamaktadir. Bu ylizden piriizli yiizeyler, hiicre
tutunmasini diiz yiizeylere gore daha iyi desteklemektedir. Zan ve ark., mikro boyutta
puriizliliige sahip kitosan mikropartikiillerin, MC3T3-E1 hiicrelerinin tutunmasini diiz

yiizeyli kitosan mikropartikiillere gore daha iyi destekledigini belirtmistir [133].
4.2.3. Eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma islemi

Eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma isleminde farkli kosullarda elde edilen iskelelerin
SEM goriintiileri Sekil 4.12” de verilmistir.
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Sekil 4.12. Eriyik kaliplama-pargacik uzaklastirma yontemi ile iiretilen doku iskeleleri: (a-
¢) ylzeyden 1sitilarak, (d-f) firinda eritilerek hazirlanan doku iskeleleri, (Biiyiitmeler:
a,b,d,e: 100x; c,f: 50x)

Sekil 4.12° de goriildiigii gibi, eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma islemi ile iiretilen
doku iskeleleri, ¢oziicli dokiim-pargacik uzaklastirma isleminde oldugu gibi igsel baglantili
gozeneklere sahip degildir. Bunun nedeni, polimer eriyiginin ¢ok viskoz olmasi ve tuz
parcaciklarinin eriyik icerisinde homojen bir sekilde dagitilamamasidir. Farkli boyutlarda
tuz parcaciklarinin kullanimi gozenek capini etkilese de, kapali gézenek olusumunu
engelleyememistir. Correlo ve ark., eriyik kaliplama-parcacik uzaklagtirma yontemi ile
elde ettikleri PBAT-kitosan doku iskelelerinin goézenekliliginin, kullandiklar1 tuz
parcaciklarmin miktarina gore %55-75 arasinda degistigini  belirtmislerdir [105].

Kullandiklar1 tuz miktarin1 %20 oraninda artirdiklarinda, gézeneklilik oraninin %55.7°den
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%73.4’¢ yiikseldigini belirtmislerdir. Ayrica, daha biiyiik tuz parc¢aciklarin olusturduklar
gozeneklerin i¢sel baglantilarinin daha az oldugunu, daha kii¢lik tuz parcaciklarinin ise
kiimeleserek ¢ok biiyiik gozenek tabakalar1 olusturduklarini belirtmislerdir. Tez ¢alismasi
kapsaminda yapilan eriyik kaliplama-pargacik uzaklastirma isleminde ise, tuz miktarmin
artmasi polimer eriyiginin yanmast ile sonuglanmistir. Bu nedenle optimum kosullarin

belirlenmesinde sabit polimer:tuz oraninda (1:2.3) ¢alisilmustir.

Is1 kaynagiin degistirilmesi, gézenek morfolojisini etkilememistir. Firin igerisinde eritilen
doku iskelelerinde, 1s1 aktariminin kontrolii daha zor olmus ve olusan {iriinlerde yanma
meydana gelmistir. Bu nedenle, polimerin yiizeyden isitilarak eritildigi yontemin
kullanilmasma karar verilmistir. Eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma yontemi ile,
ilerideki karakterizasyonlarda ve hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilacak doku
iskelelerinin, ¢oziicii dokiim-parcacik uzaklastirma yonteminde oldugu gibi 200-355 pum
pargacik boyut araligindaki tuzlarin kullanimi ile tiretilmesine karar verilmistir (Sekil 4.12.
(b)). Bu parametreler ile iiretilen doku iskelelerinin ortalama gézenek boyutu 236 + 61 um

olarak hesaplanmustir.

Literatiirde, eriyik kaliplama-parcacik  uzaklastirma islemine yapilan cesitli
modifikasyonlar ile gozeneklilik ve igsel baglantili gézenek olusumunun arttirllabilecegi
belirtilmistir [53-55]. Bu yontemler Boliim 2.1.4.2°de agiklanmustir.

4.2.4. Coziicii buharlastirma islemi ile ince film iiretimi

Karakterizasyon ve hiicre kiiltiir calismalarinda kontrol grubu olarak kullanilmak iizere,
doku iskelelerine ek olarak ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile gozeneksiz ince filmler

iiretilmistir. Uretilen filmlerin SEM goriintiileri Sekil 4.13 te verilmistir.

Sekilde goriildiigii gibi, PBAT ince filmler mikro skalada piiriizlii bir morfolojiye sahiptir.
Elde edilen filmlerin kalinlig1 yaklagik 400 pm’dir.
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A, #
F———1 EHT=1500kV ignal A = SE1 Mag = 5.00 KX Sample ID =

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag = 10.00 K X Sample D =

Sekil 4.13. Coziicii buharlastirma yontemi ile iiretilen PBAT ince filmlerin SEM
gorintiileri (Biiyiitmeler: a: 5,000x, b: 10,000x)

4.2.5. Gozeneklilik ol¢iimii

Doku iskelelerinin gézeneklerinin igsel baglantili olmasi, boyutlart ve gézeneklilik orani,
hiicrelerin doku iskelelerinin i¢ kismina go¢ edebilmesi, besinlerin ve hiicresel atiklarin
taginimi agisindan 6nem tagimaktadir [40]. In vivo kemik rejenerasyonu igin, kemik doku
iskelelerinin gozenek boyutunun 50-1000 pm araliginda olmasi ve %40-60’tan yiiksek

gozeneklilige sahip olmas1 gerekmektedir.

Calisma kapsaminda, farkli yontemlerle iiretilen doku iskelelerinin gézenek boyutlar1 ve
gozeneklilikleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelgede goriildiigli gibi, gravimetrik yontem
ile yapilan gozeneklilik 6lgtimii sonucunda, ¢oziicli buharlastirma ile tiretilen ince filmler
gozeneksiz yapidayken, diger 3 yontem ile firetilen doku iskelelerinin gézeneklilik

oranlarmin, gerekli minimum degerden yiiksek oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Doku iskelelerinin gdzenek boyutlar1 ve gozeneklilik oranlar

Fabrikasyon Yontemi Giizen(e;llinlioyutu Gozeneklilik (%)
Coziicii buharlastirma - -
Elektroegirme (2 boyutlu) 12+4 85.6 3.7
Coziicli buharlagtirma - pargacik
283 + 62 90.0+1.7
uzaklastirma
Eriyik kalipl - k
riyik kaliplama - pargact 236 4 61 2.0+ 5.8
uzaklagtirma
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Her iki pargacik uzaklastirma yontemi ile iiretilen doku iskeleleri, kemik rejenerasyonu
icin gerekli olan gozenek boyutunu saglamaktadir. 2D fibrdz matrislerde, oldukca yiiksek
gozeneklilik saglanmis olsa da, yiiksek gbézenek boyutlari elde edilememistir (ortalama 12
um). Diisiik gdzenek boyutlari, hiicrelerin i¢ kisimlara go¢ etmesini engellemektedir.
Fibroz matrislerin gézenek boyutu ve gozenekliligi, 3D elektroegirme yontemleri ile

artirilmaktadir [75].
4.2.6. Su alim kapasitesi ol¢iimii
Doku iskelelerinin denge durumundaki su alim kapasiteleri, Cizelge 4.2’de sunulmustur.

Cizelge 4.2. PBAT biyomalzemelerin su alim kapasiteleri

Doku iskeleleri Denge durumundaki su miktari (%)
Ince film 4+3
Fibréz matris 475 +42
Coziicii dokiim-pargacik uzaklastirma 578 £ 62
Eriyik kaliplama-paracik uzaklastirma 110+ 17

Doku iskelelerinin denge durumunda igerdikleri su miktarlari, gozeneklilikleri ile dogru
orantil1 olarak bulunmustur. Coziicli dokiim-parcacik uzaklastirma yontemi ile elde edilen
doku iskelelerinin, tiim gruplar arasinda en yiiksek su alim kapasitesine sahip oldugu
goriilmektedir (%578 + 62). Bunun nedeni, bu yontem ile iiretilen doku iskelelerinin
esnekliginin, gozeneklilik oraninin ve gozeneklerin igsel baglantilarinin daha yiiksek
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bunun yaninda, eriyik kaliplama-pargacik uzaklastirma
islemi ile tiretilen doku iskelelerinin, siki bir yapiya, diisiik gézeneklilige sahip olmasi ve
gozeneklerinin igsel baglantilarinin az olmasi, diger gruplarla karsilastirildiginda yapilarina

daha az su almasina neden olmustur (%110 + 17).

Coziicli dokiim-pargacik uzaklastirma yontemi ile iretilen doku iskelelerinin yani sira,
fibroz matrislerin su alim kapasitelerinin de yiiksek oranlarda oldugu goriilmektedir (%475
+ 42). Benzer sekilde, fibroz matrislerin yiiksek gozenekliligi ve esnekligi, yapilarina kisa

stirede fazla miktarda su alabilmelerini saglamistir.
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Sekil 4.14. Doku iskelelerinin absorpladigi su miktarinin zamanla degisimi. (C.D.-P.U:
¢oziicli doklim-parcacik uzaklastirma, E.K.-P.U.: eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma
islemi ile tiretilen doku iskelelert).

