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Murat SIMSEK
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Tez Danismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Ocak 2014, 163 sayfa

Sunulan tez calismasi iki ana hedef dogrultusunda gerceklestirilmistir. ilk kisimda,
elektroegirme yontemiyle (Uretilen farkl fiziksel ve kimyasal yapiya sahip
nanofiberlerle farkli kimyasal yapidaki polimerik membranlarin desenlenmesi ve
elde edilen sonuglarin hucre-nanotopografi iligkisi agisindan degerlendirilmesi
amaclanmistir. ikinci kisimda ise elektroegirmeyle Uretilen nanofiberlerle implant
yuzeylerin kaplanmasi ve kaplanmig yuzeylerin hayvansal hucre/bakteri
tutunabilirligine olan etkisinin incelenmesi amaclanmistir.

Tez galismasinin ilk kismi igin, ¢dzlcu dokim yontemi ile gapraz bagh kitosan ve
polikaprolakton (PCL) membranlar hazirlanmistir. Membranlarin farkh fiziksel
yapidaki PCL ve PCL/kollajen nanofiberlerle desenlenmesi amaciyla elektroegirme
kosullari optimize edilmistir. Kitosan membranlar 205£65 nm ve 550+190 nm ¢apa
sahip PCL fiberlerle ve 480+20 nm c¢apa sahip PCL/kollajen fiberlerle gelisigtzel
dizende desenlenmistir. Kitosan membranlarin hizalanmis duizende fiberlerle
desenlemesi 38562 nm capindaki PCL ve 276105 nm c¢apindaki PCL/kollajen
fiberlerle gergeklestiriimistir. PCL membranlarin gelisiglizel ve hizalanmis dizende
desenlenmesi ise sirasiyla 211+70 nm ve 228+43 nm c¢apinda PCL fiberlerle
saglanmistir.

Desenlenmis  membranlar  Uzerinde  nanotopografi-hlicre  etkilesimlerinin
arastinimasina yonelik olarak preosteoblast MC3T3-E1 ve MDBK (Madine Darby
Bovine Kidney) hicreleri ile durgun ortamda hidcre kdltar galismalar
gerceklestiriimigtir. Hicre canhligi ve Gremesi MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolyum bromur) analizi ile takip edilmis ve hicre morfolojileri SEM ve



konfokal mikroskobu ile incelenmistir. Analiz sonuglarina gére, hucreler hizalanmis
duzendeki fiberlerin ydneliminden etkilenerek morfolojilerini degistirmiglerdir.
Hucrelerin hizalanmis dizendeki desenler yoninde yonelerek sitoplazmalarinda
oldukga uzun ve duzenli organize yapida aktin demetleri olusturduklari
gorulmustir. Ayrica ¢ap artisina bagli olarak hucrelerin morfolojisi gelisigtizel
desenlerden de etkilenmistir. Matrislerde kollajenin varligi yuzeye yayilan hucre
alaninda artisa neden olmustur.

Tezin ikinci kismi igin, titanyum (Ti) implantlarin elektroedirme ile Uretilmis
polietilen oksit (PEO) nanofiberlerle kaplanmasina yodnelik olarak optimizasyon
galismalari yurGtiimuistir. Uretilen fiberler SEM ile analiz edilerek uygun Uretim
kosullari belirlenmigtir. In-vitro kosullarda fiberlerin ¢ézinmemelerini saglamak
amaciyla gesitli capraz baglanma islemleri gerceklestiriimistir. En uygun capraz
baglama kosulu sisme deneyleri ve FTIR-ATR analizi ile belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda Ti yuzeyler, %10 PETA (pentaeritritol triakrilat) (w/w)
iceren PEO fiberlerle kaplanmigtir. Kaplanmis yuzeyler 37°C’de 8 gunlik kuruma
islemi sonrasinda ultraviyole 1sik kaynagi ile muamele edilerek fiberlerin capraz
baglanmasi saglanmistir. Ti ylzeyler olarak puarazlendiriimis (Ti-p) ve
puruzlendiriimemis (Ti-y) implantlar kullaniimistir. Kaplama 6ncesi ve sonrasi Ti
yuzeylerin karakterizasyonu SEM, AFM, pertometre ve su temas agisi olgumu ile
gerceklestiriimigtir. Analiz sonrasi Ti-y yuzeylerdeki fiberlerin capi 184+48 nm, Ti-p
yuzeyindekilerin capi ise 17550 nm olarak hesaplanmistir. Kaplama sonrasi
yuzeyler daha hidrofilik hale gelmigtir. Fiberler Ti-p ylzeylere daha kararh bir
sekilde tutunmusglardir.

PEO kapli Ti yuzeylerin hidcresel tutunmaya olan etkisinin incelenmesi igin
MC3T3-E1 hucreleri ve S. epidermidis bakterileri ile durgun ortamda kultur
calismalari yapimigtir. Hucre canlhihgr ve Uremesi MTT ile takip edilmis,
hicre/bakteri tutunabilirligi SEM ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde,
PEO fiber kaph Ti yuzeylerde yapisma 6nemli dlgide azalmisken, kaplanmamis
yluzeylerin hlicre/bakteri Gremesini destekledigi belirlenmistir.

Tum bu sonuglar 1s1ginda, elektroedirme yonteminin polimerik biyomalzemelerde
nanotopografik desen olusturulmasi ve metal implant kaynakli enfeksiyon riskinin
minimize edilmesi igin “etkin bir kaplama yontemi” olarak kullanilabilecegi yorumu
yapiimigtir.

Anahtar Kelimeler: elektroegirme, nanofiber, desenleme, nanotopografi, PCL,

nanofiber kaplama, PEO, titanyum, bakteriyel yapisma.
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In the presented study, two main aims were purposed. The first aim was to pattern
polymeric membranes which have different chemistry by chemically and physically
different nanofibers produced via electrospining technique and to investigate
cellular behaviour on patterned membranes for cell-nanotopography interactions.
The second aim was to investigate animal cell/bacterial attachment on implant
surfaces coated by electrospun nanofibers.

For the first part, chitosan and polycaprolactone (PCL) membranes were prepared
by solvent casting method. Electrospinning conditions were optimized for
patterning of membranes by PCL and PCL/collagen nanofibers in different
physically form. Chitosan membranes were patterned by random PCL fibers with
diameters of 205+65 nm or 550+190 nm and random PCL/collagen fibers with
diameter of 480+20 nm. They were also patterned by aligned PCL and
PCL/collagen fibers with diameter of 385+62 and 276+105 nm, respectively.
Patterning of PCL membranes was realised by random and aligned PCL fibers
with diameters of 211£70 nm and 228+43 nm, respectively.

Cell-culture studies were performed under static conditions by using
preosteoblastic MC3T3-E1 and epithelial MDBK (Madine Darby Bovine Kidney)
cell lines to investigate nanotopography-cell interactions on patterned surfaces.
Cell viability and proliferation were analyzed by MTT assay and morphological
examination was done with SEM and confocal microscope. Results showed both
cells were affected significantly by aligned fiber orientation. The fibers of the actin
filament tend to align along the fiber direction forming long and highly organized



actin bundles in the cytoplasm. Randomly oriented patterns also affected the cell
morphology owing to an increase in fiber diameter. In the presence of
PCL/collagen patterns, the spreading area of cells was increased.

In the second part, polyethlene oxide (PEO) nanofibers were prepared by
electrospinning for coating titanium (Ti) implants with nanofibers. Characterization
of fibers was done by SEM. Crosslinking procedures were carried out to obtain
insoluble PEO fibers under in-vitro conditions. Optimum crosslinking condition
were determined by swelling experiments and ATR-FTIR analysis. As a result, Ti
surfaces were coated by fibers including 10% (w/w) crosslinker PETA
(pentaerythritol triacrylate). After drying for 8 days in 37°C, coated surfaces were
placed under UV light to crosslink fibers. Roughned (Ti-p) and smooth (Ti-y) Ti
surfaces were used for coating.

Characterization of Ti surfaces before/after coating was done by SEM, atomic
force microscopy, perthometer and water contact angle measurements.
Hydrophilicity of both surfaces was improved after coating. SEM results revealed
that fiber diameters on coated Ti-y and Ti-p were 184£48 nm and 175+50 nm,
respectively. Fibers on Ti-p exibited more stable attachment than the ones on Ti-y.

To investigate the effect of PEO coated surfaces on adhesion of MC3T3-E1 cells
and S. epidermidis bacteria, cell-culture studies were performed under static
conditions. Cell viability and proliferation were analyzed by MTT assay and
examination of attachment of the cells/bacteria was done by SEM. In conclusion,
coated surfaces inhibited cellular attachment significantly, whereas proliferation of
cells/bacteria was supported by uncoated surfaces.

In conclusion, electrospinning technique can be used as “an effective coating
method” for creating patterns on polymeric biomaterials and minimizing infection
risk of metalic implant.

Keywords: electrospinning, nanofiber, patterning, nanotopography, PCL,

nanofiber coating, PEO, titanium, bacterial adhesion.
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1. GIRIS
Doku muhendisligi yaklasiminda, biyomalzemelerin nanotopografik ylzey
Ozelliklerinin hucresel etkilesimlerde ve hlcresel fonksiyonlarin duzenlenmesindeki
yerinin arastirimasi fonksiyonel doku olusumuna uygun biyomalzemelerin
geligtirilebilmesi agisindan 6nem tasimaktadir [1]. Hicrelerin dodal ortamlarinda
kendilerine yapisal destek saglayan ve hicre yapismasi, ¢ogalmasi, gocu,
farkhlasmasi, hdcre fenotipinin duzenlenmesi ve doku yapisinin kontrol
edilmesinde rol oynayan hicre disi matris (ECM) nano boyutta yapilar
icermektedir [2]. Hucrelerin bu yapi icerisinde oncelikle etkilesim halinde
bulundugu fibréz proteinler ve glikozaminler nanoboyutta fiber yapilardan
olugsmaktadir. Ayrica, hucreler mikron boyutunda olmakla birlikte, hiicre yapismasi
ile baslayan hucresel fonksiyonlar nano boyuttaki hlicre organelleri ile

gerceklesmektedir.

Doku muhendisligi arastirmalarina yonelik olarak, dogdal ortam kosullarinin
modellenerek hucrelerin tutunmasini saglamak amaciyla biyouyumlu dogal ve
sentetik polimerler kullaniimaktadir. Dogal polimerlerin sik¢a tercih edilenlerinden
biri, kitinden tlretilen kitosan adh polisakkarit olup, ucuz ve g¢evre-dostu
yontemlerle Uretilmektedir [3, 4]. Kitosanin hlcresel aktiviteleri (yapisma, yayilma,
ureme ve vb.) olumlu yonde etkilediginin bilinmesi, secimindeki temel kriter
olmustur. Doku muhendisliginde yaygin olarak kullanilan diger bir dogal polimer de
kollajendir. insan viicudunda en cok bulunan bad doku bileseni olan kollajen
hayvansal proteinlerin yaklasik olarak %30’'unu olusturmaktadir. En siklikla
kullanilan kollajen tura Tip | kollajendir. Kollajenin hucresel yapismayi ve buyumeyi
arttirdigi bilinmektedir [5]. Doku muhendisligi arastirmalarinda siklikla kullanilan
FDA (Food and Drug Admistration) onayli PCL, hidrofobik, hiicre kiltirtiinde toksik
etki gostermeyen ve yapisindaki ester gruplari nedeni ile biyolojik olarak

bozunabilen bir sentetik polimerdir.

Biyomalzeme ylzeylerinde kontrolli nanotopografinin elde edilebilmesi amaciyla
geligtirilen tekniklerin (fotolitografi, dip pen litografi, kolloidal litografi, elektron
demeti litografisi gibi) gesitli dezavantajlarinin aksine, elektroegirme teknigi sahip
oldugu avantajlari ile doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilabilecek birgok
polimere uygulanabilmesi nedeniyle dnem kazanmaktadir. Polimer ¢oOzeltisi ve

islem parametrelerinin optimize edilmesi ile farkl fiber ¢capina (20 nm’den birkag
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mikrometreye kadar degisen) ve oryantasyonuna (gelisigizel ya da hizalanmig
dizen) sahip fiberler elde edilebilmektedir [6]. Ucuz bir yontem olarak
elektroedirme teknigi, malzeme secimindeki esneklik ve fiber 6zelliklerinin kontrol
edilebilmesi nedeniyle c¢esitli doku muhendisligi uygulamalari igin biyomalzeme
Uretiminde kullaniimaktadir. Uretilen nano boyuttaki fibroz matrisler hicre
etkilesimi icin genis yuzey alani saglamakta, besin maddeleri gibi sivilarin
transferine olanak tanimakta ve dogal ECM yapisina benzerlik géstermektedir [3,
7].

Vucut icinde kullanilacak implantlarin ortaya ¢ikardigi sorunlarin basinda
enfeksiyon kaynakli olanlar gelmektedir. implantasyon dncesi veya sonrasi ya da
sirasinda implantlar kontaminasyonlara karsi ¢ok hassas durumdadirlar ve
cogunlukla malzeme ylzeylerinde mikrobiyal enfeksiyondan baslayarak biyofilm
olusumuna kadar giden bir dizi istenmeyen slUre¢ ortaya ¢ikmaktadir. Biyolojik
ortamlarda kullanilan malzemelerin basgarisi buylk oranda yuzey oOzelliklerine
badlidir ve bakteryel enfeksiyonun 6nlenebilmesi amaciyla ylzey o6zelliklerinin

degistiriimesi ve gelistiriimesi gereksinimi ortaya ¢ikmaktadir.

Son yillarda, ortopedi ve discilik gibi biyomedikal alanlarda titanyum (Ti) ve Ti
alasimlarinin kullanimi, sahip olduklari 6zellikleri nedeniyle 6n plana ¢ikmigtir.
Modifiye edilmemis Ti ve Ti alasimlarinin yukarida bahsi gegen bakteriyel
enfeksiyonlara acik olmasi, ylksek tedavi giderleri ve hatta hastayi 6lime kadar
g6turebilen sonuglar agiga ¢ikarmaktadir [8]. Ti implantlarin kullaniminda en ¢ok
ortaya c¢lkan bakteri enfeksiyonuna Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis)
bakteri turi yol agmaktadir. Ayrica implantasyon sonrasinda malzemenin yuzeyi
hizli bir sekilde plazma proteinleri ile kaplanmakta, bu da bakteriyel yapismayi

tetiklemektedir.

Malzeme ylzeylerinde protein adsorbsiyonunu, bakteri yapismasini ve biyofilm
olusumunu azaltmak/engellemek i¢in uygulanan yaklasimlar antikoagulant
kaplamalar (heparin), hidrofilik zincirlerle yizey modifikasyonu, fosforilkolin ile
modifiye edilmis polimer kaplamalar ve polietilen glikol/polietilen oksit (PEG/PEO)
tabanl kaplamalardir [9]. Biyomedikal uygulamalarda genis c¢apta kullanilan
PEO’nun protein ve bakteri yapismasini engelleyici niteliklere sahip olmasi

sebebiyle implant yuzeylerine kaplanmasi 6ne ¢ikmaktadir [10, 11].

Sunulan tez c¢alismasinda biyomalzeme ylzeylerinin  nano/mikro Olgekte
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desenlenmesi ve kaplanmasi igin elektroegirme yonteminin kullanilabilirliginin
belirlenmesine ydnelik calismalar yapilmistir. iki ana kisimdan olugsan bu
calismalar i) Doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimak Gzere nano/mikro
Olcekte topografiye sahip polimerik esasli biyomalzemelerin gelistiriimesi; ve ii)
Enfeksiyon riski minimize edilmis metal esasli implant malzemelerin gelistiriimesi,

hedefleri dogrultusunda yurataimastar.

Sunulan bu tez calismasinin ilk kisminda kitosan ve PCL membranlar Uretilmis ve
bu membranlar Uzerinde elektroegirme teknigi kullanilarak farkl fiziksel ve
kimyasal Ozelliklere sahip nanofiber tabanl topografik desenler elde edilmistir.
Elde edilen bu desenlerin fibroblastik morfolojideki MC3T3-E1 preosteoblast ve
epitel morfolojideki MDBK (Madine Darby Bovine Kidney) hicrelerinin
davraniglarina olan etkisinin arastirimasi hedeflenmistir. Bu amacla o6ncelikle
membran kimyasinin etkisini incelemeye yoOnelik olarak, kitosan ve PCL
membranlarda gelisigizel ve dogrusal hizalanmis dizende PCL nanofiberlerle iki
farkh topografi olusturulmustur. Desenlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin hicre
davranislarina olan etkisini belirlemek icin ise, kitosan membranlar PCL/kollajen ve
iki farkli boyutta PCL fiberler ile gelisiglzel ve hizalanmis dizende desenlenmistir.
Elde edilen sonuglar, nanotopografi-hticresel islevler arasindaki iliski agisindan

deg@erlendirilerek yorumlanmistir.

Sunulan bu tez calismasinin ikinci kisminda ise enfeksiyon riskinin azaltiimasi
amaciyla Ti yuzeylerin elektroegirme yontemi ile elde edilen PEO nanofiberlerle
kaplanmasi amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak belirlenen optimum
kosullarda gerceklestirilien elektroedirme isleminin ardindan PEO fiberler
pentaeritritol triakrilat (PETA) capraz baglayicisi ile UV 1s1§1 altinda muamele
edilerek in vitro ortamda ¢dzlinmez hale getirilmislerdir. Sonrasinda, kaplanmig Ti
yluzeylerde MC3T3-E1 hdicrelerinin  ve biyofilm olusturan S. epidermidis
bakterilerinin yuzeylere tutunma davraniglari analiz edilerek elde edilen bulgular

Isiginda sonuglar yorumlanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Bu bolimde, yapilan tez galismasinin temelini olusturan konular ile ilgili literattr
bilgisi 2 baslik altinda toplanmistir. ilk olarak, polimerik ylizeylerde nanotopografi
olusturma yontemlerine (6zellikle g¢alisma kapsaminda kullanilan teknik olan
elektroegirme yontemine) ve bu yontemler ile hazirlanan yilzeylerdeki hiicresel
davraniglarin incelenmesine yonelik bilgilere doku muhendisligi kapsami igerisinde
yer verilmistir. ikinci bélimde ise, biyomedikal implantlarin (6zellikle titanyum
implantlarin) kullanimina bagli ortaya ¢ikan sorunlara ve bu sorunlarin ¢ézimi

icin gelistiriimis yaklagimlara yonelik bilgiler yer almigtir.