Sekil 4.14’te, doku iskelelerinin su alim kapasitelerinin zamana gore degisim grafigi
verilmistir. Sekilde goriildigii gibi, ¢oziicii dokiim-parcacik uzaklastirma islemi ile elde
edilen doku iskeleleri, daha yiiksek gozenekliligi sayesinde diger doku iskelelerinden daha
hizli dengeye ulasmistir. Benzer sekilde, elektroegirme ile tiretilen 2D fibroz matrisler,
yiiksek gozenekliligi ve esnekligi sayesinde dakikalar mertebesinde dengeye ulagmistir.
Ancak, eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma islemi ile iiretilen doku iskeleleri, siki
yapilar1 nedeniyle 1 hafta gibi uzun bir siirede dengeye ulagsmistir. Son olarak, ¢oziicii
buharlastirma yontemi ile liretilen PBAT ince filmlerin su alim kapasiteleri, gézeneksiz

olmalar1 ve PBAT 1n hidrofobik yapisindan dolayi, sifira yakin bulunmustur.
4.2.7. Su temas acis1 analizi

Doku iskelelerinin 1slatilabilirlik 6zellikleri, ekilen hiicrelerin tutunmast ve dagilimi
acisindan 6nem tagimaktadir. Doku iskelelerinin 1slatilabilirligi, su temas agis1 ol¢limii ile

degerlendirilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 4.3.’te sunulmustur.

Cizelgede goriildiigii gibi, 71°°lik su temas acisina sahip PBAT ince filmler, ortalama
derecede 1slatilabilirlige sahiptir. Yapilan c¢alismalar, hiicre etkilesimlerinin ortalama
wslatilabilirlige sahip yiizeylerde, yiiksek derecede hidrofilik veya hidrofobik ylizeylere
gore daha iyi oldugunu gostermektedir. Tamada ve Ikada, 70°’lik temas agisina sahip
polimerik malzemelerin, protein adsorpsiyonu ve hiicre tutunmasi i¢in optimum ortami

sagladigin belirtmistir [134].
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Gozenekli yapiya sahip olan nanofibréz matrisler ve parcacik uzaklastirma yontemleri ile
tiretilen doku iskelelerinde, su temas agisi sifir olarak elde edilmistir. Bu sonug, doku
iskelelerinin gozeneklerinin, yapilarin i¢ kismina olan su gegisine izin verdigini

gostermektedir.

Cizelge 4.3. PBAT doku iskelelerinin su temas agis1 degerleri

Fabrikasyon yontemi Su temas agis1 (°)
Coziicii buharlastirma 71.0+£ 1.6
Elektroegirme 0
Coziicii dokiim-pargacik uzaklastirma 0
Eriyik kaliplama-parcacik uzaklastirma 0

4.2.8. Enzimatik bozunma testleri

ince filmlerin ve c¢oziicii dokiim-par¢acik uzaklastirma yontemi ile iiretilen doku
iskelelerinin bozunurluklari, SEM analizi ile morfolojik olarak incelenmistir. Sekil 4.15te,
bozunurlugunun 1., 3. ve 5. haftasinda ince filmlerin SEM goriintiileri verilmistir. Sekilde
goriildiigii gibi, ince filmlerin yiizeyinde, bozunmaya bagli herhangi bir deformasyon
goriilmemektedir. Yiizeyde beliren pargaciklar, bozunma ortamindaki enzim (lipaz)

kristallerine aittir (Sekil 4.15 d-f).
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Sekil 4.15. PBAT ince filmlerin bozunma sonucu SEM goériintiileri: (a-C) enzimsiz
ortamdaki filmler, (d-f) enzimli ortamdaki filmler. (a,d) 1. hafta, (b,e) 3. hafta ve (c,f) 5.
hafta (biiylitme: 5000x)

Bunun yaninda, ¢oziicii dokiim-parcacik uzaklastirma yontemi ile elde edilen doku
iskelelerinin yapisinda olusan delinmeler, 6zellikle 5. hafta sonunda iskelelerin bozunmaya
ugradigini isaret etmektedir (Sekil 4.16). Teorik olarak enzimler, polimer matrise difiize
olamamakta, bu nedenle bozunmay: yiizeyde gergeklestirmektedir. Bu siirece “yiizey
erozyonu” da denmektedir [135]. Coziicii dokiim-pargacik uzaklagtirma yontemi ile elde
edilen doku iskelelerinin yiiksek gozeneklilige ve dolayisiyla yiiksek yilizey alani/hacim

oranina sahip olmasi, ince filmlerle karsilagtirildiginda daha hizli bozunmasini saglamistir.
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Sekil 4.16. Coziicli dokiim-parcacik uzaklastirma islemi ile iiretilen PBAT doku
iskelelerinin bozunma sonucu SEM gériintiileri (biiyiitmeler: 500x)

Lin ve ark., PBAT ve TiO2 pargaciklar1 igeren PBAT membranlarin enzimatik ortamda
biyobozunurluklarini incelemislerdir . Sonug olarak, %18 oraninda TiO, katkisinin PBAT
membranlarin =~ bozunurlugunu  yaklagik  olarak  %1.5’tan  %5’e  ¢ikardigim

gozlemlemisglerdir [136].

Coziicli dokiim-parcacik uzaklagtirma islemi ile iiretilen doku iskelelerinin yiizeyinin, lipaz
icermeyen PBS ortaminda da piiriizlii bir sekil almasi, hidrolitik bozunmaya ugradigini

gostermektedir (Sekil 4.16. c). Fakat, ortamda bozunmay:1 Kkatalizleyen enzimin
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bulunmamasi nedeniyle, bozunma hizi daha diisiik kalmakta ve bozunma enzimatik

ortamda oldugu gibi belirgin olmamaktadir.

In vitro testlerin verdigi sonuglardan yola c¢ikilarak, PBAT’in in vivo ortamda da
bozunmaya ugrayacagir Ongoriilebilir. Fakat, literatiirde heniiz bu konuda yapilan bir

¢alisma bulunmamaktadir.
4.2.9. Mekanik dayanim testleri

Doku iskeleleri, implantasyondan sonra maruz kalacagi kuvvetlere dayanikli olmalidir. Bu
nedenle, doku iskelesi iiretiminde kullanilan malzemelerin mekanik dayanimi onem
tasimaktadir [137]. Yapilan mekanik dayanim testleri sonucu elde edilen PBAT doku

iskelelerinin mekanik 6zellikleri Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. PBAT doku iskelelerinin mekanik 6zellikleri

Fabrikasyon Cekme direnci Sikistirma direnci Modiiliis
yontemi (MPa) (MPa) (MPa)
¢6ziict 5.70 £ 0.62 - 45.00 £ 4.70
buharlastirma
Elektroegirme 1.35+0.20 - 9.60 +0.97
Coziict dokiim-
pargacik - 0.75+0.00 0.08 £0.01
uzaklagtirma
Eriyik kaliplama-
parcacik - 8.80 = 6.10 2.46 £1.90
uzaklastirma

Cizelge 4.4’te gorildiigl gibi, eriyik kaliplama-pargacik uzaklagtirma islemi ile iiretilen
doku iskeleleri diger malzemeler ile karsilastirildiginda daha yiliksek mekanik dayanima
sahiptir (8.80 = 6.10 MPa). Ayrica, bu doku iskelelerinin sikistirma direnci, kansel6z
kemigin sikistirma direnci ile (2-12 MPa) benzerdir [138]. Bir doku iskelesinin
gozenekliligi arttikga, mekanik dayanimi azalir. Eriyik kaliplama-pargacik uzaklastirma
islemi ile dretilen doku iskelelerinin mekanik dayanim o6zelliklerinin daha yiiksek
bulunmasi, bu iskelelerin fabrikasyon sirasinda ¢oziicii ile islem gérmemeleri ve diisiik

gozeneklilikleri ile iligkilendirilebilir.
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Sert dokularin rejenerasyonu i¢in kullanilan doku iskelesinin modiiliis degeri 10 ile 1500
MPa arasinda olmalidir [139]. Tiim doku iskelelerinin modiiliis degerleri, olmasi gereken
degerden diisiik olsa da, yapilan modifikasyonlar ile mekanik dayanimlar1 artirilabilir. Bu
amagla, PBAT malzemeler hidroksiapatit gibi seramikler veya montmorillonit gibi nanokil
malzemeler ile modifiye edilerek mekanik o6zellikleri artirilabilmektedir [12,106].
Fukushima ve ark., eriyik kaliplama ile iirettikleri gozeneksiz PBAT malzemelerin
yapisina ¢esitli nanokilleri ekleyerek PBAT’in basma direncini 1.34 MPa’dan 10-17
MPa’a, modiiliis degerini ise 0.1 MPa’dan 0.21-0.25 MPa’a yiikseltmislerdir [12].

2D PBAT malzemeler incelendiginde, ince filmlerin ¢ekme direnci 5.7 MPa, elastik
modiilii 45 MPa, fibroz matrislerin ise ¢gekme direnci 1.35 MPa, modiilii 9.6 MPa olarak
bulunmustur. Grubumuzda daha O©nceden yapilan bir c¢alismada, PCL nanofibroz
membranlarin  mekanik o6zellikleri incelenmis ve elastik modilii 21.4 MPa olarak
Olgtilmistiir [140]. Genel olarak PCL ve PLA gibi alifatik poliesterler, alifatik-aromatik
kopoliesterler ile karsilastirildiginda daha kirillgan ve siki bir yap1 gosterir. Bundan dolayi,
alifatik poliesterlerin ¢ekme direnci ve modiiliis vb. mekanik karakteristikleri, PBAT gibi
alifatik-aromatik kopoliesterlere gore daha yiiksek iken, kopma anindaki uzama gibi elastik
ozellikleri ise daha diistiktiir. PBAT, alifatik poliesterlerin kirilgan yapilarint azaltmak ve

biikiilebilirliklerini artirmak i¢in siklikla karigim malzemesi olarak kullanilmaktadir.

Kemigin organik kismi son derece esnek ve biikiilebilir 6zellige sahiptir. Bu nedenle,
PBAT gibi yiiksek derecede esneklige sahip polimerler, biyoaktif seramikler gibi kirilgan
yapilarla desteklendiginde kemigin dogal yapisina benzer, yeterli mekanik o6zelliklere

sahip doku iskeleleri iiretilebilir.
4.3. MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleriyle yapilan Kkiiltiir ¢calismalari

Ince film, fibréz matris ve pargacik uzaklastirma teknikleriyle iiretilen doku iskeleleri ile
gerceklestirilen hiicre kiiltiir galismasinda, ikilenme siiresi 36 saat olan, 6. pasajdaki
MC3T3-E1 preosteoblastik hiicre hattt kullanilmistir. Hiicrelerin  tutunmalar1  ve

cogalmalart SEM analiziyle morfolojik olarak incelenmistir.
4.3.1. SEM analizi

SEM analizi, hiicre yapismasini ve ¢ogalmasini/canliligini belirlemek iizere hiicre kiiltiir
calismasinin 4., 24. saatinde ve 11. giinlinde gercgeklestirilmistir. Kiiltiir ¢alismasinin 4.
saatinde, PBAT doku iskelelerinin yiizeyindeki hiicrelerin morfolojileri Sekil 4.17°de

goriilmektedir.
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Hiicre kiiltiiriiniin 4. saatinde, tiim doku iskelelerinin yiizeyinde hiicre tutunmasinin
gerceklestigi gozlenmektedir. Hiicrelerin tutunmasmnin ve yayimasinin en iyi fibroz
matrislerin (Sekil 4.17 b) ylizeyinde gerceklestigi, olusturduklar1 uzantilarla hiicre-hiicre
iletisiminin saglandig1r goriilmektedir. Diger doku iskelelerinde de hiicre yapismasi
saglanmig, bununla birlikte fibroz matrislerle karsilastirildiginda hiicre yayilimlarinin
gorece daha yavas oldugu ve halen kiiresel yapida hiicrelerin bulundugu gézlemlenmistir

(Sekil 4.17 a, c ve d).

o i
SIHEID=

Sekil 4.17. MC3T3-E1 preosteoblast hiicre kiiltiiriiniin 4. saat SEM goriintiileri: (a) Ince
film, (b) fibr6z matris, (c) ¢oziicii dokiim-parcacik uzaklastirma ve (d) eriyik kaliplama-

pargacik uzaklastirma yontemleri ile {iretilen doku iskeleleri (Biiyiitmeler: (a-b) 1,000, (c)
1,370x ve (d) 1,150x)

Yiizey yapisi, hiicre tutunmasmi ve yayilimmi dogrudan veya dolayli olarak
etkilemektedir. Kiiltir sirasinda ilk meydana gelen olay, serum proteinlerinin yiizeye
yapismasidir. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi ise yiizeye tutunmus proteinler ile saglanir.
Calismada, hiicre yayilimlarinin, fibroz matrislerde daha hizli olmasi, ylizey yapisi ile
aciklanabilir. Fibroz matrisler, diger doku iskeleleri ile karsilastirildiginda daha yiiksek

ylizey alanina sahiptir ve bu nedenle daha ¢ok miktarda serum proteininin adsorpsiyonunu

66



saglamistir. Bu da, hiicrelerin tutunma siirecini hizlandirmistir [141]. Woo ve ark.,
yaptiklar1 ¢aligmada PLLA’dan iirettikleri nanofiberlere ve diiz yiizeylere yapisan protein
miktarlarin1  karsilagtirmistir  [142]. Nanofiber yiizeylere yapisan serum proteinleri
miktariin diiz yilizeylere gore 2.6-3.9 kat daha fazla oldugunu, ylizeye tutunan hiicre

sayisinin ise nanofiberlerde 1.7 kat daha fazla oldugunu belirtmislerdir.

4 2 Xk = 2. z s
EHT = 15.00 kV. Signal A = SE1 Mag= 1.00 KX Sample ID = — EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag= 1.00KX Sample 1D =

—
n.l;s”-'-"v"- 2

. W O TR )
EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag= 138KX Sample ID = EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag= 126 KX Sample ID =

Sekil 4.18. MC3T3-E1 preosteoblast hiicre kiiltiiriiniin 24. saat SEM goriintiileri: (a) Ince
film, (b) fibréz matris, (c¢) ¢oziicii dokiim-parcacik uzaklastirma ve (d) eriyik kaliplama-

parcacik uzaklagtirma yontemleri ile tiretilen doku iskeleleri (Biiylitmeler: (a-b) 1000x, (c)
1380x ve (d) 1260x)

Hiicrelerin, kiiltir ¢aligmasmin 24. saatindeki morfolojileri Sekil 4.18’de verilmistir.
Sekilde goriildigli gibi kiiltiiriin 24. saatinde, hiicrelerin biitlin doku iskelelerinin
ylizeylerinde yayildigi, birbirinden ayrik hiicre morfolojilerinin kayboldugu ve olusturulan

sitoplazmik uzantilarla hiicreler arasi etkilesimin saglandigi goriillmektedir.

Hiicrelerin, kiiltiir galismasinin 11. giiniindeki morfolojileri Sekil 4.19°da goériilmektedir.
Kiiltiirlin 4. saatinde fibr6z matrislerdeki hiicre yayiliminin daha hizli oldugu gozlense de,
11. giiniin sonunda tiim iskelelerde hiicre yogunlugunun biiylik oranda arttigi ve doku

iskelelerinin neredeyse tiim yiizeyinin hiicreler ve hiicrelerin olusturdugu ECM ile
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kaplandig1 goriilmektedir. Hiicrelerin sentezledigi kollajen fibriller, Sekil 4.19 (b, d, f ve
g)’ de belirgin olarak goriilmektedir.

Parcacik uzaklastirma islemi ile iiretilen doku iskelelerinin yiizeyindeki hiicrelerin,
gozenekleri kapatmadan i¢ bolgelere dogru yayilabildigi gézlemlenmistir (Sekil 4.19 e ve
g). Boylece, parcacik uzaklastirma teknikleri ile iiretilen 3D doku iskelelerinin sahip
oldugu gozeneklerin boyut araliginin (200-355 pum) osteoblastik hiicre infiltrasyonu igin
yeterli oldugu anlasilmaktadir. Iki boyutlu fibréz matrislerde ise, hiicresel tabakanin
gozeneklerin {izerini kapatarak tiim yiizeyi kapladig1 gozlenmistir (Sekil 4.19 (c)). Bunun
nedeni, 2D fibréz matrislerin gézenek boyutunun (12 pm) MC3T3-E1 preosteoblastik
hiicrelerin infiltrasyonu igin yetersiz kalmasidir. Iki boyutlu elektroegirme yonteminde,
fiberler toplayicida yogun tabakalar halinde biriktirildigi i¢in, matrislerin gézenek boyutu
yetersiz kalmaktadir. iki boyutlu fibréz matrislerin gézenek boyutu, 3 boyutlu iiretim

teknikleri ile artirilabilmektedir.

Uc boyutlu doku iskeleleri kendi aralarinda karsilastirildiginda ise, ¢oziicii dokiim-parcacik
uzaklagtirma yontemi ile tretilen doku iskelelerindeki hiicre yogunlugunun eriyik
kaliplama-parcacik uzaklastirma islemi ile iiretilen iskelelere gore daha fazla oldugu
goriilmektedir. Coziicii dokiim-pargacik uzaklagtirma isleminde iskeleler toksik organik
¢oziicii ile islem gérmelerine ragmen, eriyik kaliplama-pargacik uzaklastirma islemi ile
tiretilen doku iskelelerine gore hiicreler ig¢in daha iyi tutunma ve cogalma ortami
saglamistir. Bu sonug, ¢oziicii dokiim-parcacik uzaklastirma yontemi ile iiretilen doku
iskelelerinin daha piiriizli ylizey yapist ve daha yliksek gozeneklilige sahip olmasi ile

agiklanabilir.

MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleriyle yapilan hiicre kiiltiir ¢aligmasi sonucunda, tiim
PBAT doku iskelelerinin herhangi bir biyoaktif ajanla modifiye edilmediginde dahi
hiicrelerin tutunmasin1 ve ¢ogalmasini destekledigi gézlenmistir. PBAT 1n 1slatilabilirlik
derecesi ve doku iskelelerinin pliriizlii yiizey yapilari hiicrelerin tutunmasi i¢in uygun bir
ortam saglamistir. Bir malzemenin ylizey yapisi, hiicrelerin tutunma ve ¢ogalmasinda etkili

olacagi gibi, farklilagmasini da etkileyen bir faktordiir [143].
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Sekil 4.19. MC3T3-E1 preosteoblast hiicre kiiltiiriiniin 11. giin SEM goriintiileri: (a) ince
film, (b) fibréz matris, (c) ¢oziicii dokiim-parcacik uzaklastirma ve (d) eriyik kaliplama-

parcacik uzaklastirma yontemleri ile liretilen doku iskeleleri (Biiyiitmeler: (a,c) 1,000x,
(b,d) 5,000x, (e) 788x, (f,h) 2,300x ve (g) 917x)
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MC3T3-E1 preosteoblastlar ile yiiriitiilen kiiltiir ¢alismas1 sonuncunda, fibroz matrislerin
hiicre tutunmasi ve yayilmasini gorece daha iyi destekledigi goriilmiistiir. Fakat, 2D fibroz
matrislerin gozeneklerinin hiicre infiltrasyonu i¢in yeterince biiylik olmadigi, bu nedenle
hiicrelerin yiizeyi kapladigt ve i¢ kisimlarda c¢ogalamadigi goriilmiistiir. Hiicrelerin
iskelenin yiizeyinde ve derinliginde daha homojen olarak dagilabilmesi icin, daha biiyiik
gbzenekli 3D fibroz matrislere ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, ¢alismanin ikinci kisminda 1slak
elektroegirme yontemi ile 3D fibréz matrisler liretilmis, hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasma

kapasiteleri bu matrislerde incelenmistir.
4.4. Islak elektroegirme ile 3D fibréz matrislerin iiretimi

Islak elektroegirme yontemi ile iiretilen PBAT fiberlerin yapisina, osteoindiiktivitenin
artirilmast  amaci ile hidroksiapatit (HAp) ve bor katkili hidroksiapatit (B-HAp)
pargaciklar1 eklenmigtir. Islak elektroegirme yontemi ile iiretilen doku iskeleleri, Sekil

4.20°de goriildiigi gibi yaklasik 2.5 mm kalinliga sahiptir.