2.1. Doku Miihendisligi

Doku muhendisligi, muhendislik ve yasam bilimlerinde kullanilan yontemleri bir
araya getirerek doku yenilenmesi ve organ fonksiyonlarinin iyilestirmesi igin etkili
tedavi yontemlerinin gelistiriimesini amaglayan disiplinler arasi bir bilim dalidir.
Kaza, travma veya kanser sonucu meydana gelen organ ve doku hasarlarinin
iyilestiriimesinde genis Olgude kullanilan geleneksel yontem organ veya dokularin
transplantasyonudur. Ancak bu yontem cerrahi mudahale gerektirdiginden hem
hastaya aci vermekte hem de enfeksiyona neden olabilmektedir. Ayrica,
kullanilabilecek doku kaynaklarinin sinirli olmasi, uygun vericinin bulunmasinin
zorlugu ve implantasyondan sonra olugabilecek immunojenik etkiler organ nakli
cerrahisinin onemli dezavantajlarini olugturmaktadir. Bu nedenle, son yillarda doku
yenilenmesi i¢in yapay sistemlerin gelistirildigi “doku muhendisligi yaklagsimi” 6n
plana ¢ikmistir [12]. Bu yaklagim ile organlarin ya da dokularin bagaril bir sekilde
rejenerasyonu igin gerekli en temel iki faktor; doku olusumunu saglayacak olan
hiucreler ve hucrelere yapisal destek saglayan biyomalzemelerdir. Hucre digi
ortamin (extracellular matrix; ECM) kosullari hucresel fonksiyonlari ve hucrelerin
morfolojik yapilarini etkilemektedir. Bu nedenle, yapay dokularin tasarlanmasi
sirasinda ve hucresel fonksiyonlarin incelendidi calismalarda, hicrelerin dogal
ortamlarindaki fizyolojik cevrenin boyutlar ve bilesenler acisindan benzer bir

sekilde modellenmesi gerekmektedir [6, 13].

2.1.1. Doku Miihendisligi icin Biyomalzemeler
Doku muhendisligi uygulamalarinda, hucrelerin tutunmasini saglayabilmek ve
dogal ortam kosullarini olusturmak amaciyla biyouyumlu ve toksik 0ozellik

gOstermeyen biyomalzemeler kullaniimaktadir. Bu biyomalzemeler gesitli dodal ve
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sentetik polimerlerden Uretilebilmektedir.

2.1.1.1. Dogal polimerler

Dogal polimerler bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi yenilenebilir
kaynaklardan turetilmekte ve psedoplastik davranis, jellesme yetenegi, su tutma
kapasitesi, biyobozunurluk ve daha birgok 0Ozellikleri nedeniyle doku
muhendisliginde ¢ok c¢esitli uygulamalarda kullaniimaktadirlar. Ayrica kimyasal ve
enzimatik modifikasyona olanak saglayan birgcok iglevsel gruplara da (amino,
karboksil ve hidroksil) sahip olabildikleri gibi yapilarindaki 6zel tanima bdlgeleri
yoluyla hucreler ile etkilesebilme 6zelligi de gostermektedirler. Dogal polimerlerin
sentetik/dogal yapidaki farkli polimerler ile birlestiriimesi ile elde edilen hibrit
malzemeler ECM’nin dogal cevresini taklit edebilirler. Dogal kaynakh polimerler
enzimler yoluyla bozunabilmektedirler. Bu polimerlerin kullanimlarindaki en énemli
dezavantaj kaynaklarina bagh olarak safsizliklari  ve  endotoksinleri
icerebilmelerinden dolayi istenmeyen immun cevaplara yol agabilmeleridir. Ayrica,
Ozellikleri buylk olcekli izolasyon islemleri slresince Uretimden uretime farkl
olabilmektedir. Fakat dogal polimerlerin kullanimlarinin artmasiyla gelistirilen yeni
yaklasimlar daha dogal ve daha iglevsel dokularin gelistiriimesine destek

olabilecek doku iskelelerin tasarlanmasinin yolunu agmaktadir [14].

Kitosan

Yengeg, karides gibi kabuklu su UrUnlerinin ana bileseni olan, bdceklerin
iskeletinde ve mantarlarin hicre duvarlarinin yapisinda da bulunan kitinden
turetilen bir polisakarit olan kitosan, biyouyumlu ve toksik olmayan yapisi nedeni
ile ¢cok sayida uygulama alani bulmustur. Kitosan, ilk kez 1811 yilinda Henri
Bracannot tarafindan kesfedilmigtir. 1894’de Hoppe-Seyler, Kkitini potasyum
hidroksit igerisinde 180°C’de isleme sokmus (deasetilasyon) ve asetil igerigi
azaltilmis bir Grin olan kitosan’i elde etmistir [15]. Kitin ve kitosan arasindaki
temel farklilik, yapilarindaki asetil igeriginden kaynaklanmaktadir (Sekil 2.1).
Deasetilasyon derecesi kitinin yapisinda bulunan aminoasetil gruplarindan asetil
grubunun uzaklastirlma derecesidir. Bdylece geride sadece amin grubu
kalmaktadir. Kitinin belli derecede deasetillenmesi (%60 ve Uzeri) sonucunda
kitosan elde edilmektedir. Kitosanin deasetilasyon derecesinin, basta ¢ozunme
Ozelligi olmak Uzere bircok parametre Uzerinde blUyuk etkisi bulunmaktadir [16,
17].
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Sekil 2. 1. a) Kitinin ve b) Kitosanin kimyasal yapisi

Su anda kitosan doku muhendisliginde en umut verici dogal kaynakh
polimerlerden biridir. Ozellikle kimyasal gok yonluligu, tahmin edilebilir gézenek
blyUkligline ve bozulma hizina sahip yapilarin elde edilebilmesi kitosani bu
uygulamalar igin iyi bir doku iskelesi adayl yapmaktadir. Biyouyumlugunun iyi
olmasi, antibakteriyal aktivitesi ve blyume faktorlerine baglanma yetenegi de
yaygin kullanimindaki diger nedenler olarak sayilabilir. Doku muhendisligi
uygulamalarinda cesitli fiziksel sekillerde ve formlarda hazirlanabilen kitosanin en
cok tercih edilen formlari gbézenekli iskelet yapilar ve jel membranlardir [14].
Kitosan yapilar, hepatosit kulturlerinde [18], kikirdak doku rejenerasyonunda [19],
kemigin yeniden yapilanmasi icin ortopedik kompozitlerde [20], deri dokusunun
rejenerasyonunda yara iyilestirici malzeme olarak [21], karaciger dokusunun
rejenerasyonunda, damar endotel ve yumusak kas hicre kultirlerinde [22],
fibroblastik kulturlerde [23] ve periferal sinir dokusunun onarimi igin ndronlara
destek saglamak amaciyla [24] kullaniimig ve Onemli avantajlar sagladigi
gorulmustur. Kitosanin dogal veya sentetik yapidaki malzemelerle birlesiminden
elde edilen kompozit malzemeler de gesitli doku muhendisligi uygulamalarinda
onemli yer tutmaktadir. Kitosan/kollajen kompozit yapilarda kikirdak doku

rejenerasyonuna yonelik galismalar ile basarili sonuglar elde edilmistir [25].

Kollajen
Kollajen memeli dokularinda (kornea, kan hucreleri, deri, kikirdak, kemik, tendon

ve ligament) en ¢ok bulunan proteindir ve ECM’nin ana bilesenini olusturur [26,



27]. Ana iglevi yapisal batunligund saglamak olan kollajenler ayrica, hucre
mikrogevresindeki dnemli iglevleri yerine getirirler ve buyume faktorleri gibi hicre

dizenleyicilerinin saklanmasi ve saliminda rol alirlar.

Endustriyel kollajenler hayvan dokularindan (domuz ve buzadi derisi, sigir
tendonu, sigcan vs) elde edilerek enzim muamelesi ve tuz/asit ekstraksiyonu ile
kolaylikla saflastirilabilirler. Bununla bereber, hayvan turevli kollajenler enfeksiyon
riskine sahip olabileceklerinden, deniz kaynakh (denizanasi kollajeni) veya insan
rekombinant kollajenin  Uretimi ile daha glvenli kollajen kaynaklari

saglanabilmektedir.

i Glisin =

Sekil 2. 2. Kollajenin a) Molekdiler ve b) Uglii heliks yapisi

Simdiye kadar 20’nin Uzerinde genetik olarak fakli kollajen turd tanimlanmistir,
fakat kollajenin temel yapisi glisin, prolin ve hidroksiprolinin tekrarlayan
dizilerinden olusan bir polipeptitdir [27] (Sekil 2. 2 a [28]). Yalnizca tip I, II, lll, V ve
Xl kollajen tirleri fibriller seklinde kendi kendine duzenlenirler [26]. Fibriller,
uzunlugu 300 nanometre (nm) ve ¢ap! 1.5 nm olan Uglu heliks yapidaki kollajen
molekdillerinden olugur [29] (Sekil 2.2 b, [30]). Uzerinde en fazla galigilan tiir olan
tip | kollajen, kornea, kemik, tendon ve deri bilesenidir. Tip Il kollajen kikirdak ve
omurlar arasi disklerde bulunur. Tip Il kollajen dokulardaki 6rgullu (retikller)
fiberleri olusturur ve atardamarlar, bagirsak ve rahim gibi oyuk yapilarin duvarlarini

guglendirir.  Tip IV kollajen bazal laminada gevsek fibril aglari olarak



bulunmaktadir. Kollajenin hicre tutunmasinda etkili olan integrin proteini baglayici
RGD (arjinin- glisin-aspartik asit) bolgeleri, yuzeye bagh hacrelerin ilk tutunma

asamasinda ve kultirde hicre canliliginin devaminda 6nemli rol oynamaktadir [5].

Bir biyomalzeme olarak kollajen 1970°li ve 1980’li yillarda mukemmel
biyouyumlulugu, dusuk antijenisitesi, yuksek biyobozunurlugu, iyi hemostatik ve
hdcre baglayici nitelikleri nedeni ile gesitli bag doku uygulamalarinda kullaniimaya
baslanmistir [31]. Yara Ortlist ve yapay deri uygulamalarini igeren birgok doku
muahendisligi uygulamalari icin FDA tarafindan onaylanmis bir biyomalzemedir
[32].

2.1.1.2. Sentetik polimerler

Dogal polimerler gibi sentetik polimerler de doku muhendisligi uygulamalari igin
iskele Uretiminde kullaniimaktadir. Kimyasal olarak sentezlenen polimerler dogal
kaynakh polimerlere gore farkli avantajlara sahiptirler. Sentetik polimerlerin en
onemli avantaji 6zel islevlere uygun hale getirilebilmek icin modifiye edilebilmeleri
ve bu yolla kontrol edilebilir 6zelliklere sahip olmalaridir. Ayrica birgok sentetik
polimer hidrolitik degredasyona ugradidi igin, iskelenin bozunma hizi in-vivo ortam
farkhligina bagh olarak 6nemli Olgide degismez. En c¢ok kullanilan sentetik
polimerler poliesterlerdir. Sentetik polimerlerin kullanimindaki en blylk dezavantaj
istenmeyen bozunma Urdnleridir. Yiksek derisimdeki bozunma Urdnleri, yerel
asitligi arttirarak inflamasyon veya fibréz enkapsulasyon gibi yan etkilere yol
acabilirler [33, 34].

Simdiye kadar poli(glikolik asit) (PGA), poli(laktik asit), poli(hidroksi butirat), ve
poli(e-kaprolakton) (PCL) gibi biyobozunur polimerler kullanilarak ¢ok cesitli doku
iskeleleri gelistiriimistir. Bu sentetik biyobozunur polimerler arasinda yumusak ve
sert doku uyumlulugu Ozelliklerinden dolayr PCL yaygin bir sekilde
incelenmektedir. FDA onayli sentetik bir polimer olan PCL yar kristalin 6zelliklere
sahip bir poliesterdir. PCL biyobozunur ester badglar olusturan halka acgilimi
polimerizasyonu ile elde edilir. PCL’nin bozunmasi bu ester baglarinin yigin veya
yuzey hidrolizi ile gergeklesir. Bir¢ok avantajiyla beraber, diger bazi biyobozunur
poliesterler gibi, PCL doku iskelelerinin kullanimi da birka¢ engelden dolayi
sinirhidir; (1) doku iskelesi Uzerinde hlicre tanima bolgelerinin yoklugundan dolayi
zayif hicre afinitesi ve tutunmasi; (2) hidrofobisitenin hlcrelerin gézenekli yapi

iskelesine nufuzunu engellemesi; (3) notr yuk dagiimi nedeniyle ECM ile
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etkilesimin yoklugu ve (4) PCL'’in hidrolizinden olugsan asidik bozunma urunlerinin

bazi yan etkilere neden olabilmesi [35].

PCL’nin pek ¢ok arastirmada doku olusumunu destekledigi gosterilmistir [5].
Grubumuz tarafindan yapilan ¢alismalarda, yara érti malzemesi olarak hazirlanan
PCL ve PCL/kollajen fiber matrislere EGF immobilize edilmis ve insan dermal
keratinositler (HS2) kuilture edilmistir [36]. Modifiye edilmemis fiberlere gore EGF
ile modifiye edilen fiber matrislerde erken hicre yapismasi ve hizli Greme
davranisi gézlenmis, ayrica HS2’lerde daha ylksek seviyede loricrin gen ifadesi
tespit edilmistir. Rutledge ve ark. [37] tarafindan yapilan bir calismada
elektoegirme ile PCL ve PCL/polietilen oksit fiberler Uretilmis ve insan dermal
fibroblastlarin fiber capina ve gézenek buyukligune bagh olarak farkli davranislar
segiledikleri gdsterilmistir. PCL/kollajen fiber o6rgulerin iskelet kas hucrelerinin
davraniglari Uzerindeki etkisini incelemeye yonelik bir diger calismada, gelisiguzel
duzendeki fiberlere gore hizalanmis duzendeki fiberlerin miyotip olusumunu ve
hicre hizalanmasini tetikledigi belirlenmistir [38]. PCL/kitosan nanofibr6z doku
iskelelerinin NIH3T3, L929 ve MG63 hicre hatlarinin yapismasini ve ¢ogalmasini

destekledigi bulunmusgtur [39].

Doku muhendisligi uygulamalar igin PCL, farkh doku iskelesi hazirlama
yontemleriyle (¢c6zicl dokim-partikil uzaklastirma, elektroegirme, eriterek birikim
modellemesi ve 3-boyutlu baskilama) sekillendirilebilmektedir. Bunlar arasinda
elektroegirme ile hazirlanan mikro/nano fiber formdaki matrisler 6nemli yer

tutmaktadir.

Doku muhendisligi yaklagiminda, hucrelere yapisal destek saglayan
biyomalzemelerin topografik yizey 6zellikleri ve hicrelerin biyomalzeme ylzeyi ile
olan etkilesimlerinin hlcresel fonksiyonlar Uzerindeki etkilerinin anlasiimasi,
hedeflenen doku rejenerasyonu igin kontrolli malzemelerin tasariminda kritik
onem tasimaktadir [6, 13, 40]. Bu yaklasim ile hedeflenen doku olugsumunun
gerceklestirilebilmesi icin biyomalzemelerin dogal ortamdaki ECM’ye benzer
sekilde sentezlenmesi, hlcresel fonksiyonlari etkileyen hicre-biyomalzeme
etkilesimleri agisindan bir gerekliliktir. Mikron boyutlu topografinin  hicre
yapismasinin yonlenmesine ve sonrasinda hucresel fonksiyonlara olan etkisi
gOsterilmistir [6, 40]. Bununla birlikte, htcrelerin in-vitro ortamda yapay doku

iskelelerine yerlestirildiklerinde dogal ortamlarindan ¢ok farkli olan kontrolstiz nano
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yapilar ile karsilasmalari, hlcrelerin gogalmasini ve islevlerini olumsuz yonde
etkileyebileceginden in-vitro ortamda nano-gevrenin kontrol edilebilmesi énem arz
etmektedir [41]. Ek olarak ylzey topografisinin hiicre davraniglarina olan etkisinin
hicre turine bagli olarak degistigi de bilinmektedir. Hucre digi matrisin topografik
ve kimyasal duzeni ve hucrelerin bu duzen igerisindeki davranislari hakkindaki
arastirmalar, yuzey topografisinin farklilastirimasiyla in-vitro ortamda hucre
yapismasi ve hlcresel fonksiyonlarin kontrol edilebildigi fonksiyonel malzemelerin

gelistiriimesine olanak tanimigtir.