Sekil 4.20. Islak elektroegirme ile iiretilen PBAT doku iskelelerinin (a) yatay ve (b) dikey
goriintiileri

PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT fiberlerin SEM goriintiileri ise Sekil 4.21°de
gosterilmektedir. Sekilde goriildigii gibi, 1slak elektroegirme yontemi ile iiretilen PBAT
fiberler, diizgiin morfolojiye sahip olup boncuk icermemektedir. PBAT fiberlerin yapisina
HAp ve B-HAp parcaciklarin katilmasi ise fiber morfolojisini etkilemis, cap dagiliminin
artmasina neden olmus ve fiberlere bazi bolgelerde piiriizlii bir morfoloji kazandirmistir.
HAp ve B-HAp parcaciklari, hem matris icerisinde serbest olarak dagilmis hem de fiberler
icerisinde hapsolmus olup, Sekil 4.21 (c) ve (e)’de beyaz ¢emberler ile isaretlenmistir.
Fiberler icerisinde hapsolan HAp ve B-HAp pargaciklari, TEM analizi sonucu elde edilen
goriintiilerde daha belirgin olarak goriilmektedir (Sekil 4.22).
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PBAT

HAp-PBAT

B-HAp-PBAT

Sekil 4.21. Islak elektroegirme ile iiretilen 3 boyutlu fibroz doku iskelelerinin SEM
goriintiileri: (a-b) PBAT, (c-d) HAp-PBAT, (e-f) B-HAp-PBAT fiberler. (Biiyiitme: a,c,e:
1000x ve b,d,f: 5000x)

TEM goriintiilerinde, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT fiberlerin igerisinde yaklasik 1 pm

boyutlarinda gémiilii parcaciklar gériilmektedir.

Geleneksel elektroegirme ile iiretilen 2 boyutlu fibroz matrisler ve 1slak elektroegirme
yontemiyle elde edilen 3 boyutlu fibréz matrislerin fiber ¢aplar1 ve gozenek boyutlar

Cizelge 4.5’te karsilastirilmali olarak verilmistir.
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2 iﬂi

Sekil 4.22. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT fiberlerin TEM goriintiileri: (a) PBAT,
(b) HAp-PBAT ve (c) B-HAp-PBAT.

Cizelge 4.5. Gelencksel elektroegirme ve 1slak elektroegirme sonucu elde edilen
malzemelerin fiber ¢aplari, gozenek boyutlar1 ve gdzeneklilik oranlari

Fiber icerigi Fib(ﬁll;:)apl (E)(())Zyel;ltfjk Gﬁz%l/ﬁ;dﬂik kasplzl:lsailtlel::eri
(nm) (%)
2D PBAT 569 + 187 12+4 85.6 £3.7 475+ 42
PBAT 898 £ 328 30£22 515+59
3D HAp-PBAT 614 +289 32+12 91.2+0.6 587 £57
B-HAp-PBAT 899 + 351 25+7 563 £40

3 boyutlu elektroegirme ile iiretilen fiberlerin ortalama c¢api, 2 boyutlu elektroegirme ile
tretilen fiberlere kiyasla daha yiiksektir. Bunun nedeni, 3 boyutlu elektrogirmede
kullanilan PBAT ¢ozeltisinin derisiminin (%24) 2 boyutlu elektroegirmede kullanilan
PBAT ¢ozeltisinin derisimine (%14) gore daha yiiksek olmasidir. Bunun yani sira, 1slak
elektroegirmede elde edilen fiber caplarinin, geleneksel elektroegirme ile iiretilen fiberlere
gore daha yiiksek oldugunu belirten ¢aligmalar mevcuttur [85]. Fakat bu etki, hidrofilik
polimerler ile iiretilen fiberlerin sivi toplayicida sigsmesinden kaynaklanmaktadir.

Dolayisiyla PBAT gibi hidrofobik polimerlerde boyle bir etki goriilmeyebilir.

Islak elektroegirme ile iiretilen fiberler kendi aralarinda karsilastirildiginda, HAp katkili
PBAT fiberlerin daha diisiik capa sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum, HAp’ten

cozeltiye salinan iyonlarin ¢ozelti iletkenligini etkilemesinden kaynaklanabilir. Literatiirde,
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fiberlerin i¢ine gdmiilii mikro HAp parcaciklarinin fiber capini diislirdiiglinii belirten

caligmalar mevcuttur [144].

2D ve 3D fibroz matrisler gézeneklilik agisindan karsilastirildiginda, beklendigi gibi 3D
fibréz matrislerin gozenek boyutlarinin yaklasik 3 kat daha fazla oldugu goriilmektedir.
Ayrica, 3D fibroz matrislerde gozeneklilik orant 2D matrislere gore %5 oraninda daha
yiiksektir. Gang ve ark., geleneksel elektroegirme ile iirettikleri 2D fibréz matrislerde
gbdzenek boyutunun 40 + 9 pum iken, 1slak elektroegirme ile iirettikleri 3D fibroz matrislerin
gbzenek boyutunun 121 + 12 um’e ¢iktigimi belirtmislerdir [88]. Ki ve ark., geleneksel
elektroegirme ile trettikleri matrislerin gozenekliligi %84 iken, 1slak elektroegirme ile

tirettikleri 3D matrislerin gézenekliliginin %94 oranina yiikseldigini belirtmislerdir [85].

EHT= 500KV Signal A=SEf___Mag= 100KX  Sample|D= — EHT=1500kV___ SignalA=SE1__ Mag= 100KX _ Sample iD=

Sekil 4.23. 2 ve 3 boyutlu PBAT fibréz matrislerin SEM goriintiileri: (a) 2 boyutlu, (b) 3
boyutlu matrisler. (Biiyiitmeler: 1,000x)

2D ve 3D fibroz matrislerin gorintiileri esit bilyiitme degerinde Sekil 4.23’te
karsilastirmali olarak sunulmustur. Sekilde, 3D matrislerin 2D matrislere gore daha biiyiik
gozeneklere sahip oldugu belirgin olarak goriilmektedir. 2D elektroegirmede yiik
gecisinden dolay1 metal toplayiciya yapisan fiber katmanlari, yogun bir sekilde birikerek
kiiclik gozeneklerin olusumuna neden olmaktadir. Sivi toplayicida toplanan fiberler ise,
derinlik boyunca batarak daha az yogunlukta birikir ve daha biiyiik gozeneklerin
olusumuna imkan saglar. Ayrica, geleneksel elektroegirmede fiberler diiz yilizeyde
toplandig1 icin, fiberler sadece yatay diizlemde hizalanmaktadir. Islak elektroegirmede ise
sivi toplayicida biriken fiberler, derinlik boyunca da hizalanarak daha dolambagli bir

morfolojiye sahip olmaktadir.

3D fibréz matrislerin su alim kapasiteleri incelendiginde, daha yiiksek hacimleri ve

gozenekliliklerine bagl olarak yapilarina 2D matrislere gore daha fazla miktarda su
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aldiklart goriilmektedir (Cizelge 4.5). 3D fibroz matrislerin su alim kapasitelerini i¢eren
grafik, Sekil 4.24’te incelenmistir. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp PBAT doku iskelelerinin
denge durumunda igerdikleri su miktarlarinin arasinda anlamli fark bulunmamaktadir.
Bunun yaninda, iskelelerin 2D fibréz matrislere benzer sekilde dakikalar i¢inde dengeye
geldigi goriilmiistiir.
e=$==PBAT =l=HAp-PBAT ==sr=B-HAp-PBAT
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Sekil 4.24. 3D fibroz matrislerin absorpladigi su miktarinin zamanla degisimi.

4.5. hBMSC ile yapilan kiiltiir calismalar

3D fibroz matrisler ile yapilan hiicre kiiltiir caligmalarinda, insan kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicreler (nBMSCler) kullanilmigtir. Kullanilan hBMSCler, grubumuzda
daha once yapilan bir ¢aligmada insan kemik iliginden izole edilmis ve osteojenik,

kondrojenik ve adipojenik farklilasma potansiyelleri gesitli analizlerle incelenmistir [129].