2.1.2. Nanotopografinin Doku Miihendisligi Agisindan Onemi

Tam dokular fonksiyonlarini blyik oranda etkileyen makro-élgekli (>1 mm), mikro
Olcekli (1 pum-1 mm) ve nano-Olgekli (<1 um) bilesenlere sahiptirler. Canli
dokulardaki mikro c¢evre sayisiz hucreler, ECM proteinleri ve ¢ozinebilir ve
ECM’ye bagh cesitli bilesenleri barindirir. ECM’deki ¢6zunebilir ve immobilize
makromolekiller birkag nm’den birka¢ bin nm’ye kadar degisen buyuklUkteki
kollajenleri, glikoproteinleri, glikozaminoglikanlari ve proteoglikanlari igerir. Bu
biyomakromolekullerden olusan ECM nano dlgekte topografiler igermektedir. Doku
gelisiminde ve organizasyonunda o6nemli rol oynayan ECM’nin sik rastlanan
bileseni olan bazal membran nanoboyutta gbézeneklere, ylkseltilere ve fiberlere
sahiptir. Buna bir 6rnek olarak Macaque maymununun 147-191 nm araliginda
yukseltilere, ortalama 77 nm fiber gapina ve ortalama 72 nm gbézenek ¢apina sahip
korneal epitel bazal membrani gosterilebilir (Sekil 2. 3 a) [1]. Benzer ozellikler
insan kornea dokusunda da gdézlemlenir. Korneanin ag yapisi, 60 nm tekrarlayan
araliklarla gapraz baglanmis proteoglikanlari iceren yogun kollajen fibril aglarindan
olusur (Sekil 2. 3 b) [42]. Diger bir 6rnek olarak, mikro olcekte yogun paralel
diizende miyofibrilleri iceren iskelet kasi verilebilir. iskelet kasi, nano olgekte
miyofibrillleri olusturan birbirine kenetlenmis miyofilamentlerden (¢ap1 5—8 nm ve
uzunlugu 1 mikrometre (um) olan ince filamentler ve ¢capi 10 nm ve uzunlugu 1,6
pMm olan kalin miyofilamentler) olusur (Sekil 2.3 ¢). Kemigin nanodlg¢ekteki yapisi
ise kollajen fiberlerden ve hidroksiapatit kristallerinden (4 nm) olusmaktadir (Sekil
2. 3 d). Benzer hiyerargik yapilar hemen hemen tim insan dokularinda
bulunmaktadir [42]. Ayrica hucreler de benzer hiyerarsik yapiya sahiptir.
Blyuklukleri mikron boyutunda olan hucreler, yapisma ve hucre gogu gibi

fonksiyonlarini nano boyuttaki hiicre alti bilesenleriyle (lamelliapodia ve filopodia)
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gerceklestirirler [40]. Hucrelerin etkilesim iginde bulundugu ECM’nin bu hiyerarsik
yapisi hucrelerin yapismasi, ¢ogalmasi, gogu, farklilasmasi, hicre fenotipinin
dizenlenmesi ve doku yapisinin kontrol edilmesinde rol oynamaktadir [2]. Bu
nedenle, in-vivo ortamda nano yapllar ile etkilesimleri kaginiimaz olan hdcrelerin
in-vitro ortamda da kontrolll bir nano-gevrede Uretilmeleri, fizyolojik agidan hatasiz

dokularin elde edilebilmesi agisindan 6nem tasimaktadir [13].

hicremembrani  miyofibril

.‘<’
Miyofilamentierin | Mivofilamentier
enine kesiti

.’ > _ aktin

.‘,:A miyozin

molekuler kollajen
duzeni

kansel6z kemik

kollajen fibril

lamella kollajen fiber

1o|eIsL
medeisxouipiy

0.5um
—
@ 10-500 um
Mikroyapi Nanoyapi

Sekil 2. 3. a) Macaque maymununun korneal epitel bazal membraninin SEM
gérintiist, b) insan kornea dokusunun TEM gériintiisi, c) iskelet kasinin ve d)

Kemigin hiyerarsik yapisinin sematik gosterimi

2.1.3. Nanofabrikasyon Teknikleri

Hucrelerin nanoyapilarla olan etkilesimlerinin in-vitro ortamda aydinlatiimasi
amaciyla, nanotopografiye sahip ylzeylerin fabrikasyonuna iligskin cesitli teknikler
geligtiriimigtir. Biyomalzeme yuzeyinin, hucrenin dogal ortamini modellemek Uzere
nanotopografik olarak modifiye edilmesi amaciyla uygulanan bu teknikler

avantajlari ve dezavantajlari bakimindan Cizelge 2.1 de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2. 1. Nanodesenleme yontemleri, avantajlari ve dezavantajlari
Desenleme

Yontemi

Fotolitografi

Avantajlar Dezavantajlar

istenen desenlerin elde

Pahali donanimlar,
edilebilmesi

temiz-oda kosullarina
ihtiya¢ duyulmasi

Dip Pen

Nanolitografi

Bagil olarak duguk
miktardaki molekduler
maddelerin ylzeye
aktarilabilmesi

Uzun desenleme sireci

Elektron Demeti
Litografisi (EDL)

istenen desenlerin elde
edilebilmesi, maskeye
ihtiya¢c duyulmamasi,
bilgisayar kontrollG
desenleme

Pahali donanimlar, uzun
desenleme silireci

Kapr?;,r:;?;n Hizh, basit ve ucuz Dusik desen kontroli
Gozenekli iskele
Faz Avrimi uretilebilmesi, basit, ek Organize olmayan
y donanim ihtiyacinin desenler
olmamasi
EDL’ye gbre daha

Kolloidal Litografi

Spesifik desenler elde
edilememesi

genis alanlarin
desenlenebilmesi

Kimyasal Kazima

Hizh, basit ve ek
donanima ihtiyag
olmamasi

Spesifik desenlerin elde
edilememesi

Plazma Litografi

Kararli kaplama elde etme
zorlugu, kosullarin
belirlenmesinin zaman
alicihgi

Farkh karakterdeki
bircok polimerin yluzeye
kaplanabilmesi

Elektroegirme

Cok sayida polimere
uygulanabilmesi ve
ECM’nin taklit

Optimizasyon zorlugu
edilebilmesi

Topografi

Asagida bu yontemlere kisaca deginilmig, ancak sunulan tez ¢alismasindaki temel

yaklasimi olusturmasi nedeniyle elektroedirme yontemine ayrintili olarak yer

verilmistir.

12



2.1.3.1. Fotolitografi

Fotolitografi ydonteminde Uzerinde nanodesenlerin olusturulacagi ylzey, fotorezist
(pozitif veya negatif) adi verilen 1siga duyarl bir polimer tabakasi ile kaplanir.
Istenilen desenin malzeme ylizeyine aktarilabilmesi igin, 151k kaynagdi ve malzeme
arasinda kuartz-krom maskeler konumlandirilir. Pozitif fotorezist kullaniminda,
maskenin delikli bélgelerinden ylzeye ulasan UV isinlari ile etkilesen fotorezist,
¢ozunlr forma gecmektedir. UV isik ile etkilesmeyen bdlgeler ise malzeme
yuzeyinde vyukselti olarak kalmaktadir. Negatif fotorezist ise UV iginlari ile
etkilestiginde sertlegsmektedir [12]. BOylece maskenin, 15131 gegiren bolgelerindeki
desen yuzeye aktarilmaktadir. UV i1sinlari ile muamele sonrasi, katman yikanarak
iIsiga duyarh tabaka Uzerinde istenilen 6zellikteki desenler elde edilebilmektedir
(Sekil 2. 4) [41].

e fotorezist

yiizey

uv
EERERERERRRRRRRRY

h___d kuartz-krom maske
1 111

UVye maruziyetten

sonra fotorezistin sekli ‘
¢Gziinmiis fotorezist A/ \ sertlesmis fotorezist
[ — | [ =
pozitif fotorezist negatif fotorezist

Sekil 2. 4. Fotolitografinin sematik gosterimi

2.1.3.2. Dip-pen nanolitografi

Dip pen nanolitografi (DPN) bir substrat Uzerinde desen olusturmak amaciyla
atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) kullanildigi dogrudan yazma litografi
teknigidir [43]. Bu teknikte, molekuller bir hazneden atomik kuvvet mikroskobu
ucuna molekuller alinir ve bir ¢ézucl veya su vasitasiyla substrat ylzeyine
biriktirilir (Sekil 2. 5). Dogrudan yazma bicimiyle DPN yontemi organik molekulleri,
makromolekdulleri, nanopartikulleri ve metal iyonlarini iceren gesgitli murekkeplerin

yuzeyde biriktirilmesine izin verir.
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Sekil 2. 5. Dip-pen nanolitografinin sematik gosterimi

2.1.3.3. Elektron demeti litografisi

Elektron demeti litografisi, ylUksek enerjili elektronlarin fotolitografidekine benzer
olarak pozitif veya negatif fotorezist ile kaplanmis olan yuzey Uzerine uygulanmasi
prensibine dayanmaktadir. Bu teknik ile yiksek enerijili elektron demeti ile taranan
yuzeyde biriken enerji, fotoduyarli ylizeyde gérinmeyen bir sekil birakir. Kimyasal
banyo surecinde istenilen desenler acgiga c¢ikar. Pozitif duyarl ylzeyler igin banyo
elektronlara maruz kaldi§i bolgeyi yapidan uzaklastirirken, negatif duyarh
yuzeylerde tam tersi durum meydana gelir (Sekil 2. 6). Elektron demetinin sekli ve
Ozellikleri, elektronlarin enerjisi ve yogunlugu, fotorezist yuzeyin molekiler yapisi
ve kalinhgi, elektron-kati cisim etkilesimleri, banyonun kimyasal ozellikleri ve

banyo suresi gibi parametreler desen olusumunda etkili faktorlerdir [41].

' «— elektron iabanca&, '

& elektron demeti /

|
rezist /
. .

// \ “
A Ay D . LY
v v v

] \
l/ rezistteki desen \\
\

/, ~

Sekil 2. 6. Elektron demeti litografisinin sematik gdsterimi
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2.1.3.4. Polimer karigimlari

iki farkli polimerin (6rnegin polistiren/poli (4-bromostiren) karisimi) karistirilarak,
“eQirerek dokum” (spin casting) yontemi ile silikon ylzeylere kaplandigi bu
yontemde, egirme iglemi sirasinda kendiliginden gergeklesen faz ayrimi
sonucunda yuzeyde nano Olgekli detaylar olusmaktadir [41]. Polimer karigimlari
kullanilarak gelisigizel dizende nanodlgekli gukurlar, adaciklar ve seritler elde
edilebilmektedir. Polimer orani degistirilerek desenlerin sekli dedistirilebilirken,

polimer derigsiminin degistiriimesi ile de desen buyuklugu degistirilebilir.

2.1.3.5. Faz ayrimi

Cok bilesenli homojen sistemler, belli kosullar altinda termodinamik kararhliklarini
yitirirler ve sistem birden fazla faza ayrilir. Polimer ¢ozeltileri sogutulduklarinda faz
ayrimi gergeklesir, polimerce zengin ve polimerce fakir olmak Uzere 2 ayr faz
olusur. Polimerce fakir fazin yani ¢ézlicu fazinin uzaklastirilmasi ile polimerce

zengin fazin katilagsmasi s6z konusudur [44].

Faz ayrimi mikron alti dlgekte fiberlere sahip Ug¢ boyutlu iskelelerin elde edilmesini
saglayan bir tekniktir. Bu teknik ile herhangi bir uygulamaya uygun hale
getirilebilecek surekli fiber adlarn olusturulabilir. Gbzenek vyapisi kullanilan
¢Ozlicunun degistiriimesi ile kolaylikla degistirilebilir. Cozucludeki bu degisim ile
fiber capi kolaylikla kontrol edilebilir ve tekrarlanabilirlik verimi yluksektir. Baslangi¢
polimer derisimi iskelenin nihayi gozenekliliginde ve fiber ¢capinda 6nemli bir
parametredir. Ylksek polimer derisimi daha kalin fiberlerin ve daha az gézenekli
yapilarin olusmasina yol acar. Bu teknik ile elde edilen fiberler gelisiglizel
duzendedir [41].

2.1.3.6. Kolloidal litografi

Bu teknik kontrol edilebilir topografilere sahip yuzeylerin Uretiimesine olanak
saglar. Kolloidal litografide kaziyici maske olarak nanokolloidler kullanilir. Bu
nanokolloidler tek tabaka olarak ylzeye yayilir ve yluzey Uzerinde elektrostatik
olarak kendi kendilerine duzenlenirler. Daha sonra, iyon demeti bombardimani ya
da film buharlagtirma teknikleri ile nanokolloidler ya da nanokolloidlerin
kaplamadiklari bolgeler asindirilabilmektedir. Bu yontem ile nanokolonlar ve
nanogukurlar elde edilebilmektedir. Yonlendiriimis iyon demeti bombardimani
nanokolonlar Gretmek amaciyla kullanilirken, film buharlastirma kolloidin ortadan

kaldiriimasindan sonra gukur olusumuna yol agar (Sekil 2. 7). Kolloid tabakasinin
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kapsami ve kolloid buyuklugu degistirilerek yuzeyin yapisi degistirilebilir [41].

+++i++--++'-.'-++
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Sekil 2. 7. Kolloidal litografinin sematik gésterimi

2.1.3.7. Kimyasal kazima

Kimyasal kazima, malzeme ylzeyine asindirma 6zelligine sahip bir kimyasalin
(hidroflorik asit veya sodyum hidroksit) emdirilmesiyle, ylzeyde nano oOlcekte
topografik yapilarin elde edilmesi islemidir. Kazima islemiyle ylizeyde nanodlgekte

cukurlar ve gikintilar olugturulabilir [41].

2.1.3.8. Plazma litografi

Plazma yluzey muamelesi, uygulanmasi basit ve biyolojik uygulamalar igin
polimerik malzemelerin islevsellestirimesinde uygun bir tekniktir. Plazma litografi
ile desen elde etmek igin, plazmanin etkilesecegdi ylzey Uzerine bir dizi kanal veya
delik iceren bir polimer kahbi (6r: polidimetil siloksan (PDMS)) vyerlestirilir.
Muamele sonrasi plazma, bu kanallardan veya deliklerlerden gecgerek yuzey ile

etkilesir. Bu sekilde islevsellestirilen yuzeyde bir gsablon olugur [45].

2.1.3.9. Elektroegirme

Biyomalzeme yuzeylerinde kontrolli nanotopografinin elde edilebilmesi amaciyla
gelistirilen nanofabrikasyon teknikleri arasinda, nanofiberlere sahip matris
yapilarin elde edilmesinde kullanilan elektroegirme teknigi, sagladigi avantajlar
bakimindan 6ne ¢ikmaktadir. Elektroegirme islemi son yillarda, yalnizca gesitli
polimerik fiberlerin egrilmesindeki ¢ok yonluluagu ile degil ayni zamanda standart
mekanik fiber egirme teknikleri kullanilarak elde edilmesi zor mikron-alti fiberlerin
surekli Uretilebilmesine de olanak sagladigindan ¢ok dikkat ¢ekmektedir. Siradan

fiberlere nazaran daha kuglk gozenekleri ve ¢ok daha ylksek ylzey alanlar ile
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elektroegrilmis fiberler cok sayidaki alanda basariyla kullaniimaktadirlar [7].

Elektroegirme iglemi 1600°Iu yillarda, William Gilbert'in elektro-manyetizmanin
sivilar Uzerine etkisini gézlemlemesiyle tesadufi bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Gilbert
calismasinda bir su damlasinin elektriksel olarak kuru bir yizeyden belli bir
mesafede, bir koni biciminde cekildigine isaret etmigtir ki bu elektrosprey ve
elektroegirme isleminin bagladigi noktadir. 1882°’de Lord Rayleigh, yalitiimig
yukll bir damlaciga etki eden elektrik kuvvetinin ylzey gerilimi kuvvetini yendigi
anda damlanin ince jetlere ayrilarak aktigini tespit etmistir. Elektroegirme
yontemiyle fiber Uretimine dair ilk patent 1934 yilinda Anton Formhals (US Patent,
1-975-504) tarafindan alinmigtir. Formhals c¢alismasinda selliloz asetat
cOzeltisinden filamentler elde etmistir. 1960l yillarda Taylor tarafindan gelistirilen
bir teoride, bir elektrik alan igindeki viskoz damladan ince fiberlerin olusumunun,
elektriksel kuvvetler tarafindan yuklenen sivi yuzeyindeki maksimum kararsizliktan

dolayi gergeklestigi agiklanmistir.

Teorik temeller

Elektroegirme teknigi elektrostatik kuvvetler kullanilarak polimerlerin fiber yapida
elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu teknikte kapiler bir besleme Unitesinde
bulunan polimer ¢ozeltisine ylksek voltaj (1-30 kV) uygulanir. Besleyici Unitedeki
ignenin ucunda asili durumda duran polimer ¢o6zeltisi damlasi kritik bir voltaj
degerine kadar, yuzey geriliminin uyguladigi kuvvetlerden dolayi, klresel bir
bicimde bulunur. Uygulanan potansiyel fark bir esik degerine ulastiyi anda,
elektrostatik kuvvetler yuzey gerilimi kuvvetlerine egitlenir. Bu noktada polimer
damlasi sekil degistirerek koni (Taylor konisi) bicimini alir (Sekil 2. 8). Olusan
elektrostatik kuvvetler polimer ¢ozeltisinin ylzey gerilimini yendiginde fiber jet
formunda olusan akis, toplayici gorevi goren iletken bir ylizey Uzerinde kararsiz bir

yapida fiber formunda toplanir.

Elektroegirme yontemi igin gerekli deney duzenegi temel olarak U¢ onemli ana

bilesenden olugsmaktadir (Sekil 2. 9). Bunlar:

1. Yuksek voltaj gu¢ kaynagi
2. Besleme Unitesi (siringa, metal igne vb.) ve

3. Toplayici (iletken plaka, déner silindir v.b.)

olarak siralanabilir.
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~ fiber 6rgt

siringa pompasi

toplayici

yuksek voltaj
guc kaynagi

Sekil 2. 9. Basit bir elektroegirme diizenegi

Polimer damlasi Taylor konisi halini aldiktan sonra voltajdaki ¢ok kuguk bir artisla
birlikte koni ucundan figkiran jet, toplayici levha ile metal igne ucu arasinda
ilerlerken farkli yollar izler. Yuklenen jet Taylor konisinden c¢iktiktan sonra belli bir
mesafede kararli bir sekilde hareket eder. Daha sonra jet, kullanilan polimer
¢cozeltisi veya eriyiginin 0Ozelligine ve sistem degiskenlerine bagl olarak
degisebilen cesitli kararsizlik halleri gosterebilir. Klasik Rayleigh kararsizhdi olarak
ifade edilen jet kararsizhigi fiberlerde boncuk olugsumunu tetikler. Elektroegirme
isleminde gorulen diger bir kararsizlik hali whipping’dir (Sekil 2.10) ve en ¢ok
gorulen kararsizlik halidir [46]. Whipping jet ylzeyindeki yUklerin karsilikh olarak
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birbirlerini itmesine bagli olarak yuklerin bir arada olamamalarindan dolayi jette
merkezden radyal bir sekilde tork olugsmasidir. Jet, toplayici plakaya yaklastiginda
ise ana jetten ayrilan kiguk jetler meydana gelebilir. Bu kiglk jetlerin olusmasinin
nedeni ise radyal yuklerin birbirini itmesi sonucu ana jetten ayrilmasi olarak
aciklanmigtir. Jet yeterince inceldiginde ve viskoelastik kuvvetler yeterince

sonumlendiginde yeni whipping karasizliklari olugabilir.

ilk Kivinima
kararsizhign
baslangici

ikinci kivinima
kararsizlign
baslangici

dcuncikivriima

kararsizhigi
baslangici

Sekil 2. 10. Elektroegirme isleminde olusabilen whipping kararsizlik halleri

Elektroegirmeyi etkileyen parametreler

Elektroegirme islemini ve fiber olusumunu etkileyen parametreler; polimer ¢ozeltisi
ile ilgili parametreler ve iglem parametreleri olarak ikiye ayrilabilir. Bu
parametrelerin anlasiimasiyla, farkl sekillerde ve duzenlerde fiber yapilarin eldesi
icin uygun tasarimlar yapilabilmektedir. Ayrica bu parametreler degistirilerek farkh

morfolojilerde fiberler Gretmek de mimkuindur.

i. Polimer ¢ozeltisi ile ilgili paramatreler
Polimer ¢odzeltisinin  Ozellikleri, elektroegirme islemi ve elde edilen fiber

morfolojisini en fazla etkileyen parametreler olup asagida agiklanmigtir.

e Molekiul agirhgi, ¢ozelti viskozitesi ve derigimi
Cozeltinin viskozitesi polimerin molekul agirligindan etkilenmektedir. Fiber elde

etmek icin ¢ozelti yeterli molekul agirligina sahip bir polimerden olugsmali ve ayni
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zamanda ¢oOzeltinin yeterli viskoziteye sahip olmasi gerekmektedir. Elektroegirme
islemi sirasinda polimer jeti toplayici tabakaya dogru ilerlerken gerilir ve uzar. Bu
uzama sirasinda polimer zincirlerinin birbirlerine dolanmasi ile jetin kopmasi
engellenir ve boylece c¢ozelti jetinin surekliligi saglanir. Coézelti viskozitesini
artirmanin bir diger yolu polimer derigimini artirmaktir. Artan polimer derisiminde

molekdl agirliginin artirlilmasina benzer olarak fiber olusumu saglanir.