Bu tez calismasi kapsaminda hBMSC ile yapilan 28 giinliik hiicre kiiltiir ¢calismalarinda,
hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasmast SEM analizi, DNA analizi, RT-PCR analizleri,

kalsiyum analizi, kollajen analizi ve ALP aktivitesi tayini ile incelenmistir.
4.5.1. Hiicre cogalmasinin belirlenmesi

hBMSC’lerin PBAT bazli doku iskelelerindeki ¢ogalmasi, kiiltiriin 1., 7., 14. ve 28.
giinlerinde yapilan DNA analizi ile incelenmistir. DNA miktarindaki degisim, hiicre

canliligi ile dogru orantihdir. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde
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kiiltiir edilen hBMSC’lerin DNA miktarlarinin zamanla degisimi Sekil 4.25’te grafiksel

olarak verilmistir.
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Sekil 4.25. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde ¢gogalan hBMSC’lerin
DNA miktar1 analizi. Istatistiksel olarak anlamli farklar: kontrol grubu PBAT iken:
*p<0.05 ve ***p<0.001; kontrol grubu HAp-PBAT iken ##p<0.01)

Kiiltirin 1. giiniinde, PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir
edilen hBMSClerin DNA miktarlari arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir. Kiiltiiriin 7.
giinlinde, PBAT ve HAp-PBAT doku iskelelerindeki hBMSC’lerin miktarinda artig
gozlenmis, B-HAp-PBAT doku iskelelerindeki hiicrelerin DNA miktar ise sabit kalmisgtir.
Kiiltiirlin 7. gliniinde DNA miktarinda, 1. gline gore en fazla artis goriilen grup PBAT doku
iskelelerinde kiiltiir edilen hBMSC’lerdir (p<0.05). Kiiltliriin 7. giiniinde gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise PBAT doku iskelelerindeki hiicrelerin DNA miktar1 B-
HAp-PBAT doku iskelelerine gore istatistiksel olarak fazladir (p<0.01). Kiiltiiriin 14.
giiniinde, PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen hBMSC’lerin DNA miktar1 azalmakta ve
B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen hBMSC’ler sabit kalmakta iken, HAp-
PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen hiicrelerin DNA miktarinda artis gézlenmistir. 14.
giinde, gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise anlamli bir fark gozlenmemistir

(p>0.05).
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Kiiltiir siiresi boyunca, genel olarak B-HAp-PBAT doku iskelelerindeki hiicre sayis1 sabit
kalmis, HAp-PBAT doku iskelelerindeki hiicre sayisi ise artis gostererek 28. giinde en
yiiksek degere ulasmistir. PBAT doku iskelelerindeki hiicre sayis1 7. gilinden itibaren

miktarsal olarak azalsa da, fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Kiiltir c¢alismasmnin 1. giiniinde, hiicrelerin besi ortami, osteojenik ortam ile
degistirilmistir. Hiicrelerin ¢ogalma ile farklilasma kapasitelerinin birbirleri ile ters orantili
oldugu, farklilasma siireci bagsladiginda hiicrelerin ¢ogalma potansiyelinin azaldigi
bilinmektedir [145]. Hiicrelerin DNA miktarmin azalmasi veya sabit kalmasi, farklilasma

stirecinin baslamis olmasi ile agiklanabilir.
4.5.2. SEM analizi

PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskeleleri tizerinde kiiltiir edilen hBMSClerin
morfolojilerinin incelenmesi amaciyla Kkiiltiirin 7. ve 28. giinlerinde SEM analizi

yapilmugtir. Kiiltiiriin 7. giintinde alinan SEM goriintiileri Sekil. 4.26°da verilmistir.

Sekil 4.26’da, hiicre kiltiiriiniin 7. giiniinde hBMSClerin yogun bir sekilde doku
iskelelerinin tiim yiizeyini kapladig1 goriilmektedir. Doku iskelelerinin bazi bodlgelerinde,
fiberlerin i¢ kismina dogru hiicre yayilimi goriilse de (Sekil 4.26. al, bl ve cl), doku
iskelelerinin dikey kesitlerinden alinan goriintiilerde, hiicrelerin iskelelerin daha derin
bolgelerinde ¢ogalamadigi gozlenmistir (Sekil 4.26. b, d ve f). Bu nedenle, 3D
elektroegirme yontemi ile fibroz matrislerin gézenek boyutu yaklasik 3 kat artirilsa da,
ortalama 30 pum’lik gézenek boyutunun hBMSC’lerin infiltrasyonu i¢in yeterli olmadigi

gorilmektedir.

Statik kiiltiirlerde, hiicreler besinini ortamdan yalnizca difiizyon yoluyla almaktadir. Bu
kiiltiirlerde, hiicre ekimi sirasinda doku iskelesinin iist kismina tutunan hiicreler kisa siirede
yayilarak besi ortamindaki bilesenlerin i¢ kisimlara diflize olmasini engelleyebilir. Bu
durumda, i¢ bolgelere tutunan hiicrelerin canliligini korumasi kisitlanir. Statik kiiltiirlerde
goriilen bu kisitlama, doku iskelesinin gozenek boyutu kiiclildiikce etkisini daha ¢ok
gosterir [146].

Hiicre kiiltiirlinlin dinamik kosullarda gergeklestirilmesi, hiicrenin iskele boyunca
infiltrasyonunu saglayarak 3 boyutlu kemik dokusu olusumunu desteklemektedir. Yapilan
bir calismada, statik kiiltiir kosullarinda sican kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin iskele yiizeyini kaplayarak tabaka olusturdugu; dinamik kosullarda ise, ayni

iskelenin i¢ kisimlarinda homojen bir sekilde dagilabildigi gozlemlenmistir [147].
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Sekil 4.26. hABMSC Kkiiltiiriiniin 7. giin SEM goriintiileri: (a-b) PBAT, (c-d) HAp-PBAT, (e-f) B-HAp-PBAT doku iskeleleri; (a,c,d) yatay kesit
ve (b,d,f) dikey kesit. (Biiyiitmeler: (a,c,e) 1,000x, (b) 2,000x, (d) 250x, (f) 1,000x, (al) 3,000x, (b1) 10,000x ve (c1) 5,000x
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Sekil 4.27. hBMSC Kkiiltiiriiniin 28. giin SEM goriintiileri: (a-b) PBAT, (c-d) HAp-PBAT, (e-f) B-HAp-PBAT doku iskeleleri; (a,c,d) yatay kesit
ve (b,d,f) dikey kesit. Beyaz oklar, mineralize yapilari isaret etmektedir. (Biiylitmeler: (a,c,e) 1000x, (b) 2000, (d,f) 5000x, (al,b1,c1) 5,000x
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Hiicrelerin i¢ kisimlara go¢ edememesi ekilen hiicre sayisindan veya hiicre tipinden de
kaynaklanmis olabilir. Ki ve ark., 1slak elektroegirme ile tirettikleri ipek doku iskelelerinde
10-100 pm araliginda gozenek boyutuna ulagsmislar ve gergeklestirdikleri 3T3 fibroblastik

hiicre kiiltiirti sonras, hiicrelerin i¢ bolgelerde de gogalabildigini belirtmislerdir [85].

Islak elektroegirme yontemi ile pargacik uzaklastirma teknikleri birlestirilerek daha biiyiik
gozeneklere sahip 3D fibroz matrisler elde edilebilir. Ayrica, elde edilen fibroz matrisler
ile yapilacak kiiltiir calismalarinin dinamik kosullarda gerceklestirilmesi, hiicrelerin doku

iskelesi igerisine olan infiltrasyonunu kolaylastiracaktir.

Islak elektroegirme ile iiretilen doku iskelelerinin gézenek boyutu, bu yontemin parcacik
uzaklagtirma teknikleri ile birlestirilmesi ile artirilabilmektedir. Gang ve ark., PLGA ile
tirettikleri 2D ve 1slak-egirilmis 3D matrislerin gézenekliliklerini karsilastirmislardir [88].
Bir g/mL oraninda ekledikleri NaCl parcaciklarinin, fibroz matrisin gozenekliligini

yaklasik %50 oraninda artirdigini ifade etmislerdir.

hBMSC kiiltliriiniin 28. giin SEM goriintiileri Sekil 4.27°de verilmistir. Kiiltliriin 28.
giiniindeki hiicre yogunlugu, 7. giindeki hiicre yogunlugu ile benzerdir. Bu durum,

proliferasyonun belirlenmesinde kullanilan DNA analizi sonuglarini desteklemektedir.

Mineral olusumu, farklilasma siirecinin en Onemli gostergelerinden biridir. hBMSC
kiiltliriiniin 28. giinlinde, matris mineralizasyonu belirgin bir sekilde goriilmektedir. Olusan
mineral yapilar, Sekil 4.27. (b), (d) ve (f)’de beyaz oklarla isaretlenmistir. Gruplar birbiri
ile karsilastirilldiginda, B-HAp-PBAT doku iskelelerinindeki mineral olusumunun daha
yogun oldugu goriilmektedir (Sekil 4.27. f).

Doku iskelelerinden alinan dikey kesitler incelendiginde, hiicre tabakasinin alt kisminda,
doku iskelesinin i¢ kesimlerine dogru mineral olusumunun gergeklestigi gozlenmektedir
(Sekil 4.27. b, d ve f). 3D fibroz matrislerin gézenek boyutunun, hBMSC infiltrasyonu i¢in

yeterli olmasa da, mineralize yapilarin gegisi i¢in yeterli oldugu s6ylenebilir.

Doku iskelelerinde gergeklesen mineralizasyon, enerji dagilimli X-1sinlar1 spektrometrisi
(EDX) analizi ile de desteklenmistir. Sekil 4.28”de goriildiigi gibi, PBAT, HAp-PBAT ve
B-HAp-PBAT doku iskelelerinde Ca ve P elementlerinin bulundugu gézlemlenmistir. Bu
elementler, HAp bilesiginin yapisindan kaynaklanabilecegi gibi, mineralize ECM’nin
olustugunun da gostergesidir. Fakat, HAp icermeyen PBAT fiberlerde de gézlenen Ca ve P
elementlerinin ~ varligi, doku iskelelerinde  mineralizasyonun  gergeklestigini

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.28. hBMSC Kkiiltiiriiniin 28. giintine ait EDX grafikleri: (a) PBAT, (b) HAp-PBAT
ve (c) B-HAp-PBAT.

4.5.3. Hiicre farkhlagsmasinin belirlenmesi

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasi sirasinda, alkalin fosfataz (ALP)
enzimi aktivitelerinde, kollajen, kalsiyum miktarlarinda ve gen ifadelerinde artis olmasi
beklenmektedir. In vitro kemik olusumu temel olarak 3 evreden olusmaktadir. Ilk evre olan
4 giinliik cogalma siirecinde, hiicre sayisinda artis meydana gelir. ikinci evre olan 5. ve 14.
glinler arasim1 kapsayan erken farklilasma siirecinde, ALP enziminde ve Kkollajen-I
ekspresyonunda artis beklenmektedir. Son evre olan ge¢ farklilasma donemi, 14 ve 28.
glinleri kapsamakta ve mineralizasyon sonucu olusan kalsiyum miktarinda ve osteopontin,

osteokalsin gibi proteinlerin ekspresyonlarinda artis olmasi1 beklenmektedir [148].

Tez c¢alismast kapsamindaki hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda, osteojenik farklilasmanin
belirlenmesi i¢in kolorimetrik analizler yapilarak iskelelerde olusan ALP enzimi, kollajen
ve kalsiyum miktarlar1 incelenmistir. Daha sonra, kolorimetrik analizler sonucu elde edilen

verilerin desteklenmesi amaciyla RT-PCR analizi ile gen ifadeleri incelenmistir.
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ALP aktivitesi analizi

Viicutta kemik, bobrek, karaciger, akciger gibi dokularinda bulunan ALP enzimi, hidrolaz
sinifina girer ve fosfat gruplarinin hidrolizinde katalizor islevi goriir. Kemikte bulunan
ALP’nin islevi, fosfataz aktivitesine bagli olarak fosfat iyonlar1 olusturmak ve boylece
kalsiyum fosfat bilesiklerini  ¢oktiirerek  ossifikasyonu saglamaktir. ALP’nin
mineralizasyonu saglamasinda kabul edilen diger bir mekanizma ise, ALP’nin
mineralizasyonu inhibe eden pirofosfatlar1  parcalayarak mineral olusumunu
kolaylastirmasidir [149,150]. Kemik olusumunda, ALP aktivitesinin erken farklilasma

doneminde yiikselmesi beklenmektedir.

hBMSClerin, ortamdaki pNPP olusumuna bagli ALP aktiviteleri Sekil 4.29°da verilmistir.
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Sekil 4.29. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen
hBMSC’lerin ALP aktiviteleri. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: kontrol grubu PBAT
iken **p<0.01, ***p<0.001; kontrol grubu HAp-PBAT iken #p<0.05, ##p<0.001, n=3).

HAp-PBAT doku iskelelerindeki hBMSClerin ALP aktivitelerinin kiiltiir boyunca sabit
kaldigi, PBAT doku iskelelerindeki ALP miktarinin kiiltiiriin 28. giliniine kadar giderek
artt1igi, B-HAp-PBAT doku iskelelerindeki ALP miktarmin ise ilk 14 giin sabit kaldig1 ve
28. giin arttig1 goriilmektedir. B-HAp-PBAT doku iskelelerinde bulunan hBMSClerin ALP
miktarlariin, kiiltiir boyunca diger gruplardaki hiicrelerden anlamli olarak yiiksek oldugu

goriilmektedir (p<0.01 ve p<0.001). Kiiltiiriin 28. giiniinde, B-HAp-PBAT ile diger doku
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iskeleleri arasindaki fark artarak, PBAT doku iskelelerindeki hiicrelerin ALP miktarinin
yaklagik 2.2 katina, HAp-PBAT doku iskelesindekilerin ise yaklasik 7.8 katina ¢ikmistir
(p<0.001). Ayrica, kiiltiiriin 28. giininde PBAT doku iskelelerindeki ALP miktarmnin da
HAp-PBAT doku iskelelerinden istatistiksel olarak fazla oldugu goriilmektedir (p<0.05).

Kollajen analizi

Kemigin organik kisminin ana maddesi olan kollajen-I, hiicre tutunmasi, ¢cogalmast ve
farklilasmasinda rol oynar. Kollajen miktarinin yiikselmesi, erken farklilasma evresinin

belirtecidir [151].

hBMSC’lerin, hidroksiprolin miktariyla dogru orantili olan kollajen miktarlar1 Sekil

4.30°da verilmistir.
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Sekil 4.30. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde olusan kollajen
miktarlari. (Istatistiksel olarak anlaml farklar: kontrol grubu PBAT iken *p<0.05,
**p<0.01; kontrol grubu HAp-PBAT iken #p<0.05, #p<0.01, n=3).

Hiicre kiltiri boyunca, B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen hBMSC’lerin
olusturdugu kollajen miktar1, diger gruplara gore anlamli 6lgiide yiiksektir (p<0.05,
p<0.01). Kiltiiriin 28. giinii bu fark daha da belirginlesmis, B-HAp-PBAT doku

iskelelerindeki hBMSC’lerin sentezledigi kollajen miktariin PBAT iskelelerdeki
hiicrelerin 4.2 kati, HAp-PBAT doku iskelelerindeki hiicrelerin ise 6.8 kat1 oldugu
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goriilmiistiir. Kiiltiirtin 28.giinlinde PBAT doku iskelelerindeki kollajen miktart HAp-
PBAT iskelelerin 1.6 kat1 olsa da bu gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir
(p>0.05).

Kalsiyum analizi

ECM mineralizasyonu sonucu ECM’de olusan kalsiyum miktarlari, Sekil 4.31°de

verilmisgtir.

Kiiltiiriin 14. giinlinde, HAp-PBAT doku iskelelerinde olusan kalsiyum miktar1 PBAT
iskelelerin 26 kat1 (p<0.01), B-HAp-PBAT doku iskelelerinde olusan kalsiyum miktar1 ise
PBAT iskelelerin 56 katidir (p<0.01).
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Sekil 4.31. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde olusan kalsiyum
miktarlar1. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: kontrol grubu PBAT iken **p<0.01; kontrol
grubu HAp-PBAT iken ##p<0.001, n=3).

Kiltiiriin 14. giinii ile 28. giinli arasinda PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinin
kalsiyum miktarinda anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.01 ve p<0.001). Kiiltiiriin 28.
giiniinde, PBAT doku iskelelerinin kalsiyum miktart HAp-PBAT doku iskelelerinin 2.19
kati olsa da, gruplarin arasinda anlaml fark gézlenmemistir (p>0.05). B-HAp-PBAT doku
iskelelerinde olusan kalsiyum miktar1 ise, PBAT ve HAp-PBAT doku iskelelerinde olusan
kalsiyum miktar1 ile karsilastirildiginda anlaml olarak yiiksektir (p<0.01 ve p<0.001).
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Kiiltiirtin 28. giinlinde B-HAp-PBAT doku iskelelerindeki kalsiyum miktarinin diger
gruplara gore istatistiksel olarak yiiksek ¢ikmasi, B-HAp-PBAT doku iskelelerinin
osteoindiiktif etkiyi artirarak mineralizasyonu indiikledigini gostermektedir. SEM
gorlntiilerinde, kiiltiirtin 28. giinlinde B-HAp-PBAT doku iskelelerinde olusan mineral

yapilarin diger gruplara gére daha yogun olmasi, bu sonucu desteklemektedir.

RT-PCR analizleri

RT-PCR analizi yapilarak alkalin fofataz (ALP), kollajen tip 1 (COL-I), osteokalsin (OCN)
ve osteopontin (OPN) gen ifadeleri incelenmistir. Tiim gen ifade seviyeleri 244
yontemiyle hesaplanmis olup kontrol grubu olan hBMSC’lerin PBAT iskelelerindeki 7.
giin ifade seviyeleri 1 olarak alimmistir. Diger orneklerdeki gen ifadesi seviyeleri

hBMSC’lerin PBAT doku iskelelerindeki 7. giin degerlerinin katlar1 olarak verilmistir.

Calismada, hiicrelerin ALP gen ifadeleri incelendiginde (Sekil 4.32), HAp-PBAT doku
iskelelerinin gen ifadelerinin kiiltiir siireci boyunca sabit kaldigi, PBAT ve B-HAp-PBAT
gruplarinin ALP gen ifadesinin ise 28. giinde yiikseldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.32. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen
hBMSC’lerin bagil ALP gen ifadeleri. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: kontrol grubu
PBAT iken, *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001; kontrol grubu HAp-PBAT iken #p<0.05,
#1<0.01 ve #¥p<0.001, n=3)
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Kiiltiirtin 28. gilinlinde, B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen hBMSClerin ALP
gen ifadesinin, diger doku iskelelerine gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir
(p<0.01 ve p<0.001). PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen hBMSC’lerin ALP gen
ekspresyon seviyeleri HAp-PBAT iskeledeki hiicrelerin yaklasik 3 kati olsa da bu gruplar
arasinda anlamli bir fark goézlenmemistir (p>0.05). ALP aktivitesinin ge¢ farklilasma
doneminde artis gostermesi ve kiiltiiriin 28. giiniinde B-HAp-PBAT doku iskelelerindeki
hBMSC’lerin ALP aktivitelerinin diger gruplara gore anlamli 6l¢iide yiiksek olmasi,

kolorimetrik ALP aktivitesi analizinden elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.