Elektroegirmede fiber olusumu polimer zincirlerinin birbirine dolanmasi ile
gerceklesmektedir. Bu bakimndan minimum zincir dolanmasi i¢in minimum
viskozite gereklidir. Fiber olusumu belirli bir viskoziteye kadar saglanabilir.
Viskozitinin ¢ok yuksek olmasi durumunda ise ¢oOzeltinin siringaya dogru
pompalanmasi zorlasacak ve ayni zamanda, ¢ozelti siringa ucunda elektroegirme

islemi baslamadan kuruyacaktir [47].

o Yiizey gerilimi
Elektroegirmenin baslamasi igin yuklu ¢ozeltinin kendi yuzey gerilimini agmasi
gerekmektedir. Olusan polimer jeti toplayiciya dogru hareket ederken, yuzey
gerilimi jet boyunca boncuk olusumuna neden olabilir. Eger ¢ozelti icerisinde
yuksek derisimde ¢oézlicu molekilleri bulunuyorsa (Sekil 2. 11 a), bu ¢bzicu
molekulleri kendi ylzey gerilimlerini azaltmak i¢in bir araya gelerek kiresel formda
boncuklar olugtururlar. Coztcu molekullerinin bu sekilde bir araya gelmesi daha
fazla polimer zincirini ortama katarak, ki bu da viskozitenin artmasina neden olur,
engellenebilir. Bu sekilde polimer zincirleri arasinda daha az ¢ozucu molekulleri

yer alacak ve boncuk olusumunun 6nline gecilebilecektir (Sekil 2. 11 b).

cozucl polimer

b) molekulleri zincirleri

Sekil 2. 11. a) Duguk viskozitede ¢ozucl molekulleri yuzey geriliminin etkisiyle bir
araya gelirler. b) Yuksek viskozitede ¢dzicu molekdlleri bir araya gelmis polimer

zincirleri arasinda dagilmistir
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o (Cozelti iletkenligi
Elektroegirme, ¢Ozelti Uzerindeki yuklerin birbirlerini itmesiyle polimer jetin
gerilmesi ve uzamasi prensibine dayanir. Dolayisiyla eger ¢ozeltinin iletkenligi
artarsa, elektroegirme jeti tarafindan daha fazla yuk tasinir. Cozelti iletkenligini
artirmak icin ¢ozeltiye az miktarda tuz ya da polielektrolit eklendiginde artan yukler
sayesinde polimer jetin uzamasi artacaktir. Bu sayede de daha diuzgun fiber eldesi
saglanir. Yuk artisinin bir diger etkisi de yuklerin birbirlerini itmesiyle meydana
gelen bukulme kararsizliginin siringa ucuna daha yakin bir yerde baslamasidir. Bu

nedenle fiberlerin toplayici Gzerinde biriktirildigi alan artar [48].

Yuksek elektriksel iletkenlige sahip ¢ozuculerin kullaniimasiyla boncuk igermeyen
duzgun fiberler elde edilirken, sifir elektriksel iletkenlige sahip ¢ozeltilerde fiber

olusumu gozlenmez [49].

e Coziicli dielektrik sabiti

Bir ¢dzlcunin dielektrik sabiti elektroegirme islemi Uzerinde énemli bir etkiye
sahiptir (Cizelge 2.2). Genellikle, yiksek dielektrik sabitine sahip bir ¢éziclnin
kullaniimasi boncuk olusumunu ve elde edilen fiberin gapini azaltir [50]. Daha
duzgun morfolojide fiber eldesi i¢in polimer ¢ozeltisine N,N-dimetilformamid gibi
dielektrik sabiti ylksek ¢oziculer eklenebilir [51]. Yiksek dielektrik sabitine sahip
¢ozuculer kullanildiginda elektroegirme jetinin bukulme kararsizligi da artar. Bu,
ayni zamanda polimer jetin kat edecegi yolu da artirarak fiberlerin ¢aplarini da
dusarur [52].

Cizelge 2. 2. Elektroegirmede siklikla kullanilan bazi g¢ozuculere ait dielektrik
sabitleri

O Diele ab
Kloroform 4.8
Dimetilformamid 38.3
Hegzafloroizopropanol 16.7
Tetrohidrofuran 7.5
Trifloroetanol 27
Aseton 21
Su 80
Metanol 33
Formik asit 58
Asetik asit 6.2
Diklorometan 9.1
Etanol 24.55
Trifloroasetik asit 8.4
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ii. islem parametreleri
Elektroegirme islemini etkileyen diger parametreler ise elektroegirme jetine
uygulanan cesitli dis faktérlerdir. Bu parametrelerin elde edilen fiber morfolojisi

uzerinde etkileri varsa da ¢ozelti parametrelerine gére daha azdir.

e Uygulanan voltaj
Polimer ¢ozeltisine uygulanan voltaj, elde edilen fiberlerin morfolojileri ve ¢aplari
uzerinde etkilidir. Polimer ¢oOzeltisinden elektroegirme jetinin olusabilmesi igin
minimum bir voltaja ihtiya¢ vardir. Genellikle bu minimum voltajda elde edilen
fiberlerin yapisinda boncuklar bulunacagindan voltaji belirli bir seviyeye kadar
artirarak hem boncuk olusumu engellenebilir, hem de fiberlerin ¢aplarinda bir

miktar dusme gozlemlenir.

e Cozelti akis hiz
Polimer ¢ozeltisinin akis hizi fiber ¢apini ve seklini etkiledigi gibi fiber gdzenekliligi
Uzerinde de etkilidir. Cozelti akisi siringayi terk eden fiber jetiyle yer degistirecek
bir hizda degilse siringa ucundaki koninin sekli korunamadigi gibi, yuksek akis
hizlarinda polimer jetin tam olarak kuruyamamasina bagli olarak fiberlerin
Uzerinde boncuklarin varli§i ve fiber yapilarinin kiresel formdan yassi forma

gec¢cmesi sOz konusu olabilir.

e Siringa ucu/toplayici arasindaki uzakhk
Siringa ucu-toplayici arasindaki uzakhk diger parametrelere goére daha az etkili

olsa da aradaki mesafe artigi fiber capinin belirli oranda dismesine neden olur.

e Kullanilan pipet/igne ¢api

Kullanilan pipet/igne ¢api da diger islem parametreleri gibi ikincil 6nemde olsa da,
fiber morfolojisi ve c¢api Uzerinde etkilidir. Daha kuglik c¢apta igne ile fiberler
uzerindeki boncuklarin sayisinda azalma gozlenir. Ayrica ignenin ¢apindaki dusus
nedeniyle daha kiiclik capta fiberler elde edilir. ine ucundaki damlacigin capi
azaldiginda, damlacigin yuzey gerilimi artar. Daha buyuk captaki igneye
uygulanan voltaj, ki¢uk ¢apli igne ucuna uygulandiginda, artan ylzey geriliminden
dolayi ortaya cikan elektriksel kuvvetin etkisi azalacagindan jet hizi da azalir ve
fiberlerin toplayiciya ulasmadan 6nce daha uzun bir yol katederek gerilmesi ve
uzamasi devam eder. Bu da fiber capinda dusltse neden olur. Fakat ¢capin ¢ok
kiguk olmasi igne ucunda tikanmalara yol agar ve elektroegirme islemi
gerceklestirilemez [53].
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Doku miithendisligi uyqulamalari

Doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilabilecek hem dogal hem de sentetik
polimerler ve bunlarin diger malzemeler ile olusturduklari kompozit yapilarin,
elektroegirme teknigi kullanilarak birka¢ nanometreden birka¢ mikrometreye kadar
uretimi gercgeklestirilebilmektedir. Elde edilen nanofiber yapilarin fiziksel olarak
dogal hicre disi matris yapisina benzer 6Ozellikler géstermesi, fiberlerin hlicre
etkilesimi icin genig yuzey alani saglamasi ve besin maddeleri gibi sivilarin
transferine olanak saglayan gozeneklere sahip olmalari elektroegirme yonteminin
getirdigi en onemli avantajlardir [3, 7]. Elektroedirme ucuz, kullanimi kolay ve bagil
olarak basit bir teknik olarak cesitli polimerlerden nanofiberlerin Uretilmesine

olanak saglar.

Bu teknik ile cesitli formlarda (gelisigizel ya da dogrusal duzende) orUlmemis
nano boyutta fiberlerin elde edilebilmesi mumkundur (Sekil 2.12, [1]).
Elektroedirme parametrelerinin  optimizasyonu ile fiber oryantasyonu ve

g6zeneklilik kontrol edilebilmektedir [7].

8kV. x2,000 10um JSM-5600

Sekil 2. 12. Elektroegirme ile elde edilmis gesitli formlarda fiberler. a) Gelisiglzel
dizenlenmis polivinilprolidon (PVP) nanofiberler, b) Hizalanmis PCL fiberler, c)
PGA fiberler, d) Tek kanalli PVP/titanyum dioksit ve e) Cok kanalli PVP/ titanyum

dioksit fiberler
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Elektroegirme sagladigi avantajlar nedeni ile ¢ok farkli uygulamalarda kullaniimak
uzere nanofibroz yuzeylerin tretiminde hizli bir sekilde kullanima girmigstir [7]. Son
10 yil igerisinde bu yontem ECM yapisini taklit edebilen iskelelerin organizasyonu
icin mikro ve nano boyutlarda fiberlerin Uretilebilmesi ile énem kazanmistir.
Elektroegirme yontemi, iskele yapisal Ozelliklerinin kontrol edilebilmesi ve
degiskenlerin yonlendiriimesi ile istenilen 6zellikte iskelelerin Gretimine izin vermesi
acgisindan kullanisli ve esnek bir ydntemdir. Sentetik polimer kullanilan
sistemlerde, polimerlerin ayarlanabilir mekanik 6zellikleri, protein kaplama,
biyosinyal molekullerinin kimyasal yontemlerle baglanmasi gibi uygulamalarla
yuzeyin iglevsellegtirilebilmesi yonunden avantajlar sunmaktadir [54]. Birgok
avantajina ragmen, elektroegirme teknigi uretim kosullarinin optimizasyonunun
zaman alici olmasi ve Ozellikle tek jet ile yapilan fiber Uretiminin iki boyutlu
Uretimden o6teye gecememesi gibi dezavantajlara sahiptir. Ikinci dezavantajin
onune gegmek amaciyla birgok arastirmaci ¢ok jetli sistemler gelistirmislerdir [55].
Doku muhendisligi icin elektroegrilmis orgllerin ve iskelelerin kullaniimasinda
kargilasilan en 6nemli problem ise, normal pasif ekim kosullari altinda dizensiz

hicresel yayillma ve iskele icine olan hicresel gogun eksikligidir.

Doku muhendisligi uygulamalarinda elektroegrilmis cesitli polimerik fibroz orguler,
farkh htcre tiurleri kullanilarak hicresel davraniglarin incelemesi amaciyla
kullaniimistir. Bu c¢alismalarda fibréz o6rglu Uzerine Kkiltlire edilmis hucreler
kaginilmaz sekilde fiber yapilarla etkilesmis ve sonug¢ olarak hicre hizalanmasi,
yapismasi, farklilasmasi veya c¢ogalmasi etkilenmistir. Literatirde bu konuda

gerceklestirilen calismalara ait 6rnekler Cizelge 2.3'de 6zetlenmistir.

Elektroegirme ile nanofibréoz matris Gretimine yonelik ¢ok sayida ¢alisma olmasina
karsin, dogrudan malzeme yuzeylerinin desenlenmesine yonelik uygulamalar son
derece sinirhdir. Shi ve ark. [56] cam yuzeylerde litografik olarak tanimlanan
nanofiber desenler elde etmek amaciyla mikrokontak baskilama ve
elektroegirmeyi birlestirerek bir ydontem tasarlamislardir. Bu yontemde mikrokontak
baskilama, PDMS stampalarla elektroegrilmis nanofiberleri nakletmek amaciyla
kullaniimistir. Sunulan bu tez ¢calismasinda ise farkli olarak, elektroegirme yontemi
polimer yuzeylerde farkh buyuklikte, hem gelisigizel hem de hizalanmis dizende

fiberler elde etmek igin etkili bir ydntem olarak kullaniimistir.
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Cizelge 2. 3. Elektroegrilmis fiber 6rgu yuzeylerinde olusan hicresel cevaplar

Polimer * Hiicre Uygulama Hiicresel cevap
PLGA Sinir rejenerasyonu [57]
. Sinir Fiber yoénlenmesine bagli olarak
PCL/Jelatin Sinir yapismada artis [58]
Noral kdk . :
PCL . Oligodendrositlere farklilasma [59]
hicre
CS/PEO Hucre yapismasinda ve ¢gogalmasinda [60]
artis
Kondrosit Kikirdak
! irda Kondrositik fenotipin strdarilmesi ve [61]
PCL kollajen Tip IIB ekspresyonu
MKH Mineralize doku oluggmunun [62]
desteklenmesi
Osteoblast Kemik . . . :
CS/PEO Kondrosit Hicre yapismasinin tesvik edilmesi [63]
; I Keratinosit Hucre yapigmasi ve yayllmasinin [64,
Ipek Fibroin Fibroblast desteklenmesi 65]
Dekstran/PLGA Artmis hlicre organizasyonu ve gogi [66]
KarboksietilCS/ Hicre yapismasinda ve ¢gogalmasinda [67]
PVA . . artis
Fibroblast Deri — ~ — -
Hicre cogalmasi ve goglinde fiber
PMMA - [68]
oryantasyonuna bagh artis
PLGA Hlcre ¢ogalmasi ve yapismasinda artis [69]
Col Keratinosit Hicre yapismasinda ve yayilmasinda [70]
artis
Elastin YKH YKH bu"yurr?esllnln desteklevnmesh fiber [71]
Damar yonelimi boyunca ¢ogalma
Col/Elastin Endotel Huicre buylimesi, gogalmasi ve [72]
/PLGA Kas olgunlagmasinin dersteklenmesi

PLCL Endotel i Fiber ¢capina b?gll olarak yapismada ve (73]
¢ogalmada artig

Aktin hicre iskeletinde in-vivo’dakine

PA Fibroblast . benzer dizenlenme [74]
Epitel Morfogenezin tegviki
Fiber yénelimine bagli olarak artmis
PAA ) ECM sentezi [75]
Fibroblast

PHBV/Col _ Kollajene bagli olara.l.k Eiaha fazla [76]
yapisma ve bliyime

Elastin vg MKH i Hucre buylimesinin ve ya.plsmasmln [77]
Tropoelastin desteklenmesi
Jelatin Osteoblast i Fiber capina ve gdzenek blyiklugine 78]

bagh farklilasma

* PLGA: poli (L-laktid-ko-glikolik asit), CS: kitosan, PEO: polietilen oksit, PMMA: polimetil
metakrilat, Col:kollajen, YKH: yumusak kas hucresi, PLCL: poli(L-laktid-ko-kaprolakton), PA:
poliamid, PAA: poliakrilik asit, MKH: mezenkimal kok hicre, PLLA: poli(L-laktik asit), PHBV:
polihidroksibutil valerat
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2.1.4. Nanotopografik Yuzey-Hucre Etkilesimleri

Dokular makrodan (kemigin, ligamentlerin veya damarlarin sekli) mikroya
(htcrelerin duzenlenmesi ve morfolojisi) ve nano Olgege (kollajen sarmallari,
protein konformasyonu ve ligandlar) kadar degisen farkli boyutlarda topografiler
sergilerler ve bunlarin herbirinin hidcre davranisini ve iglevini etkileme potansiyeli
vardir [79]. Hemen hemen 100 yildir, hiicrelerin ¢gevresindeki topografik ylzeylerle
etkilestigi bilinmektedir. 1911 yilinda Carrel ve Burrows [80] hucrelerin sekilsel
ayrintilara cevap verdigini gostermistir. 1952 yilinda Weiss ve Garber [81] ilk
olarak kontak yonelim (contact guidance) ifadesini kullanmislardir. O gunden bu
yana hucre yonelimi olgusu incelenmeye devam edilmektedir [82-84]. Cok sayida
farkh hicre tipinin degisik sekiller ve buyukliklerdeki topografilere cevabi
gOsterilmigtir [85-88]. Arastirmacilar ilk olarak aktindeki mikroflamentlerin oluklu
yuzeylerde hizalandigi ve diger yuzeylerde farkli organizasyonlar sergiledigi hucre
iskeletine odaklanmislardir [83, 89]. Yapisma plakalari ve hiicre iskeleti gelisimi
sonraki hucre aktivitesi icin buyuk 6nem tasimaktadir. Malzemeye tepki olarak
fokal temaslarin ve stress fiberlerin organizasyonu hucre farklilagsmasinda uzun
donemli etkilere sahiptir [90-92]. Hucre davranislarinin mikron boyutundaki
topografi ile kontrol edilebildigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina karsin,
nanotopografik detaylarin hiicre Uzerindeki etkileri tam olarak aydinlatilamamistir
[93]. Hucre tirlerindeki farkhliklar, nanodlgekli yuzeylerin ve farklh deney
protokollerinin uyumsuzlugu gibi olgularin hepsi derin bir analiz ortaya koymayi
guclestirmekte ve bazen de benzer topografilerdeki sonuglarin birbiriyle ¢elismesi
durumu ortaya ¢ikmaktadir. Fakat yine de hucre-biyomalzeme iligkisinde bazi
genellemelere gidilebilmektedir. Bunlardan ilki yuzeydeki protein adsorpsiyonunda
meydana gelen degisikliklerdir. ikincisi hiicre yapismasini ve yayllmasini
diizenleyen énemli bir parametre olan nano yapilarin boyutlaridir. Uglinclisii ise
substrat ylzeyinin nanoyapidan kaynaklanan elastikiyetinin degisimidir. Genel
olarak yuzey puruzluligunun artmasiyla yluzey alaninin arttigi ve bu sayede
protein adsorpsiyonunun ve hicre vyapismasinin arttigr  dastuntlmektedir.
Polimerik, seramik ve metal ylzeylerle yapilan ¢ok sayidaki calisma protein
adsorbsiyonunun nanodlgekli purtzltlige sahip yuzeylerde duz ylzeylere nazaran
arttigini gostermektedir [94, 95]. Polimerlerin yuzey ozellikleri yidin yapi igindeki
dzelliklerden farklilik gostermektedir. Ornegin polimerin ylizeyinde camsi gegis

sicakhgr buyudk oranda duser [96, 97] ve makromolekuler zincirler daha ylksek
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hareketlilige sahip olur [98, 99]. Degisen ylUzey enerjisi topografik desenler
boyunca protein birikmesine yol agabilmekte ve adsorbe olan proteinlerin
bilesimini ve konformasyonunu etkileyebilmektedir. Bu durum da sonug¢ olarak
farkh hicresel cevaplara neden olabilmektedir [95, 100, 101]. Nanodlgekli yuzeyler
ayni zamanda yuzeyin slatilabilirligini degistirebilmekte, bu da protein

adsorbsiyonunu etkileyebilmektedir [102].

2.1.4.1. integrinler ve integrinler araciligi ile hiicre yapigsmasi

Cok hucreli organizmalarda, hucrelerin komsu hucrelerle ve hicre digi matrisle
olan etkilesimi hucre yapisma reseptorleri araciligi ile gergeklesmektedir. Bu
reseptorler arasinda integrin ailesi sayica en fazla ve en sik rastlanan grubu
olusturmaktadir. integrinler, hiicre farklilasmasi, embriyogenez, yara iyilesmesi ve
hemostaz gibi stireclerde énemli rol oynayan reseptérlerdir. integrin molekdilleri 8
ile 12 nm boyutunda olan ve ylzeyin nanotopografisinden etkilenebilen hareketli
uzantilardir. integrinler a ve B olarak isimlendirilen iki transmembran alt {initenin
biraraya gelmesiyle olusmaktadir. a ve [ alt Unitelerinin birlesimi integrinin
ligandlara olan egilimini belirlemektedir [103]. En ©6nemli matris baglayici
integrinler, fibronektine (a4p1, a5p1, a5p3, avB3), kollajene (a1B1, a2p1, a10p1,
a11B1) ve laminine (a3B1, a6B1, a7p1) afinitesi olan B1 integrinleridir. Uzerinde en

cok calisiimis integrinler ise RGD dizilimini tantyan avB3 integrinleridir [104].

Bir biyomalzeme biyolojik bir sistemle temas ettiginde ilk olarak proteinler ylizeye
adsorbe olurlar. Biyomalzemenin ylzey Ozelliklerinden etkilenen yuzeye bagli
protein tabakasi, takip eden hicre yapismasini dizenler [105]. Biyomalzemenin
geometrik ve kimyasal Ozellikleri hicre gogu ve c¢ogalmasi gibi hucresel
fonksiyonlari yonlendirir, fenotik farklilasmayi dizenler ve hicre digi sinyallerin
cevabini degistirir [106]. Hucrelerin yuzeyler ile olan etkilesimlerinde, yuzeye
tutunma asamasinda etkin rol alan biyolojik moleklllerden en 6nemilisi
integrinlerdir. Bununla birlikte, nanotopografinin sahip oldugu kimyasal 6zellikler,
yluzeye adsorplanan proteinleri etkileyecedinden, fokal temasta etkin olan integrin
tipini ve dolayisiyla hucre tutunmasini farklh kilacaktir. Bunun sonucu olarak,
yuzey Uzerinde olan nano boyuttaki desenler, fokal yapismanin organizasyonunda
onemli etkilere sahip olacaktir. Bu durum, integrinlerin htcre ¢gekirdegine dogrudan
bagl olmasindan dolayi, nanodesenlerin 6zelligi hicrelerin topografiye olan cevabi

acisindan 6nemli bir etkendir [13].
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Sekil 2. 13. Integrin molekilleri ile lipid tabakasinin her iki yaninda bulunan

proteinlerin etkilesimini ifade eden fokal yapismanin sematik gosterimi

integrinler aracih@ ile hiicre yapismasi birbirini takip eden dért basamakta
gerceklesmektedir. Bunlar sirasiyla; hicrenin ylzeye tutunmasi, hucrenin yuzey
Uzerinde yayillmasi, hlcre iskeletinin organizasyonu ve fokal yapismanin
olusmasidir. Oncelikle, hiicrenin yiizeye tutunma basamaginda, hiicre yiizeyle
temasa gecmekte ve hucrenin hafif kayma gerilimlerine direng gostermesini
saglayacak olan ligand baglanmasi gerceklesmektedir. ikinci asamada, hiicrenin
plazma membrani ylzey Uzerinde yayilir ve hucre yassi bir gorunum alr. Bu
durumda hucrenin uzunlamasina buyuklugu, yuksekliginin 3-10 kati arasindadir.
Hucrenin ylzey Uzerinde yayillmasini tamamlamasiyla, Uguncl asamada aktin
organizasyonu gerceklesir ve hucrenin ylizeye yapigsmasini saglayan lif demetleri
olusur. Son basamakta, hicre iskeletinin hicredisi matris proteinlerine baglandigi
fokal yapisma gergeklesir (Sekil 2. 13, [107]) Dort basamakta gerceklesen
hicrenin ylzeye yapismasi olayi sirasinda integrinler, bir taraftan hicre ile ylzey
arasinda fiziksel bir tutucu goérevi gorurken, bir taraftan da hiicre membranindan
gerceklesen sinyal iletimini saglarlar. integrinler araciligi ile saglanan sinyal iletimi
her iki yonde de gercgeklesir ve integrinlerin hicredigi baglanma aktivitelerini

kontrol eder. integrinler araciigi ile gerceklesen hiicre yayilmasinin ve bunu
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takiben fokal yapismanin, ylizeye bagimli hicrelerin yagsamasi ve uremesi igin
gerekli oldugu kanitlanmigtir. Yapismanin gerceklesmedigi durumda ‘anoikis’

olarak bilinen hticre 6limu gergeklesmektedir [108].

2.1.4.2. Nanotopografi-hucre etkilesimini inceleyen ¢aligsmalar

Nanotopografinin hucresel cevaplar Uzerindeki etkisi fibroblastlar [107, 109],
osteoklastlar [87], epitel hicreler [110, 111], makrofajlar [112, 113], osteoblastlar
[114], mezenkimal kdk hiucreler [115, 116], endotel hicreler [117, 118], yumusak
kas hucreleri [119] ve sinir hicreleri [120, 121] gibi ¢ok sayidaki hucrelerle
gerceklestirilen calismalarda gosterilmistir. Hucreler yluzeye tutunup yapistiktan
sonra, nanometre boyutundaki filopodia ve lamellipodia uzantilar ile bulunduklari
yuzeyi kesfederler ve nanometre dlzeyinde yuzey Uzerinde hareket ederler.
Filopodia uzantilari hicrenin bulundugu ¢evreyi tanimaya calisirken, uzantinin ug
noktalari hicrenin hareketi igin dayanak noktalarini olusturmaktadir. Bu yapilar
250 nm’den 400 nm’ye kadar degisen boyutta olduklarindan, ylzeyde

bulunabilecek nanotopografiden etkilenmeleri kaginilmaz olacaktir [13].

Hucreler, yuzeyde bulunan topografilere membranlarindaki deformasyon ile cevap
verirler. Bu durumda, yuzey topografisinde meydana gelen dedisiklikler, hicre
morfolojisinin degismesine neden olmaktadir. Morfolojide meydana gelen degisim,
hicre cekirdeginde deformasyona neden olabilmekte ve hilicre diuz bir ylzey
uzerinde bulundugundaki durumdan farkli olarak, diferansiyel gerilimlere maruz
kalabilmektedir. Boyle bir deformasyon, sinyal iletisimini ya da niklear matris
icindeki genlerin uyumunu etkileyeceginden, hucre davraniginin degismesine
neden olacaktir [13]. Hlcrelerin nanoboyuttaki organelleri ile gergeklestirdikleri bu
etkilesimlerin tUmu, hdcre davraniglarinin organizasyonu ile hedeflenen hicresel
fonksiyonlarin elde edilmesinde kontrolli ylzey nano topografilerinin dnem

tasidigini géstermektedir.

Webster ve grubu [94] tarafindan NaOH ile muamele edilerek purizli PLGA
yuzeyler hazirlanmis ve bu ylzeylerde fare aortik yumusak kas hicreleri (YKH) ile
endotel hicrelerinin davranigi incelenmigtir. YKH’lerde yapisma ve c¢ogalmada
artis gozlenirken endotel hicrelerde azalma gdézlenmistir. Diger bir ¢calismada
siIgir akciger atardamari YKH’lerin 350 nm uzunluga, 700 nm genislige ve 350 nm
derinlige sahip PMMA ve PDMS nanoizgaralar Uzerinde hicre gekirdekleri ve

iskeletleri uzamis ve hizalanmig, ayni zamanda hlcre hizalanmasi boyunca
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mikrotubuliis organizasyonu gdézlenmistir [122]. insan koroner atardamar
YKH’lerinin gelisiguzel desenlenmis PLCL nanofiberlere, PLCL filmlere ve
polistiren Petri kabi (TCPS) kontrol grubuna goére, hizalanmis PLCL fiberler
Uzerinde belirgin bir bicimde daha fazla yapistiklari ve c¢ogaldigi goézlenmistir.
Ayrica YKH’lerdeki hucre iskeleti proteinlerinin yayilmasi ve duzenlenmesi
nanofiberler yonunde paralel olmustur [123]. Zhu ve ark. [124] polistiren
nanooyuklara kultire edilen C6 glioma hucrelerinin nanooyuklar boyunca
hizalandiklarini, uzamis morfoloji ve asimetrik hicre ylzey uzantilar
sergilediklerini gdzlemlemislerdir. Yang ve ark.’larinin [125] elektroegirme ile elde
ettigi hizalanmis mikro (1.25 pm) ve nano (250 nm) poli(L-laktid asit) fiberler
Uzerinde C17-2 hlcreleri (multipotent sinir kok hicre (NSC) hatti) fiber capindan
badimsiz olarak fiber yodnelimi boyunca paralel uzama ve noérit blylmesi
sergilemiglerdir. Ote yandan hicreler gelisigiizel fiberler zerinde gelisigiizel
yonelmig noritler olusturmuslardir Anderson ve ark. [111] kolloidal litografi ile 60-
170 nm arasinda degisen caplarda kolonlar elde ederek, pankreas epitel hicre
hatti ile hicre morfolojisindeki degisimleri incelemiglerdir. Hicrelerin, topografik
detaylarin  buyuklUklerinin  artmasiyla daha fazla vyayildiklari, dairesel
morfolojilerinden saparak uzadiklar gdézlenmistir Ayni grup tarafindan yapilan
diger bir calismada 40-400 nm derinliklere sahip oluklu topografiler Uzerinde
hidcrelerin  hizalanma derecesi ve uzamis hucrelerin yuzdesi surekli oluklar
uzerinde kesikli oluklara gore oluk derinliginin artmasiyla artmigtir [126]. Pattison
ve grubu [127] tarafindan yapilan ¢alismalarda, nano-boyutta &zelliklere sahip
PLGA doku iskeleleri tretilmistir. Uretilen yapilarda, insan mesane yumusak kas
hlcrelerinin  davranigi incelenmis ve hucre yapismasi ve Uremesinde artis
g6zlenmistir. Milner ve grubu [128] tarafindan yuruttlen ¢alismalarda, poli (L-laktik
asit) filmler ile ylzeyler Uzerinde 400 nm ve 700 nm boyutlarinda c¢ikintilar
olusturacak sekilde nanodesenler olusturulmustur. insan fibroblast hiicrelerinin
yluzey topografisi ile olan etkilesimi incelendiginde, baslangicta hicre
yapismasinin en fazla 400 nm boyuttaki nanodesenlere sahip ylzeylerde
gerceklestigi, en az yapismanin ise duz ylzeylerde gergeklestigi sonucuna
variimigtir. Bununla birlikte hdcre Uremesinin nanodesenli yuzeylerde azaldigi
gorulmustur. Yuzeyde bulunan nanodesenlerin yuzey alanini arttirmasi sonucu
fokal kompleks olusumu hucrelerin yuzeye tutunma noktalarinda artisa neden

olurken, nanodesenler varliginda fokal kompleks olusumlar fokal yapismaya dogru
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ilerleyemediginden ve hucre yayllmasi nanodesenler varliginda kisitlandigindan,
nanodesenli yluzeylerde hucre Uremesinde azalma gozlenmigtir. Nanotopografik
Ozelliklere sahip biyomalzemelerle yurutilen galismalarda, topografik 6zeliklerin
boyutunun, fiziksel yapisinin ve dizenlenmesinin hicre davranislari Gzerinde farkli
etkilere sahip oldugu sonucuna varilmigtir. Dalby ve grubu [93] tarafindan silikon
yuzeylerde yurutulen galismalarda, ¢ukur ve girinti seklindeki nanodesenlere sahip
yuzeylerde L-929 fare fibroblast hiicrelerinin davranisi incelenmistir. 75 ve 120 nm
derinlige sahip yapilar tzerinde filopodia-nano yapi etkilesimi gozlenirken, 35 nm
capindaki girintilere hucrelerin tepki gostermedigi gorulmustur. Feng ve grubu
[129] tarafindan yuruttlen galismalarda, hizalanmig ve gelisigiizel yerlestirilmis poli
(L-laktik asit) nanofiberler Uzerinde hepatosit hlcrelerin davranigi incelenmistir.
Albumin ve Ure sentezinin yani sira metabolik enzim aktivitesi gibi hucresel

fonksiyonlarin hizalanmis nanofiberler Gzerinde arttigi sonucuna varilmistir.

Farkli nanotopografik detaylara hucrelerin verdigi cevaplari igceren diger

calismalardan bazilari Cizelge 2.4’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2. 4. Nanotopografik detaylara verilen hiicresel cevaplar

Sekil Boyut (nm) Hucreler Hucre Cevabi Referans
Azalan  ylkseklikle  birlikte  artan
. yapisma, artmis hicre iskeleti
10-95 Fibroblast organizasyonu, cDNA ifadesinde [130]
degisimler
) - . . [131]
Adacik 13-95 Endotel Artmis fibrobast biyime faktort sentezi
Cikinti
14-45 Osteoblast At [132,
mis yapisma
15-100 MKH* 133]
20-70 N6ron Artmis yapigsma ve hiicre canlihgi [134]
13-95 Lokosit Artmisg CD29 ve CD54 ifadesi [135]
en:100 Azalmis hlicre yapismasi artmis
yukseklik:160  Fibroblast filopodia, artmig endosit aktivite [136]
30-282 Makrofaj Artmis aktin ve fagositik aktivite [112]
90-500 H}Jcre mo.rfolons.mde ve aktin [137]
dizenlenmesinde hizalanma
en:500 Osteoblast )
derinlik/ ::,ml$ yapisma, FAK fosforilasyonunda [138]
yiikseklik:29 ¥
en/derinlik/ i .
yilkseklik:350 MKH Noronal belirteclerde artis [139]
derinlik/
ylkseklik:550 Epitel Desenlere paralel yapisma [140]
-1150
500-800 Fibroblast Fiber yonelimine bagli oryantasyon [69]
200-800 YKH* Artmis hiicre yapismasi ve gogalma [141]
50-500 Osteoblast Prrtoteln adsorpsiyonunda ve yapismada [142]
Fiber aris
Kondrojenik ve osteojenik farklilagsma,
*
700 MKH daha iyi mekanik 6zellikler [143]
760 Hepatosit Daha klgUk speroid olusumu ve artmis [144]
yapisma
145,
50-100 YKH Artmis yapisma ve ¢ogalma [
146]
50-100 Endotel Artmlg yaplguma ve c¢ogalma (ylzey [94]
kimyasina bagl olarak)
20-70 Noron Artmig yapigsma ve hiicre canliligi [134]

*MKH: Mezenkimal kok hiicre, YKH: Yumusak kas hiicresi

2.2. Biyomedikal implantlar

Biyomedikal implantlar hasar gérmis organ ve doku fonksiyonlarinin yerine

getirilmesi igin kullanilan yapay organlar olarak tanimlanir. Metaller, seramikler ve

polimerler

gibi

cesitli

biyomalzemelerden

biyomedikal
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gerceklestiriimektedir. Metalik implantlar paslanmaz cgelik, kobalt/kobalt alagimlar
ve titanyum/titanyum alasimlar olarak siniflandiriimaktadirlar [147]. Metalik
malzemeler arasinda titanyum (Ti) ve Ti alasimlari, diger implantlara nazaran
sahip oldugu mukemmel korozyon direnci ve doku uyumu Ozellikleri nedeniyle
medikal uygulamalarda en fazla kullanilan malzemeler olarak goze garpmaktadir
[148].

2.2.1. Titanyum implantlar

Titanyum hafif, dayanikli, parlak, korozyona kargi direngli ve grimsi renkte bir gegis
metalidir. Titanyumun aliminyum (Al), vanadyum (V), molibden (Mo), zirkonyum
(Zr), niyobyum (Nb), paladyum (Pd) ve kalay (Sn) gibi elementler ile alasimlari
hazirlanabilir. Ti ve Ti alagimlari sahip olduklari mtikemmel nitelikleri (disuk elastik
modull, yuksek kuvvet/kitle orani, iyi yorulma direnci, sekillendirilebilirligi, yuksek
korozyon direnci ve biyouyumlulugu) nedeniyle ortopedik ve osteosentez
cihazlarinda, dis implantlarinda, ¢ene cerrahisi ve vaskuler stentler gibi ¢ok

sayidaki medikal alanlarda uygulama sahasi bulmaktadir (Sekil 2. 14) [149, 150].

Sekil 2. 14. Titanyum ve alagimlarinin uygulamalari. a) Yapay dis, b) Yapay kalca
protezi, c) Yapay kalp kapakc¢igi ve d) Yapay vaskuler stentler
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Titanyumun uygulamaya bagli olarak ¢ok sayida alagimi (Ti—Ni, Ti-6Al-4V, Ti—-6Al—
4V, Ti-6Al-7Nb, Ti-5AI-2,5Sn, Ti—-2Al-2,5Zr, Ti-32Mo, Ti—Mo-Ni, Ti—Pd gibi)
bulunmaktadir. Fakat en yaygin kullanilan Ti alagsimi Ti-6Al-4V (Ti-%6 Al-%4
V)dir. implant malzemesi olarak Ti ve Ti alasimlarinin arzu edilen nitelikleri
yuzeyinde bulunan oksit tabakasindan ileri gelmektedir. Hava ile temas eden
titanyum’un ylzeyinde birkagc nm kalinliginda kendiliginden bir oksit tabakasi
olusur (Sekil 2. 15, [150]). Mukemmel kimyasal inertlik, korozyon dayanimi ve
hatta biyouyumlulugun titanyum oksit filmin kimyasal kararliligindan ve yapisindan
kaynaklandigi dusunulmektedir. Oksit tabakasi malzemeyi inert hale getirerek ve

metalik iyonlarin difuzyonunu sinirlayarak titanyumu biyouyumlu hale getirir [148].