Teorik olarak, ALP aktivitesinin erken farklilasma belirteci oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, ALP aktivitesinin kiltiiriin 14. giinlinde belirgin derecede yiikselmesi, kiiltiiriin
28. glinlinde ise azalmasi beklenmektedir. Ancak, tez caligmasi kapsaminda yapilan
kolorimetrik analizler ve RT-PCR analizi sonucunda, hBMSC’lerin ALP gen ifadesinin en
yiiksek degere 28. giinde ulastig1 goriilmistiir. Literatiirde, en yiiksek ALP aktivitesinin
ge¢ donemde elde edildigi calismalar mevcuttur [152-154]. Ruckh ve ark., HAp/PCL
nanofiberlerde kiiltiir ettikleri sican kemik iligi kok hiicrelerinin osteojenik farklilasma
kapasitelerini incelemisler ve ALP aktivitesinin en yiiksek seviyeye 3. haftada ulastigini
belirtmislerdir [152].

PBAT bazli doku iskeleleri {izerinde kiiltiir edilen hBMSC’lerin kollajen-1 (COL-1) gen
ifadeleri grafigi Sekil 4.33’te goriilmektedir. Sekilde, PBAT ve HAp-PBAT iskelelerde
kiiltiir edilen hBMSC’lerin COL-I seviyelerinin kiiltiir boyunca sabit kaldigi, B-HAp-
PBAT iskelelerdeki hBMSC’lerin COL-1 seviyelerinin ise ilk 14 giin sabit kalarak 28.
giinde artis gosterdigi goriilmektedir. Kiiltiirlin ilk 14 giintinde, farkli doku iskelesi gruplar
arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Kiiltiiriin 28. giiniinde, B-HAp-PBAT
doku iskelelerinde kiiltiir edilen hBMSC’lerin COL-I seviyelerinin PBAT ve HAp-PBAT
doku iskelelerindekilere gore olduk¢a anlamli seviyede yiiksek oldugu (p<0.01), PBAT ve
HAp-PBAT doku iskeleleri arasinda ise anlamli bir farklilik olmadigi (p>0.05)
goriilmektedir. RT-PCR analizi ile elde edilen COL-I gen ifadesi seviyeleri, kolorimetrik

analiz ile tayin edilen kollajen miktarlar1 ile benzerdir.
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Sekil 4.33. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen
hBMSC’lerin bagil COL-I gen ifadeleri. (Istatistiksel olarak anlaml farklar: kontrol grubu
PBAT iken **p<0.01; kontrol grubu HAp-PBAT iken #p<0.01, n=3)

Ying ve ark.,, 100 ng/mL borik asit igeren ortamda, hBMSC’lerin COL-I ifadesi
seviyesinde artis elde etmislerdir [155]. Gliimiisderelioglu ve ark., bor enkapsiile ettikleri
nanopartikiilleri igeren kitosan doku iskelelerinde kiiltiir ettikleri MC3T3-E1l
preosteoblastlarin COL-1 gen ifadesi seviyesini artirdigini ifade etmislerdir [128].

Osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN), non-kollajenik ECM proteinlerinin biiyiik bir
kismint olusturur. Kemik mineralizasyonunu diizenleyen OCN ve OPN seviyelerindeki
artis, ge¢c donem farklilasma belirtecidir. OCN ve OPN gen ifadeleri analizi sonuglar
sirastyla Sekil 4.34 ve Sekil 4.35°te goriilmektedir.

Kiiltiirtin ilk 14 gilintinde tim doku iskelesi gruplarinin OCN seviyelerinin sabit oldugu ve
gruplar arasinda anlamli fark olmadigi (p>0.05) goriilmektedir. Diger gen ifadelerinde
oldugu gibi, hiicrelerin OCN seviyelerinde de kiiltiiriin 28. gilinlinde artig goriilmiistiir. 28.
giin, B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen hBMSC’lerin OCN gen ifadesinin,
PBAT ve HAp-PBAT doku iskelelerindeki hiicrelere gore yaklasik 3 kat fazla oldugu
goriilmiistiir (p<0.001).
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Sekil 4.34. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen
hBMSC’lerin bagil OCN gen ifadeleri. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: kontrol grubu
PBAT iken ***p<0.001; kontrol grubu HAp-PBAT iken *#p<0.001, n=3).

hBMSC’lerin OPN gen ifadeleri, OCN seviyelerine benzer sekilde, kiiltiiriin ilk 14
giinlinde sabit kalmig, 28. giinlinde ise artis gostermistir (Sekil 4.35). Yirmisekizinci giin,
PBAT ve HAp-PBAT doku iskeleleri tizerinde kiiltiir edilen hBMSC’lerin OPN seviyeleri
arasinda anlamli bir fark gozlenmemis (p>0.05), B-HAp-PBAT doku iskelesinde kiiltiir
edilen hiicrelerin OPN seviyelerinin ise, PBAT ve HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir
edilen hiicrelere gore sirasiyla 6.3 ve 4.9 kat yiiksek oldugu gortilmistiir (p<0.001).

Tim iskelelerde 28. giin OPN ve OCN gen ekspresyon seviyelerinde artis meydana
gelmesi, mineralize ECM’nin olusmaya basladigin1 gostermektedir. Kiiltiirtin 28. giiniinde
B-HAp-PBAT doku iskelelerindeki hBMSClerin OPN ve OCN seviyelerinin diger doku
iskelelerine gore olduk¢a anlamli 6l¢iide yiiksek olmasi ile (p<0.001), B-HAp katkisinin
PBAT’in osteoindiiktif etkisini onemli Olglide artirdigi anlasilmistir. SEM analizinde
kiltiiriin 28. gliniinde goriintiilenen mineralize yapilarin B-HAp-PBAT doku iskelelerinde
daha yogun olmasi bu bulgular desteklemektedir. Ying ve ark., yaptiklari ¢aligmada,
cesitli konsantrasyonlarda bor uyguladiklar1 hBMSClerin gen ifadelerini incelemisler, 1-
10 ng/mL konsantrasyon araligindaki borun kalsiyum olusumunu ve OCN gen ifade

seviyesini artirdigini belirtmislerdir [155].
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Sekil 4.35. PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT doku iskelelerinde kiiltiir edilen
hBMSC’lerin bagil OPN gen ifadeleri. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: kontrol grubu
PBAT iken ***p<0.001; kontrol grubu HAp-PBAT iken *#p<0.001, n=3).

RT-PCR analizi ve kolorimetrik analizler ile elde edilen hiicre farklilagsmasi sonuglarina
gore; ALP, kollajen, kalsiyum miktarlar1 ve gen ifadeleri genel olarak tiim doku iskelesi
gruplarinda kiiltiirtin ilk 14 giinii sabit kalmaya egilimli olup 28. giinde artis gostermistir.
Kiiltiirin 28. giinlindeki artis, B-HAp-PBAT doku iskelelerinde oldukg¢a belirgin olup,
PBAT ve HAp-PBAT doku iskelelerinde daha diisiik seviyede kalmistir. Bu sonuglardan
yola cikilarak, HAp katkisinin tek basima PBAT’in farklilasmasini artirmak igin yeterli
olmadigi; B-HAp PBAT doku iskelelerinin osteoindiiktif etkisini 6nemli 6l¢iide artirdigi

sOylenebilir.

Grubumuzda daha onceden yapilan bir ¢alismada, kitosan doku iskeleleri HAp ve B-HAp
ile kaplanmig; HAp ve B-HAp katkisinin kitosanin farklilagmasia olan etkisi RT-PCR
analizleri ile incelenmistir [19]. Elde edilen sonuclar, HAp ve B-HAp katkisinda kitosanin
farklilasmasinin 6nemli 6lglide arttigini, B-HAp katkisinda ise bu etkinin daha yiiksek
oldugunu goéstermistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan farklilasma analizlerinde ise,
HAp katkisinin PBAT in farklilagmasi tizerindeki etkisi net bir sekilde gézlenememistir.
Buna neden olan faktorlerden birisi, HAp katkisinin doku iskelelerine kaplama seklinde
degil, parcaciklar halinde fiberlerin yapisina katilmasidir. Fibroz matriste serbest halde

bulunan HAp pargaciklarinin yikama islemleri sirasinda yapidan uzaklagmasi, diger
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parcaciklarin ise fiberlerin icerisine gomiilii kalmasi, HAp’ten kiiltiir ortamina iyon
salimini geciktirmis olabilir. Bu durumda, HAp parcaciklarindan ortama olan iyon salimi,

PBAT fiberlerin bozunurlugunun kontroliindedir.

B-HAp-PBAT doku iskelelerinde ise, tiim gen ifadelerinin ge¢ farklilasma doneminde
ortaya c¢ikmasi, ayni sekilde fiberlerin iginde hapsolan parcaciklardan iyon saliminin
gecikmesi ile yorumlanabilir. Ayrica, elektroegirme ¢ozeltisinin hazirlanmast sirasinda
HAp ve B-HAp pargaciklarinin kiimelenerek mikro boyutta pargaciklar olusturmasi, etkili
ylizey alanlarini azaltmaktadir. Osteoindiiktif etkinin daha belirgin goriilebilmesi i¢in, HAp
pargaciklarinin elektroegirme ¢ozeltisindeki miktarlar1 artirilabilir. Lee ve ark., yaptiklari
calismada PLGA fiberlere kattiklart HAp pargaciklarinin miktarini1 %10 (w/w)’dan %40
(w/w)’a cikardiklarinda, hiicre sayisinin ve mineralizasyonun arttigin1 belirtmislerdir

[156].

89



5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢calismas1 kapsaminda, ¢esitli fabrikasyon yontemleri ile PBAT doku iskeleleri
tiretilmis ve tretilen iskelelerden 3D fibr6z matrislerin yapisina osteoindiiktif 6zellik
kazandirilmasi i¢in hidroksiapatit (HAp) ve bor katkili hidroksiapatit (B-HAp) partikiilleri
eklenmistir. Yapilan karakterizasyon calismalari ve iki farkli hiicre hatti ile yiiriitiilen
hiicre kiiltiir galismalar1 sonrasinda, doku iskelelerinin in vitro kemik rejerenerasyonundaki
potansiyelleri incelenmistir. Calismalar sonucunda elde edilen 6nemli bulgular, bu

boliimde 6zetlenmistir.