Sahip olduklari mikemmel 6zelliklerine ragmen Ti ve Ti alasimlari halen uzun

donemli klinik uygulamalar igin yetersizdirler.

9 Q00Q

> ¢
X A
—— I
AT A A @ o O o <
kontaminasyon Ti Ti (l\WV)* O OH H-O

=<
a

Sekil 2. 15. Saf titanyum ylzeyindeki oksit filmin sematik gdsterimi (*Ti (IV): gok
degerlikli katyon)

2.2.1.1. Titanyum implantlarin kullanimlarina bagh olarak ortaya c¢ikan
sorunlar

Titanyum implantlarin in-vivo uygulamalarinda ortaya ¢ikan sorunlar:

1. Bakteriyel enfeksiyon ve
2. Protein adsorbsiyonu

olarak iki baslik altinda siralanabilir.
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Genelde, vicut igi implant olarak kullanilan biyomalzeme yuzeyleri, bakterilerin
tutunmasi ve kolonize olmasi igin elverigli olup, olusan bakteriyel biyofilm tabakasi
zamanla vlcutta bir enfeksiyon kaynagina doénusebilmektedir [151]. Biyofilm,
degisik mikrobiyal turlerin kendilerini ¢evresel etkenlerden korumak ve besin
kaynagini daha verimli kullanmak icin olugsturduklari mikro-ekosistem olarak
tanimlanabilir. Istatistiklere gére Amerika Birlesik Devletlerinde hastane kdkenli
enfeksiyonlarin %65’inde biyofilm yapan bakteriler rol oynamakta ve bu durum
yilda 1 milyar dolarin bu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in harcanmasina neden
olmaktadir [152, 153]. implant baglantili enfeksiyonlarda en blyiik paya
Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Staphylococcus epidermidis (S.
epidermidis) bakterilerinin sahip oldugu belirtiimektedir [154]. Bu bakteriler
titanyum yuzeylere de kolaylikla yapisir ve yayilirlar. Normal deri florasinin ve

mukus membranlarin bir pargasi olan S. epidermidis;

*

> biyomalzeme takilirken

X cerrahi operasyon sirasinda
X kirlenmig antiseptiklerden

<> hastanedeki diger hastalardan
<> belirsiz lokal enfeksiyonlardan

kaynaklanarak implantlari etkileyebilmektedir [155].

Gegctigimiz 20 yilda, tibbi malzemelerin kullaniminin artmasiyla S.epidermidis,
hastane ve biyomalzeme kaynakli enfeksiyonlarda en sik izole edilen bakteri
durumuna gelmigtir [156]. Bu enfeksiyonlarin en 6énemli asamasi, bakterinin
biyomalzeme ylzeylerine tutunmasi yani adezyonudur. Bakteriyel adezyon iki
asamali bir islemdir; ilk asama, ¢ift yonlu (reversible) olup, genelde itici ve c¢ekici
fiziksel kuvvetlerin rol oynadigi tutunma asamasidir. Sivi igerisinde serbest olarak
Brownian hareketleri ile yer degistiren planktonik bakteriler, van der Waals
kuvvetleri, yuzey elektrostatik yukleri, hidrofobik, iyonik, dipol etkilesimi ve hidrojen
baglari ile biyomalzeme ylUzeyine yaklagsmakta ve yuzeye bu kuvvetli olmayan
baglarla baglanabilmektedir (Sekil 2. 16) [153]. Fiziksel etkilesimler uzun menzilli
(>50 nm) ve kisa menzillidirler (<56 nm). Bakteriler ilk olarak uzun menzilli
etkilesimlerle malzeme ylUzeyine hareket ederler. Bu etkilesimler hicreler ve ylzey
arasinda rol oynar ve spesifik degildir, mesafenin ve serbest ylzey enerjisinin bir

fonksiyonudur. Daha yakin mesafede, daha baskin olan kisa menzilli etkilesimler
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devreye girer [157]. Kisa menzilli etkilesimler hicre ve ylzey arasinda meydana
gelen hidrojen baglari, iyonik ve dipol etkilesimlerinin sonucu olarak ortaya
cikarlar. S. epidermidis bu yapisma surecini dizenleyen birgok polisakkarit
adezinlere sahiptir [158]. ikinci asama ise zamana bagl olup bakterilerin birbiri ile
etkilesimi sonucu olugsan kuvvetli baglarla birbirine bagh ¢ok katmanli tabakalarin
meydana getirdigi biyofilmdir (Sekil 2. 17, [159]). Olugan biyofilm tabakasi,
antibiyotiklere ve bagisiklik sistemi hucrelerine kargi koruyucu bir kalkan gorevi
gbrmekte ve bu tabaka kolaylikla vicut icerisinden temizlenememektedir [160].
Cogu zaman enfeksiyon kaynagi durumuna gelen biyofilm iceren biyomalzemeler,
ancak vicuttan ¢ikarildigi zaman tedavi basarilabilmektedir. Bu durum ise hastayi
hem maddi hem de tibbi agidan olumsuz etkilemektedir. Genel olarak, bakteri
yapismasini takip eden biyofilm olusum asamasinda c¢evreye, malzemeye ve
organizmaya bagli birgok faktor etkili olabilmektedir (Sekil 2. 18, [161]). Fakat
yapisma ve kolonilesme asamalarinin, tutunma asamasina gore daha yavas

oldugu dusunulmektedir [162].

yluzeye
dogru

—~———————s——— 500 nm .

mesafe Bakteri Hucresi
100 nm
van der Walls’ kuvvetleri
>50 nm
O I X T M ———
10nm
elektrostatik
etkilesimler
2-20nm
1nm ‘
hidrofobik etkiler
0.5-2nm
spesifik
yapisma
<0.5nm
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Sekil 2. 16. Hlcre yapismasinda rol alan fizikokimyasal kuvvetler arasindaki

boyutsal etkilegimler
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bakteri kiimelerinin 7&% / )
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& planktonik bakteriler biyofilm olgunlagmasi Y 2

- Y \ / dagilma ‘
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‘ ,) vapistk e

bakteriler mikrokoloni

Biyomalzeme Yzeyi

Sekil 2. 17. Biyofilm olusum sureci (*EPS: hticre disi polisakkarit tabakasi)

BAKTERIYEL
YAPISMA

H

P o
B Protein/Doku/Platelet Varligi Antibiyotiklere Hassasiyet g
5 — Antibiy otikler Hidrofibisite |Fjm— ﬁ

R Kan At Hiicre Disi Polisakkarit i
E Tuzlar Z
M
Zaman A

MALZEME
Yiizeyin Fonksiyonel Ajanlari Piirizliluk Gozeneklilik Hidrofibisite

Sekil 2. 18. Bakteriyel yapigsmayi belirleyen faktorler
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implantlarin ortaya cikardigi bir diger sorun da malzeme ylizeylerine proteinlerin
adsorbsiyonudur. Implant ylizeyleri viicuda yerlestirildiklerinde, ECM plazma
proteinlerinin ve diger biyomolekullerin dahil oldugu konak plazma bilesenleri ile
hizli bir sekilde kaplanir [163]. Kanla temas eden implant ylzeyine plazma
proteinlerinin adsorbsiyonu implant etrafinda kan pihtisinin olusumuna yol agan bir
dizi kimyasal reaksiyonu tetikler. Protein adsorbsiyonu komplement sistemi
harekete gegirerek yabanci cisim reaksiyonunu da ortaya c¢ikarir. Yabanci cisim
reaksiyonu ile baglantili olan nétrofillerin ve makrofajlarin yapismasi biyomalzeme
yuzeyine yikici enzimlerin, superoksit anyonlarin ve hidrojen peroksitin hicim
etmesine yol acar [164]. Bununla beraber protein adsorbsiyonu implant yuzeyinde
bakteri kolonilesmesini de tesvik eder. Biyomalzeme ylUzeyine adsorbe olan ve
bakterilerin hiicre membrani ile etkilesen proteinlerin (fibronektin ve fibrinojen gibi)
mikrobiyal yapigsma ve biyofilm olusumu surecinde buyuk bir etkisinin oldugu

gosterilmigtir [165].

2.2.2. Titanyum implantlarin Modifikasyonu

implantlarin ylizeylerinde protein yapismasindan bagslayarak biyofilm olusumuna
giden surecin 6nune gecilmesi implantin basarisi agisindan son derece 6nem arz
etmektedir. Bu nedenle, en ¢ok kullanilan implant olan titanyumun da dahil oldugu
malzemelerin ylzey 6zelliklerinin degistiriimesi ve gelistiriimesine yonelik bir dizi
yuzey islemleri uygulanmaktadir (Cizelge 2.5). Biyomedikal amach kullanilan
metallere ve alasimlara ylzey islemlerinin uygulanmasini gerektiren diger

nedenler de su sekilde siralanabilir [147]:

» Malzeme ylzeyini implantasyon éncesi kontaminasyonlardan arindirmak

> Ozellikle eklem uygulamalarinda, asinma oranini distirmek icin implantin
sertligini arttirmak

» Vicut ortamina agsiri iyon salimini 6nlemek igin pasif tabaka eklemek

> Iimplantin yorulma mukavemetini arttirmak

Biyomalzemelerin ylizey oOzelliklerini kontrol etmek amaciyla ylzeylerin
kaplanmasinda organik ince filmler ve 6zellikle polimerler ¢ok ilgi cekmektedir.
Cunku polimerik kaplamalar, biyomalzeme-doku etkilesimlerini kontrol etmek
amacilyla yuzeye dahil edilebilen ¢ok yonlu kimyasal gruplara ve ayni zamanda
yumusak dokulara benzer mekanik Ozelliklere sahiptirler. Biyomalzeme yuzeyleri

sicak daldirma ile kaplama (dip-coating), sprey kaplama, dondurmeli-kaplama,
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¢Ozucu dokum ve yamalama (graft) gibi basit teknikler kullanilarak polimerlerle

(polietilen  glikol,

selliloz asetat,

kaplanabilmektedir [166].

polipropilen,

naylon6 ve polistiren gibi)

Cizelge 2. 5. Ti implant ylzeylerinin modifiye edilmesinde kullanilan yontemler

Yuzey Modifikasyon Teknikleri

Fiziksel Yontemler

Kimyasal Yontemler

Mekanik Yontemler

Biyolojik Yontemler

Termal Puskirtme

Asit Muamelesi

Makinede isleme

Protein Adsorbsiyonu

Biyomolekdllerin

Plazma Plskirtme Alkalin Muamelesi Taslama immobilizasyonu
(enzimler, ilaglar)
Fiziksel Buhar .
o Sol-Jel Muamelesi Parlatma
Biriktirme
iyon implantasyonu Anodik Oksidasyon Kabartma

Akkor Bosalma Kimyasal Buhar
Plazma Muamelesi Biriktirme
Yuzey Aktif Maddeleriyle
Kaplama

Polimerlerle Kaplama

2.2.2.1. Titanyum implantlarin PEO/PEG ile modifikasyonu

Polietilen oksit (PEO) veya polietilen glikol (PEG), genis bir molekul agirhgi
araligina sahip sentetik bir poliesterdir (Sekil 2. 19 a). M,, <100,000 g mol™ olanlar
genellikle PEG olarak adlandirilirken daha ylksek molekul agirliginda olanlar PEO
olarak siniflandirilir ve molekil agirligi 8.000.000 g mol™ degerine kadar cikabilir.
Bu polimerler amfifiliktir ve suda ve organik ¢odzuculerde (metilen klorur, toluen,
aseton, kloroform, diklorometan/dimetilformamid) ¢d6zlnebilirler. Diger suda
¢ozunlr polimerlerle karsilastirildiginda PEO’nun lineer yapisi, iyonik olmayan
karakteri ve suda c¢OzuUnurlugu essizdir [167, 168]. Polimer ana zincirindeki
elektronca zengin oksijen su ile hidrojen baglayici bir bolge sunar ve bdylelikle
suda ¢oézunarligu o6nemli derecede artirir. Disuk molekdl agirlikhi (M,, <1,000)
PEG’ler viskoz ve renksiz sivilarken, daha yiksek molekdl agdirlikli olanlar mum
gibi veya beyaz toz seklindedirler (Sekil 2. 19 b ve c). Dusuk toksisiteye, iyi
kararhliga ve iyi kayganlastirici etkiye sahiptirler. Erime sicakligi 65°C ve camsi
PEO’lar seramiklerde,

gecis sicakhgi -45-53°C arasinda degismektedir.
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kozmetikte, ilaglarda, elektronik ve diger uygulamalarda kullaniimaktadir (Cizelge
2.6) [169]. PEO, gen tedavisi, antijenlerin maskelenmesi, omurilik hasarlarinin ve
motor ndronlarin tedavisi [170, 171] ve daha ¢ok sayidaki klinik uygulamalarda

kullanim ve aragtirma alani bulmustur.

a

H-(O-CH_-CH.,), -OH

Sekil 2. 19. a) PEO’'nun kimyasal yapisi, b) ve c¢) Molekll agirliklarina goére

degisen PEG/PEO polimerinin fiziksel gérinimleri

Ti implantlarda protein adsorsiyonunu, bakteriyel yapismayi, biyofilm olusumunu
ve ayrica biyomalzeme vyuzeylerindeki enfeksiyonlari azaltma yaklasimlarinda
PEG/PEO tabanh kaplamalar gibi hidrofilik zincirlerle yuzeylerin modifikasyonu
sikhkla uygulanmaktadir [10, 172]. PEG ile yUzeylerin kaplanmasinda asagidaki
teknikler 6ne ¢gikmaktadir [166]:

+ Kisa oligomerlerin SAMs (kendi kendine duzenlenen tek tabakalar)’lerinin

kullanimi

* Pluronik olarak da bilinen PEO-blokpoli(propilen oksit)-blokpoli(etilen oksit) UglU

blok kopolimerlerinin adsorbsiyonu
* Yuzeye yamalanmis PEG firgcalar
* Cesitli capraz baglama teknikleri kullanilarak ince film hidrojellerin elde edilmesi

implant ylizeylerinin PEG ile kaplanmasinda genel yéntem PEG firgalarinin
kullaniimasidir. DUsUk yogunluktaki PEO zincirleri mantar etkisiyle, yuksek
yogunluktaki PEO zincirleri ise firga etkisi ile ylzeyi etrafindaki ortamdan korur
(Sekil 2.20).
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Cizelge 2. 6. PEO’nun bazi uygulama alanlari

Biyomedikal Uyg. Kimyasal Uyg. Kozmetik ve Diger Uyg.

Protein ilaclarin kaplanmasinda Gaz kromatografisinde polar Vicut kremlerinde
duragan faz olarak

Sulu/susuz ortamlardaki Elektronik test cihazlarinda Dis macunlarinda dagitici
yuzeyler igin kayganlastirici Isi transfer sivisi olarak olarak
kaplama olarak
In-vivo kullanimlarda siRNA’'nin  Lityum polimer hiicrelerinde Gidalarda kdpuklenmeyi
paketlenmesinde ayirici ve elektrolit ¢ozelti onlemek amaciyla
olarak
Gen terapisi vektorlerinin Denizden c¢ikarilan
immun sistem tarafindan enkazlarin korunmasinda

taninmamasi igin
kaplanmasinda

Monoklonal antikor Gretiminde
B-hucreleri ile myeloma
hicrelerinin kaynasmasinda

Oral uygulamalar (g6z
damlalarinda kayganlastirici)

Plazmid DNA izolasyonunda ve
proteinlerin kristalizasyonunda
¢oktlrlcu olarak

Virslerin ¢cogaltiimasinda
¢oktlrlcu olarak

Eczacilik Uriinlerinde
(kayganlastirici, kaplama
maddesi, tablet baglayici vb
olarak)

(b)
Sekil 2. 20. Polimer zincirlerinin a) Mantar etkisi ve b) Firga etkisini ifade eden

sematik gosterim
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2.2.2.2. PEO kaph titanyum implantlarda bakteriyel yapigsma

PEO ve turevleri protein ve hicre yapismasina karsi dogal direnglidirler [173, 174].
PEO, ayni zamanda, bakteriyel yapismayi da engeller. implant yiizeyine kaplanan
PEO’nun polimer zincirleri sterik bir itme ile yuksek bariyer gorevi gorerek yuzeyi
protein ve bakteri/hlicre adsorbsiyonuna karsi korumaktadir. Ayrica PEO’'nun su
molekulleriyle olusturdugu ¢ok sayidaki hidrojen bagi osmotik bir itmeye yol agarak
yuksek miktarda itici kuvvet ortaya c¢lkarmakta ve bu sayede yapisma
kisittanmaktadir. Bu ortam biyolojik sistemlerin iginde bulunan tipik kosullari taklit
etmektedir. Hidrofilik kapl implantlarin biyouyumluluklarina da en buyuk katkiyi bu
durumun sagladigi dusunudlmektedir [175]. S. aureus, S. epidermidis, E.coli,
Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas aeruginosa
bakterilerinin yapismasinin yuzeylere immobilize edilen PEG ve oligo(etilen glikol)
tarafindan onemli Olcude azaltildigi ifade edilmigtir [176, 177]. Bakteri
yapismasinin azalma derecesi bakteri tlrtne, in-vitro kiltdr ortamina ve 6zellikle
PEO’nun molekul agirhgi, zincir yogunlugu ve PEO zincirlerinin uglarina bagli
fonksiyonel gruplarin tira gibi ylizey karakteristiklerine bagl olarak degismektedir.
PEG’e dayali kaplamalarin, protein adsorbsiyonuna direnci de ¢ok sayida
calismayla gosterilmistir [178-180]. Farkli polimer aglarina sahip iskelelerin
kullanildigi bir galismada, protein adsorbsiyonunun, S. epidermidis ve platelet
yapismasinin PEG’in molekul agirhdinin ve miktarinin artmasi ile %90’a kadar
azaltildigi belirlenmigtir [181]. Cam yuzeylere kovalent olarak immobilize edilen
PEO firgalarinin S. epidermidis’in de dahil oldugu birgok bakteri ve maya tiru
uzerindeki yapismayi engelleyici etkisi incelenmis ve PEO fircalarla kaplanmis
cam yuzeylerin kaplanmamislara gore %98 oraninda yapismayi engelledigi
goOsterilmigtir. Cam  ylUzeylere gbére PEO kapli ylzeylerin, yuzey ve
mikroorganizmalar arasindaki Lifshitz—Van der Waals ¢ekimini yedi kat azalttigi
hesaplanmistir [182]. Diger bir calismada, U¢ boyutlu baskilama ile Uretilmis
PLGA/PEO doku iskelelerinde artan PEO derisimine bagl olarak fare osteoblast

hidcrelerinin yapismasinin, cogalmasinin ve gég¢unun azaldigi belirtiimistir [183].

2.2.2.3. PEO kapl titanyum implantlarin dokuyla entegrasyonu
Bakteri ve proteinlerin yaninda PEO gibi hidrofilik ytzeylerin hicresel yapismayi
da engellemesi Ti implantlarin basarisinda 6nleyici bir sorun teskil etmektedir.

implantlarin biyolojik olarak kabullini arttirmak ve implant sonrasi iyilesmeyi ve
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entegrasyonu geligtirmek igin, metalik implant malzemesi ve konak hucreler
arasindaki spesifik baglanma etkilesimlerini arttirmak gerekmektedir. Bu bakimdan
ek modifikasyonlara ihtiya¢ vardir. Bu amacla ECM proteinlerinin kullaniimasi
siklikla kullanilan bir teknik olarak one c¢ikmaktadir. Yluzeyler Uzerinde integrin
reseptorleri aracihdiyla yapisma ve c¢ogalmada etkili olan fibronektin veya
fibrinojen gibi proteinlerin kullaniimasi, birgcok bakterinin de bu proteinler
vasitasiyla implant ylizeyine yapismasina yol agmaktadir [9, 165, 184]. Ornegin,
S. aureus and S. epidermidis fibronektine dogrudan baglanan taniyici bolgelere
sahiptir [185, 186]. Bununla birlikte, fibronektin ve fibrinojen gibi bircok proteinde
yer alan RGD maotifinin, hicre yuzey integrin reseptorleriyle 6zel olarak etkilestigi
bilinmektedir. Bu motif S. aureus and S. epidermidis bakterileri tarafindan
taninmaz [187]. Bdylece RGD motifi ile yluzeylerin fonksiyonel hale getiriimesi
osteoblastlarin fonksiyonlarini arttirirken bakteriyel yapismayi saglamaz. Harris ve
ark. [9, 187] RGD ile modifiye edilen polilisin-graft-PEG (PLL-g-PEG) polimerlerini
titanyum substratlara adsorbe etmisler ve bakteriyel yapismanin PLL-g-PEG
yuzeylerde ve RGD igeren PLL-g-PEG ylzeylerde dnemli 6lglide engellendigini
go6zlemiglerdir. Bunun yaninda, RGD ile modifiye edilen yuzeylerde fibroblast ve
osteoblast hlcre yapismasi basarili bir sekilde gergeklestiriimistir. Polimetakrilik
asit firgalarla ve ipek serisinle modifiye edilen titanyum ylzeyler, S. aureus and S.
epidermidis yapismasini azaltici etki goOsterirken, osteblast yapismasini,
¢ogalmasini ve ALP aktivitesini arttirmistir [188]. PEG firgcalar kemik ve dis
implantlarinin osteobutlinlesmesini tegvik etmek i¢in hicre yapistirici proteinlerle
islevsellestiriimistir [189]. Diger bir g¢alismada Ti Uzerine kaplanan kitosan ve
hyaluronik asitin polielektrolit ¢goklu tabakalarinin yiksek derecede antimikrobiyal
etki gosterdigi, fakat kemik hdcrelerinin yapismasinin normal titanyumlara gore
daha zayif oldugu belirtiimigtir. Bununla birlikte tabakalara RGD motifinin

eklenmesi ile osteoblast yapismasi 6nemli dlgude artmistir [8].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boéliumde, sunulan tez galismasi kapsaminda gergeklestiriimis olan deneysel
calismalar ile ilgili bilgiler verilmigtir. Deneysel c¢alismalar iki ana bdélimde
incelenmistir. ilk bélimde, kitosan (CS) ve polikaprolakton (PCL) membranlarin
uretimleri ve bunlarin elektroedrilmis CS, PCL ve PCL/kollajen (PCL/Col)
nanofiberler ile cesitli duzende (gelisigizel ve duzgln hizalanmig) desenleme
calismalarina yer verilmistir. Karakterizasyon calismalari ile uygun kosullarin
belirlenmesinin ardindan, desenlenmis yuzeylerde MC3T3-E1 preosteoblast ve
Madine Darby Bovine Kidney (MDBK) htcreleri ile durgun kosullarda yurGtilen
hdcre kultir calismalarina ve nanotopografinin hicresel davraniglara olan etkisini

incelemeye yonelik caligmalara deginilmistir.

ikinci bélimde ise, elektroegirme ile polietilen oksit (PEO) nanofiberlerin
uretilmesine ve c¢apraz baglanmasina yonelik c¢alismalar acgiklanmigtir. Uygun
kosullarin belirlenmesinin ardindan bu kosullarda PEO nanofiberler ile titanyum
(Ti) yuzeylerin kaplanmasi gerceklestiriimistir. Son asamada ise, PEO fiberlerle
kaph Ti yuzeylerle MC3T3-E1 preosteoblast hucreleri ve biyofilm olusturan S.
epidermidis bakteri susu kullanilarak durgun kosullarda yurGtilen kaltar
calismalarina yer verilmistir.

3.1. Kitosan ve PCL Membranlarin Elektroegirilmis PCL ve PCL/Kollajen
Nanofiberlerle Desenlenmesi, Karakterizasyon ve Hiicre Kiltur Galigsmalari
Sunulan tez ¢alismasinin bu kisminda, CS ve PCL membranlarin elde edilmesine,
nanofiber Uretimine, membranlarin desenlenmesi calismalarina ve desenlenmis
yuzeylerin karakterizasyonuna yonelik calismalara yer verilmistir. Ayrica
desenlenmis yuzeylerdeki hicresel davraniglarin incelenmesine yonelik olarak

gergeklestirilen deneysel ¢alismalar agiklanmigtir.

3.1.1. Deneysel Caligmalarda Kullanilan Malzemeler

CS membranlarin hazirlanmasinda kullanilan ve %75-85 araliginda deasetilasyon
derecesine sahip olan kitosan (medium M), asetik asit, CS membranlarin kararli
hale getiriimesinde ve gapraz baglanmasinda kullanilan sodyum hidroksit (NaOH)
ve epiklorohidrin (ECH) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
PCL membranlarin hazirlanmasinda ve nanodesenleme calismalarinda kullanilan
polikaprolakton (M,: 70-90 kDa, M./M,<2), kollajen (Tip I, katalog no: C9791),
tetrahidrofuran (THF), hekzafloroizopropanol (HFIP) Sigma-Aldrich (Almanya),
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trifloroasetik asit (TFA) ise Merck (Almanya) firmasindan satin alinmigtir.

Hucre kultir c¢alismalarinda kullanilan Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM), fétal sigir serum (FBS), tripsin ve Dulbecco’s phosphate buffer (DPBS)
Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Minimum Essential Medium-a (.-
MEM) Hyclone (ingiltere) firmasindan temin edilmistir. Hiicre tiremesinin takibinde
kullanilan 3-[4, 5-dimetilthiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromur (MTT), izopropanol
ve tripan mavisi Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmigtir. Hicrelerin SEM ile
morfolojik analizleri igin kullanilan hekzametil disilazan (HMDS) ve glutaraldehit
(GA) Sigma (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Konfokal Mikroskop
incelemesi icin gerekli olan Triton-X 100 ve propidyum iyodlur Sigma (Almanya)
firmasindan, Alexa Fluor 488 Phalloidin ise Invitrogen (Almanya) firmasindan satin
alinmigtir. Kaltir ¢alismalarinin gergeklestirilecegi polistiren kultir kaplar (Orange

Scientific, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. CGapraz Bagh Kitosan Membranlarin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan gbézeneksiz CS membranlar ¢ozicli dokim
yontemiyle hazirlanmistir. Asetik asit ¢ozeltisinde (%2’lik, v/v) ¢dzilen CS (%2’lik
w/v) polistiren Petri kaplarina dokulmis ve oda sicakliginda kurutularak CS
membranlar elde edilmigtir. Elde edilen bu membranlar 1 gece sureyle 1IN NaOH
(%50 v/v distile su/etanol) icerisinde bekletilerek kararli hale getirilmislerdir. Saf su
ile ylkanan membranlar ¢capraz baglama islemi icin 0.067 M NaOH (pH: 10) iceren
0.01 M epiklorohidrin ¢ozeltisi igerisinde 2 saat boyunca 50°C sicaklikta
bekletiimiglerdir. Saf su ile yapilan ylkama isleminin ardindan kurutulan

membranlar desikatérde muhafaza edilmigtir.

3.1.3. Kitosan Membranlarin Elektroegirme ile Desenlenmesi

Capraz baglhi CS membranlarin Gzerindeki desenleme galismalari elektroegirme ile
uretiimis CS, PCL ve PCL/Col fiberler ile vyuratilmistir. Bu amagla
laboratuarimizda mevcut, Sekil 2. 9'da sematik olarak gosterilen elektroegirme
dizenegi kullaniimistir. Uygun ¢dzlculerde ¢dziinen polimerlerden fiberlerin elde
edilebilmesi igin ¢bézlcu turd, derisim, uygulanan voltaj, siringa-toplayici mesafesi
ve akis hizi parametrelerinin optimizasyonuna yonelik galismalar yapimistir.
Elektroedirme teknigi ile elde edilen nanofiberler CS membranlar Uzerinde

toplanarak desenlenmig CS yuzeyler elde edilmistir.
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3.1.3.1. Kitosan membranlarin kitosan nanofiberler ile desenlenmesi

Kitosan nanofiberlerin elde edilmesi amaciyla yapilmis olan ¢alismalar ve ¢alisma
kosullari Cizelge 3.1’de belirtilmistir. CS fiberlerin Uretilebilmesi amaciyla Cizelge
3.1’de belirtilen oranlarda CS ¢odzlicuye eklenmis ve olusan karigsimin manyetik
karigtiricida bir gece sureyle ¢ozinmesi saglanmigtir. Cozunme igleminin
ardindan, ¢ozelti 0.8 mm capinda metal igneye sahip 2.5 mL’lik plastik siringaya
(Ayset Plastik, Tlrkiye) cekilerek fiber tretimi gergeklestirilmistir. CS membranlar
elektroegirme duzenegindeki sabit toplayiciya yerlestirilerek Gzerleri gelisigluzel
duzendeki CS fiberler ile desenlenmistir. Elektroegirme islemi oda kosullarinda

gergeklestiriimistir.

Cizelge 3. 1. Kitosan nanofiberlerin Uretimi i¢in incelenen sistem parametreleri

%2.0 |15;17; 19; 20; 21, 22 10.0 1.20
0.20
0.50
TFA
Kitosan/ %2.7 20; 21; 22; 23; 24 6.4 0.70
Gelisiglzel
N 1
Dizen
1.2
TFA/DCM
%5. 1 10. 1
(70i30, viv) | 220 5 0.0 0.15
TFA/DCM
%10. 1 12. 2
(80120, viv) | 70100 6 0 0.20

3.1.3.2. Kitosan membranlarin polikaprolakton nanofiberler ile desenlenmesi
Gelisiguzel ve hizalanmis duzende PCL nanofiberlerin elde edilmesinde en uygun
kosullarin belilenmesi icin incelenen sistem parametreleri Cizelge 3.2'de
verilmigtir. PCL nanofiberlerin Uretilebilmesi amaciyla Cizelge 3.2’de belirtilen
oranlarda PCL pelletler ¢ozlclye eklenmis ve olusan karisimin manyetik
karistiricida bir gece sureyle ¢ozunmesi saglanmistir. Cozunme isleminin

ardindan, c¢ozelti plastik siringaya cekilerek fiber Uretimi gergeklestiriimigtir.
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Gelisiguzel duzendeki PCL fiberlerin toplanmasi CS fiberlerin Uretiminde kullanilan
sabit toplayicida gercgeklestiriimigtir, hizalanmis duzendeki fiberler ise Sekil 4. 10
a'da gosterilen tekerlek tipi toplayiciya sabitlenmis CS membranlara toplanmistir.

Elektroegirme islemi oda kosullarinda gerceklestirilmigtir.

Cizelge 3. 2. PCL nanofiberlerin Uretimi i¢in incelenen sistem parametreleri. a)
Gelisiguzel dizende ve b) Hizalanmig dizende desenleme parametreleri

a.
PS(!Q;?]” Céziicii Derigim Voltaj Toplayici Mesafesi | Akis Hizi
Tiirii (wiv) (kV) (cm) (mL sa?)
DCM/DMF 20
(50/50, viv) '
12 0.1
8 10
11;12; 13 2.0
8
10
2 6; 10; 14; 18; 22
PCL/ 0.6
Gelisigiizel 14
Dizen HFIP 18 20; 22
10 20; 22 22
8;10; 11, 12; 13 6; 7; 8; 10; 14; 18 20
14; 15; 20; 22 20; 22 '
22 20
4.0
20 20; 25; 35
22.5 35 12.0

Polimer/
Desen
Tiri

Derigsim | Voltaj
(wiv)

CGozicu

PCL/
Hizalanmis
Dizen

HFIP

10

Toplayici Toplayici
(kV) Mesafesi '(B‘nl,f:?slyf)' Doniis Hizi
(cm) (rpm)
2,400
18 18 15
2,000
11 10
15 12 2.0
2,400
18
18
20
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3.1.3.3. Kitosan membranlarin polikaprolakton/kollajen nanofiberler ile

desenlenmesi

Elektroegirme teknigi ile gelisiglizel ve hizalanmis dizende PCL/Col nanofiberlerin
elde edilmesi amaciyla, sistem parametrelerinin optimizasyonu igin yapilan
calismalar Cizelge 3.3’te verilmigtir. PCL/Col fiberlerin Uretilebilmesi amaciyla, 10
mL HFIP ¢bzlcusu igerisine 0.55 g PCL ve 0.25 g Col eklenerek bir gece sureyle
karistirma islemi gergeklestiriimistir. C6zlinme isleminden sonra, yukarida belirtilen

sekilde gelisiglizel ve hizalanmis dizende fiber Uretimi gerceklestiriimigstir.

Cizelge 3. 3. PCL/Col nanofiberlerin Uretimi i¢in incelenen sistem parametreleri

. Toplayici _
Polimer-Desen Tiiru Voltaj Mesafesi Alag H'f' Toplayict Donus
(kV) (cm) (mL sa™) Hizi (rpm)
12 0.75
PCL/Col-Gelisigtizel Diizen 13 2.0 -
15
3.0
10 3.0
20
20 0.5
PCL/Col-Hizalanmig Dizen | 11 10 0.1 2,400
15 13 3.0

3.1.4. Polikaprolakton Membranlarin Hazirlanmasi

PCL membranlarin hazirlanmasinda ¢oézicu dokim yontemi kullaniimigtir. Bu
amacla 10 g agirligindaki PCL pelletler 100 mL THF’de bir gece sureyle manyetik
karigtiricida karigtirilmis, sonrasinda olusan ¢ozelti cam Petri kaplarina dokulerek
oda sicakhiginda kurumaya birakiimiglardir. Kurutulan membranlar, Petri

kaplarindan alinarak desikatorde muhafaza edilmistir.

3.1.5. Polikaprolakton Membranlarin Polikaprolakton Nanofiberler ile
Desenlenmesi

PCL membranlarin PCL nanofiberlerle desenleme igin CS membranlarin
gelisigiizel diizende desenlenmesinde kullanilan 12 mL sa®, 22.5 kV ve 35 cm
kosullari ve diizgiin hizalanmis diizende desenlenmesinde kullanilan 0.1 mL sa™,

11 kV ve 10 cm kosullari kullaniimistir.
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3.1.6. Kitosan ve Polikaprolakton Yiizeylerin Karakterizasyonu

Desenlenmis ve desenlenmemis CS ve PCL membranlarin ylzey morfolojileri
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, FEI Quanta 200 FEG, USA) ile analiz
edilmigtir. Desenlerin fiziksel yapisinin (cap ve duzenlenmesi) incelenmesi
amaciyla yapilan analizlerde, Orneklerin yuzeyi altin-paladyum tabakasi ile
kaplandiktan sonra SEM goérintileri ahinmistir. SEM g¢alismalarinin sonuglarina
gbre hucre kdltur uygulamalarinda kullanilacak desenlenmis membranlarin
hazirlanmasi igin gerekli kosullar belirlenmigtir. Fiberlerin ortalama ¢aplari ImageJ
yazilimi (NIH, Bethesda, MD, USA) ile SEM goruntulerinden hesaplanmigtir.

Caplar, ortalamaztstandard sapma olarak belirtilmistir.

Fiberlerin kimyasal vyapilarinin ve kollajenin PCL vyapisina katihminin
belirlenebilmesi amaciyla, Fourier dénisimli toplam yansimasi azaltiimis
kizilétesi spektroskopisi (FTIR-ATR, Nicolet-iS10 FTIR spectrophotometer,
Thermo Scientific, MA, ABD) kullaniimistir. Spektrumlar 4 cm™ ¢dziiniirliikte, 400-
4000 cm™ dalga frekansi araliginda kaydedilmis ve Thermo Electron Corporation,

Omnic yazihimi kullanilarak analiz edilmistir.

3.1.7. Hucre Kultiir Calismalari
Bu bdlimde, desenlenmis CS ve PCL membranlar Gzerinde hlcre davraniglarinin

incelenmesi amaciyla gergeklestirilen hicre kultur ¢galismalarina yer verilmigtir.

3.1.7.1. Gahsmalarda kullanilan hiicre hatlari

Hucre kultar calismalar iki farkli morfolojiye sahip hicre turt ile yaratalmustar.
Sap Enstitiisii Hicre Kdiltiir Kolleksiyonu’'ndan (HUKUK) saglanan epitel
morfolojiye sahip Madine Darby Bovine Kidney (MDBK, HUKUK, Turkiye No:
95121801, ikilenme suresi: 22 saat) hucreleri icin %10 (v/iv) FBS ve %1 (v/v)
penisilin iceren DMEM besi ortami kullaniimistir. Fibroblastik morfolojiye sahip
MC3T3-E1 hcreleri icin (No: RCB1126 Riken Hiicre Bankasi, Japonya, ikilenme
suresi: 36 saat) ise %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin iceren o-MEM besi ortami
kullaniimistir. Hacreler 37°C’de %5 CO, igeren etlvde (Heraus Instruments,
Almanya) inkibe edilmigtir.