¢ Caligmanin ilk asamasinda, PBAT reginelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi icin gesitli analizler gerceklestirilmistir. Yapilan C-NMR analizi
sonucu, PBAT’1n %58 oraninda alifatik birime ve %42 oraninda aromatik birime
sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonug, PBAT’1in hem mekanik dayanimin hem de
biyobozunurlugunun yeterli oldugunu géstermistir.

+ 2D PBAT doku iskeleleri ¢oziicii buharlastirma ve elektroegirme yontemleriyle, 3D
PBAT doku iskeleleri ise ¢oziicli dokiim-parcacik uzaklastirma ve eriyik kaliplama-
parcacik uzaklagtirma yontemleriyle iretilmistir. En iyi morfolojideki doku
iskelelerinin iiretimi i¢in, malzeme {iretimi Oncesinde optimum kosullar
belirlenmistir.

% Elektroegirme yonteminde boncuk olusumunu etkileyen parametrenin polimer
derisimi oldugu, gerilim ve siringa pompast akis hizi gibi parametrelerin boncuk
olusumunu etkilemedigi goriilmiistiir. En 1y1 morfolojideki fiberlerin elde edildigi
parametreler %14 (w/v) polimer derisimi, 21 kV gerilim, 1 mL/sa akis hiz1 ve 20
cm siringa toplayici arasindaki mesafe olarak belirlenmistir. Bu yontemle {iretilen
2D fibroz matrisler, 12 um gozenek boyutuna, %85 gozeneklilige ve 569 + 187 nm
capinda fiberlere sahiptir.

s Cozicii dokiim-pargacik uzaklastirma yontemiyle doku iskelesi iiretimi igin,
optimum kosullar %15 (w/v) polimer derisimi, 200-355 pm tuz parcaciklar: boyutu
ve 1:1.5 polimer:tuz orani olarak belirlenmistir. Bu parametrelerde iiretilen doku
iskeleleri i¢sel baglantili gézeneklere sahip olup %90 gézeneklilige ve 283 + 61 um
gozenek boyutuna sahiptir. Bu yontem ile liretilen doku iskeleleri, tiim doku
iskeleleri icerisinde en yiiksek gozeneklilige sahiptir.

¢ Eriyik kaliplama-parcacik uzaklagtirma yontemiyle iretilen doku iskeleleri icin

optimum kosullar 1:2.3 polimer:tuz oran1 ve 200-355 pum tuz pargacik boyutu
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olarak belirlenmistir. Bu parametrelerde tiretilen doku iskeleleri %62 gozeneklilige
ve 236 + 61 um gozenek boyutuna sahiptir. Bu yontem ile iiretilen doku iskeleleri,
tim doku iskeleleri igerisinde en diisiik gozeneklilige sahiptir.

Doku iskelelerinin su alim kapasiteleri, gézeneklilikleri ile dogru orantili olarak
bulunmustur. Yapisina en fazla su alan grup ¢oziicii dokiim pargacik uzaklastirma
islemi ile tretilen doku iskeleleri (%578 £ 62), en az su alan grup ise eriyik
kaliplama parcacik uzaklastirma islemi ile tiretilen doku iskeleleridir (%110 + 17).
Ince filmlerin ise yapilarma aldiklar1 su miktar1 gézeneksiz ve hidrofobik yapilari
nedeniyle sifira yakindir.

Yapilan mekanik testler sonucunda, eriyik kaliplama parcacik uzaklastirma
yontemi ile tretilen doku iskelelelerinin sikistirma direnci (8.80 + 6.10 MPa) ve
modiiliis degerinin (2.46 = 1.90 MPa) diger gruplara gore daha yiiksek oldugu ve
sikistirma direncinin kanseldz kemiginkine benzer oldugu gorilmiistiir.

In vitro bozunurluk testlerinin sonucunda, 5. haftada SEM analizinden elde edilen
goriintlilerde, ¢oziicli dokiim-parcacik uzaklastirma yontemi ile iiretilen iskelelerin
yiizeyinde olusan delinmeler, lipaz enzimi varliginda bozundugunun gdstergesidir.
Ince filmlerin bozunmasi ise, ¢dziicii dokiim-pargacik uzaklastirma yontemi ile
tiretilen iskelelerde oldugu kadar belirgin degildir.

Ince film, 2D fibréz matris ve parcacik uzaklastirma ydntemleri ile iiretilen doku
iskeleleri ile yapilan MC3T3-E1 hiicre kiiltiir ¢caligmalari sonucunda, tiim doku
iskelelerinin hiicre tutunmasini ve ¢ogalmasini destekledigi gortilmiistiir. Kiiltiiriin
11. giinlinde tiim yiizeylerin neredeyse tamaminin hiicreler ve salgiladiklart ECM
tarafindan kaplanmasi, PBAT’m modifikasyona ihtiyag duyulmadan hiicre
tutunmasini destekledigini gostermektedir.

MC3T3-EI hiicre hatt1 ile yapilan ¢aligmalarda, hiicre tutunmasi ve yayilimini en
iyl destekleyen malzemelerin PBAT fibr6z matrisler oldugu goriilmiistiir. Bu
nedenle, ¢alismanin ikinci kisminda hiicre farklilasmasinin belirlenmesi i¢in daha
islevsel olan 3D fibr6z matrislerin iiretimine karar verilmistir.

Islak elektroegirme yontemiyle iiretilen 3D fibr6z matrisler, %90 gozeneklilige ve
898 + 328 nm ¢apinda diizgiin morfolojide fiberlere sahiptir. Islak elektroegirme ile
tiretilen 3D fibroz matrislerin gézenekliligi 2D matrislere gére %5 oraninda artmas,
gozenek boyutu ise ortalama olarak 12 um’den 30 pm’ye yiikselmistir.
Osteoindiiktif etkinin artirilmast amaci ile PBAT fiberlerin yapisina katilan HAp ve

B-HAp parcaciklari, mikrodalga destekli biyomimetik c¢oktliirme yontemi ile

91



tiretilmistir. Elde edilen HAp ve B-HAp parcaciklari, 1slak elektroegirme islemi
oncesi %5 (w/w) oraninda elektroegirme ¢ozeltisine eklenmistir. SEM ve TEM ile
yapilan morfolojik analiz sonucunda, HAp ve B-HAp parcaciklarinin homojen
olarak fibr6z matris icerisinde hem serbest halde dagildigi hem de fiberlerin i¢inde
gomiilii olarak bulundugu goriilmiistiir.

s 3D PBAT, HAp-PBAT ve B-HAp-PBAT fibroz matrislerin biyoaktivitesinin
incelenmesi ic¢in yapilan hiicre kiiltiir ¢calismalarinda, insan kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicreler (hRBMSC) kullanilmistir. Alinan SEM goriintiilerinde,
hBMSClerin gozeneklerin icerisine gecemedigi ve yiizeyi tamamen kapladigi
goriilmiistiir. 3D fibroz doku iskelelerinin sahip oldugu 30 pm boyutundaki
gbzeneklerin, hiicre penetrasyonu i¢in yeterli olmadigi anlasilmistir. Fakat, olusan
mineral yapilarin gozeneklerin icerisinden gecerek iskelenin i¢ kisimlarinda
birikebildigi goriilmiistiir.

¢ Hicre farklilagmasinin belirlenmesi amaciyla kolorimetrik analizler yapilmis ve
sonuglar gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizleri ile
desteklenmistir. Kolorimetrik testlerle 6l¢iilen ALP aktivitesi, kollajen ve kalsiyum
miktarlarinda ve ALP, COL-I, OCN ve OPN gen ifadelerinde 6l¢iilen en yiiksek
degerler B-HAp-PBAT doku iskelelerinde elde edilmistir. PBAT doku
iskelelerinde ise farklilagma belirteci olan gen ifadeleri ve ALP aktivitesi, kollajen
ve kalsiyum miktarlart kiiltiir boyunca artis gosterse de, B-HAp-PBAT’a gore daha
diisiik seviyelerde goriilmistiir.

s HAp katkisinin, PBAT 1n osteoindiiktif etkisini artirmak i¢in tek basina yeterli
olmadigi, B-HAp katkisinin ise PBAT 1n farklilagmasini yiiksek ol¢iide indiikledigi

gorilmiistiir.

Elde edilen bulgular 1s18inda, PBAT doku iskelelerinin gozeneklilik, mekanik dayanim,
biyobozunurluk ve ylizey 6zellikleri agisindan yeterli 6zelliklere sahip oldugu ve mevcut
biyobozunur sentetik polimerlere alternatif olarak kullanilabilecek bir biyomalzeme oldugu
anlagilmistir. Cesitli yontemlerle iiretilen PBAT doku iskelelerinin yiizey 6zelliklerinin,
MC3T3-E1 ve hBMSClerin tutunmasi ve ¢ogalmasi igin yeterli oldugu, hiicre
farklilasmasinin 1yilestirilmesi icin ise, PBAT in yapisina B-HAp gibi osteoindiiktif
malzemelerin katilmasinin uygun olacagi anlasilmistir. Calismada doku iskelesi iiretim

yontemi olarak kullanilan 1slak elektroegirmenin gelistirilmesi ile daha yiiksek gozenek
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boyutuna ulasildiginda, 3D PBAT fibréz doku iskelelerinin kemik rejenerasyonunda

kullanilabilecek uygun bir biyomalzeme olacagi dngoriilmektedir.
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