3.1.7.2. Kitosan ve polikaprolakton yuzeyler ile gerceklestirilen hiicre kultur
calismalari

Tez kapsaminda hazirlanan desenlenmis membranlar Parafiim kapli 24-g6zIu

Petri kaplarina yerlestirildikten sonra 15 dakika UV altinda, ardindan 1 saat sure
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ile %70 etanol igerisinde sterilizasyon islemine tabii tutulmustur. Steril membranlar
bir gece boyunca kosullandiriimis ortamda bekletilmistir. Uretildikleri Kkalttr
kaplarindan tripsinizasyon ile ayrilan hiicreler, besi ortami igerisinde 5x10* hiicre
mL™ derisiminde hazirlanmistir. Hazirlanan bu hiicre siispansiyonundan 1’er mL
alinarak steril CS membranlarin bulundugu Petrilere aktariimistir. Desenlenmemis

membranlar kontrol grubu olarak kullaniimistir.

Hiicre yapismasinin ve iiremesinin incelenmesi

Hucrelerin desenlenmis ve desenlenmemis CS ve PCL membranlara
yapismasinin incelendigi calismalarda, 2., 4., 8. ve 24. saatte membranlarin
uzerindeki hicre sUspansiyonu uzaklastiriimis ve yluzeye yapismayan hucrelerin
tripan mavisi boyama yontemi ile Neubauer hicre sayim lami kullanilarak sayimi
yapillmigtir. Elde edilen sayim degeri baslangi¢ hlcre sayisindan cikartilarak

ylzeye yapisan hicre sayisi bulunmustur.

MC3T3-E1 ve MDBK hucrelerinin membranlar Uzerindeki Ureme davraniglarinin
incelendigi calismalarda ise, hlicre Uremesi MTT analizleri ile takip edilmistir.
Deneyler Parafilm kapli 24-gozli Petri kaplarinda sterii membranlar ile
gerceklestiriimistir. Besi ortami igerisinde 5x10* hiicre mL™ derisiminde hazirlanan
hicre suspansiyonundan 1’'er mL alinarak membranlarin bulundugu Petrilere
aktariimistir. Ureme deneyleri 37°C’deki %5 CO, igeren etiivde gergeklestirilmistir.
Belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat) besi ortami uzaklastirilarak
ylizeylere 600 pL MTT gozeltisi (%10 MTT, 5 mg mL™ derisiminde) eklenmis ve
drnekler 37°C’de, 3 saat siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan, her bir
ornegin Uzerindeki ortam uzaklastirimis ve ornekler bagka bir 24 gézIu kaltur
kabina aktariimigtir. Olusan formazan kristallerini gozmek amaciyla her bir goze
CS membranlar igin 400 uL izopropanol+100 uL sodyum dodesil sulfat, PCL
membranlar igin ise 500 uL DMSO eklenmigtir. Elde edilen ¢dzelti 96-g6zIu ELISA
kabina (200 pL/g6z) aktariimis ve mikroplaka okuyucu (ASYS Hitech UVM 340
Plate Reader, Avusturya) kullanilarak 690 nm referans olmak Utzere 570 nm’de

spektrofotometrik olarak absorbans 6lgimu yapiimistir.

Hiicre morfolojisinin SEM ile analizi

Desenlenmis ve desenlenmemis CS ve PCL membran ylzeylerde hicrelerin
morfolojisini ve organizasyonunu incelemek amaciyla 2., 12. ve 24. saatlerde SEM

analizleri gerceklestiriimistir. Belirlenen surelerde membranlarin Gzerindeki besi
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ortami uzaklastirilarak DPBS ile 2 kez yikama islemi gerceklestiriimigtir. SEM
analizi oncesinde hucrelerin yuzeylere sabitlenmesi icin membranlar %2.5 GA
¢ozeltisinde 30 dakika sureyle bekletilmistir. Daha sonra membranlar dehidrasyon
islemi igin bir dizi etanol ¢Ozeltisi igerisine yerlestiriimistir. Membranlar sirasiyla
%30, %50, %70, %90 ve %96 etanol g¢ozeltilerinde 2’ser dakika bekletildikten
sonra HMDS igerisinde 5 dakika sureyle bekletiimisti. Membranlar oda
sicakhginda kurutulduktan sonra SEM analizi 6ncesinde altin-palladyum ile

kaplanmigtir.

Hiicre iskeletinin konfokal mikroskopu ile analizi

Desenlenmis ve desenlenmemis CS ve PCL membran ylzeylerde hicre iskeleti
organizasyonu konfokal mikroskobu ile degerlendirilmigtir. Hicre ekimi
sonrasindaki 12. saatte membranlarin Uzerindeki kultir ortami uzaklastiriimig,
membranlar DPBS ile yikanmis ve %2.5 GA ¢ozeltisinde hucrelerin sabitlenmesi
icin 10 dakika sureyle bekletiimistir. Membranlar, sabitleme igleminin ardindan
%0.1 Triton-X 100 ile 5 dakika streyle muamele edilerek hiicre membran
gegirgenligi arttinlmistir. Hucrelerin iskeletsel filamentdéz aktinleri (F-aktin),
BSA/PBS cozeltisi icerisinde hazirlanmis %2.5’lik (v/v) Alexa Fluor 488 Phalloidin
ile 20 dakika suUreyle muamele edilerek boyanmigtir. Ardindan hucre
cekirdeklerinin boyanmasi igin membranlar 5 dakika sureyle 200 pL propidyum
iyodur ile muamele edilmistir. Membranlar %1 BSA iceren DPBS ile yapilan
yikama isleminin ardindan Konfokal Lazer Taramali Mikroskopu (CLSM, Zeiss

LSM 510, Almanya) kullanilarak incelenmisgtir.

3.1.8. istatistiksel Analiz

Calisma sonuglari Graph-Pad Software InStat programi kullanilarak istatistiksel
acgidan degerlendirilmistir. Gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasi icin Tukey-
Kramer Multiple Comparison Test kullaniimig ve p<0.05 oldugu durum istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmigtir.

3.2. Polietilen Oksit Nanofiberler ile Titanyum Yuzeylerin Kaplanmasi ve
Hayvansal Huicre/Bakteri Kultiirleri

Tezin bu basamaginda, elektroegirme ile polietilen oksit (PEO) nanofiberlerin
uretiimesine, UV ile ¢apraz baglanmasina, ¢apraz bagl fiberler ile titanyum (Ti)
yuzeylerin kaplanmasina ve son olarak kaplanmisg yuzeylerde MC3T3-El

hacrelerinin ve Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) bakterilerinin yapisma
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ve ureme acisindan davraniglarini incelemeye yonelik deneysel c¢alismalara yer

verilmigtir.

3.2.1. Deneysel Caligmalarda Kullanilan Malzemeler

PEO fiberlerin Uretiimesinde kullanilan iki farkli molekil agirigindaki (M,,:400,000
ve 600,000 g mol*) PEO, PEO fiberlerin gapraz baglamasi amaciyla kullanilan
glutaraldehit (GA), glioksal (GO), benzofenon (Bp) ve pentaeritritol triakrilat
(PETA) capraz baglayici ajanlarn Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Ultraviyole 1sin (UV) varliginda ¢apraz baglama islemi igin 300 Watt'hk
280-420 nm arahginda 1gima yapan UV kaynagi (UV300) Osram (Almanya) ve 12
Watt'lik 366 nm dalga boyunda 1sima yapan UV kaynagi (UV12) ise GLT Gase-
und Labortechnik (Almanya) firmasindan saglanmistir. Cézlcu olarak kullanilan
diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan, dimetilformamid (DMF)
ise Merck (Almanya) firmasindan alinmistir. Capraz baglayici ¢ozeltilerinin
hazirlamasi igin kullanilan metanol Sigma-Aldrich (Almanya) ve etanol Colony
Sugar Mills Ltd. (Pakistan) firmasindan temin edilmistir. %99.98 saflikta 0.2 mm
kalinhgindaki titanyum seritler BAG-SAN Titanyum Metal (Tirkiye) firmasindan
temin edilmis ve 1 cm?lik kareler seklinde kesilmislerdir. Karsilastirma amaciyla

titanyumlarin bir kisminin ytzeyi 180 numara kagit zimpara ile purazlendirilmistir.

Hucre kultar gahgmalarinda kullanilan MC3T3-E1 fare preosteoblast hicre hatti, a-
MEM, FBS, tripsin, DPBS, MTT, izopropanol, tripan mavisi, HMDS, GA ve TCPS
Bolim 3.1.1°de belirtilen firmalardan alinmigtir. Bakteri kaltiri calismalarinda
kullanilan bakteri susu S. epidermidis (ATCC 35984-biyofilm olusturan tur) Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitlisiinden (Ankara, Turkiye), tryptic soy broth (TSB)
sivi besi yeri ise Merck (Almanya) alinmistir.

3.2.2. PEO Nanofiberlerin Uretimi ve Capraz Baglanmasi

Deneysel calismalarda kullanilmak amaciyla, istenilen ¢ap dagilimina ve
morfolojisine sahip PEO nanofiberlerin Uretimi elektroedirme yontemiyle
gerceklestirilerek uretim igin en uygun kosullar belirlenmeye caligiimistir. PEO
fiberlerin Uretimi Cizelge 3.4’de belirtilen kosullarda, CS ve PCL membranlarin
gelisiglzel desenlenmesinde kullanilan sabit toplayici Uzerinde gergeklestiriimistir.
Egirme islemi icin 10 mL ¢dzlcu bulunan behere Cizelge 3. 4’de belirtilen
oranlarda PEO ilave edilerek, elde edilen karisimin bir gece sureyle ¢déziinmesi
saglanmis ve sonrasinda oda kosullarinda fiber Gretimi gerceklestirilmigtir.
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Cizelge 3. 4. PEO nanofiberlerinin Uretimi i¢in incelenen parametreler

M, Coziici | Derisim Akis Hizi Voltaj Toplayici
(g mol™) (Wiv) (mL sa™) (kV) Mesafesi (cm)
0.25
10
8 0.5
12
400,000 1.0 15
14
Distile ] 0.3 16
Su 1.0
18
7 15
20
600,000 5 0.5 o5 10; 15; 20; 25; 30
4 10; 15

Elde edilen fiberler kultir c¢aligmalarinda kullanilacagindan sulu ortamda

¢b6zinmemesi amaciyla ¢capraz baglama deneyleri gergeklestirilmistir. Bu deneyler
i. Kimyasal yolla ve

ii. UV ile gapraz baglama

olarak iki farkli sekilde gergeklestirilmigtir.

i Kimyasal yolla capraz baglama: Bu gruptaki deneyler iki sekilde
yurGtiimastir. ik olarak, %4’lik PEO ¢ézeltisine elektroegirme dncesi her deneme
icin Cizelge 3.5'de belirtilen oranlarda ¢apraz baglayici ilave edilip, 1 saat sureyle
karanlik ortamda karistirma islemi uygulanmistir. Sonrasinda g¢apraz baglayici
iceren cozelti ile 18 kV, 15 cm ve 0.5 mL sa™ kosullarinda nanofiber Uretimi
gerceklestiriimistir. Elde edilen fiberler Cizelge 3.5’de ifade edilen farkh sicakhk
programlarina tabi tutulmuslardir. Ikinci yaklasim olarak, ayni kosullarda PEO
nanofiber uretimi gerceklestirildikten sonra, fiber orguler yine Cizelge 3.5°de
belirtilen sicaklik programinda c¢apraz baglayici ¢ozeltisinde karanlik ortamda
reaksiyona sokulmuslardir. Fiberlerin sulu ortamda hemen c¢6zinmelerinden
dolayi, ¢apraz baglayici ¢ozeltileri hem etanolde hem de metanolde hazirlanmigtir.
Reaksiyon sonrasinda kurutulan fiberler islemin basarili olup olmadigini tespit

etmek amaciyla, distile su ile muamele edilmislerdir.
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Cizelge 3. 5. PEO nanofiberlerin kimyasal yolla ¢apraz baglanmasi igin incelenen
parametreler

Capraz Capraz Baglayici Derigimi Capraz Baglama Kosullar
Baglayici (%, wiw) (Siire (sa); Sicaklik (°C))
24 sa; oda sicakhgi
3.0
GA 2 sa; oda sicakhgi/37°C/45°C
5.0 4 sa; oda sicakligi/37°C/45 °C
22 sa; oda sicakhgi/37°C/45°C
1.5 24 sa;oda sicakhgi
3.0 1.5 sa; 40°C
GO 2 sa; oda sicakhgi/37°C/45°C
8.0 4 sa; oda sicakhgi/ 37°C/45°C
22 sa; oda sicakhgi/37°C/45°C

ii. Foto capraz baglayicilar ile UV varliginda ¢apraz baglama: Capraz
baglama calismalarinda diger yontem olarak, Bp ve PETA foto ¢apraz baglayicilar
kullanilarak UV300 ve UV12 varliginda c¢apraz baglama deneyleri yapilmistir.
Oncelikle UV300 ve Bp ile galismalar gerceklestirilmistir. Uygun capraz baglayici
oraninin belirlenebilmesi igin sisme c¢alismalarinin daha kolay yapilabilmesinden
dolayl, ¢capraz baglanma iglemi ¢dzicu dokum yontemiyle Uretilen membranlarla
yapilmistir. Bu amacla, Cizelge 3.6 a’da belirtilen ¢ozucllere 100 mL i¢in 4 g PEO
ilave edilerek olusan karsimin bir gece sureyle ¢éztiinmesi saglanmistir. Céziinme
isleminin ardindan, Cizelge 3.6 a’da belirtilen oranlarda Bp ¢dzeltiye ilave edilmis
ve karanlik ortamda 1 saat daha karistiriimistir. Bp iceren ¢dzelti polistiren Petri
kaplarina dokulerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.  Kuruyan
membranlara Cizelge 3.6 a’da belirtilen reaksiyon sureleri ve UV uygulama
mesafeleri kosullarinda UV300 ile gapraz baglama iglemi uygulanmistir. islemin
basariya ulasip ulagsmadidinin belirlenmesi amaciyla o6rnekler distile su ile
muamele edilmiglerdir. Benzer c¢alismalar, Cizelge 3.6 b’de belirtilen kosullar

kullanilarak Bp iceren PEO fiberler ile de gergeklestirilmigtir.
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Cizelge 3. 6. Bp iceren orneklerin UV300 1sik kaynagi ile ¢capraz baglanabilmesi
icin incelenen parametreler. a) Membran formda ve b) Fiber formda incelenen

parametreler

Capraz Reaksiyon
(@) Baglayici Orani Siiresi ll\jlzsg?‘/gsuilz:rpn%
(%, wiw) (CEEY
Distile Su/Etanol 10 2;3;4;5;10 7
15
Membran DCM 5 40 20
Form 6
1,2;5
8
DCM/DMF 5 10 15
30/70 (viv) B 1;5;10 15
1; 5; 10; 20; 30
40; 50; 90 20
(b)
DCM/DME 5; 10 60 25
30/70 (viv) 15 4:8 20
5
60 25
10
4,8 20
Fiber DCM/DMF 10; 20 o5
Form 1 40/60 (viv) 15 20
28
70
30 35
30 3;5;10; 45 25
DCM/DMF
10 40 25
50/50 (viv)

UV ile capraz baglama deneylerinin diger basamaginda UV12 kaynagi ile 2 farkh

capraz baglayici (Bp ve PETA) varliginda islemler gergeklestiriimistir. Capraz

baglama islemleri hem membran formdaki hem de fiber formdaki yapilarla Cizelge

3.7°de belirtilen kosullarda yurutulmuastir. Membranlar ¢ézict dokim yodntemiyle

dretilmistir. PEO fiberlerin Uretimi ise elektroedirme ile gergeklestiriimistir. Bu
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amacla distile suda bir gece sureyle karigitirilarak hazirlanan %4’luk PEO’ya (w/)
egirme oncesi Cizelge 3.7’de belirtilen derisimlerde ¢apraz baglayici ilave edilip,
karanlik ortamda bir saat slreyle karistirma islemi uygulanmistir. Son asamada,
capraz baglayici iceren ¢ozeltiyle karanlik ortamda, 18 kV, 23 cm ve 0.4 mL sa™*
kosulunda elektroegirme igslemi gercgeklestiriimistir. Elde edilen fiber 6rguller bisturi
yardimiyla 1 cm?lik kareler seklinde kesilerek folyo yuzeyinden kaldiriimiglar ve
calismalarda kullanilana kadar plastik Petri kaplarinda karanlik ortamda
saklanmiglardir. UV12 varliginda c¢apraz baglanma reaksiyonu &ncesi fiber
orgulerin bir bolumu oda sicakhdinda, diger bir bolima oda sicakhgindaki vakum
altinda ve bir bagka bolumu ise 37°C’de 8 gune kadar kurumaya alinmiglardir.
Kuru membranlar ve her bir ¢apraz baglayici derisimine karsilik her bir kuruma
suresinin sonundaki fiber dérguler 4 cm mesafeden UV12 ile muamele edilmigtir.
Capraz baglanma islemi oda kosullarinda ve karanhk ortamda gercgeklestirilmigtir.
Fiziksel yapilarindaki degisimleri karsilastirmak amaciyla PETA igeren bir grup
fiber érguye de ayni kurutma programi uygulanmis fakat bu slre¢ sonunda fiber
yapilar UV12 ile muamele edilmemiglerdir.

Cizelge 3. 7. PEO membranlarin ve fiberlerin Bp ve PETA varliginda UV12 isik
kaynagi ile capraz baglanabilmesi i¢in incelenen parametreler

Capraz
Baglayici

Capraz Baglayici
Orani (%, wiw)

Uygulama Siiresi
(dakika)

Distile Su PETA 10
Membran
=5 | DCM/DMF 100 30
Bp
40/60 (v/v) 40
1.0
2.5
Distile Su PETA 5.0 15; 25; 35; 50; 90
Fiber 75
Form 10.0
10
DCM/DMF
Bp 10.0 30
40/60 (v/v)
40
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3.2.3. Capraz Bagh PEO Nanofiberler ile Sigsme Deneyleri

PEO nanofiberlerin basarili bir sekilde capraz baglanip baglanmadiklarinin
anlasilmasi ve en uygun capraz baglayicinin tespiti amaciyla sisme deneyleri
gerceklestiriimistir. En uygun kosullarin belirlenebilmesi amaciyla incelenen
parametreler Cizelge 3.8'de verilmistir. Gravimetrik tayin yontemi ile yuratulen
dinamik sisme deneyleri 37°C sicaklikta ve fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS, pH:
7.4) gerceklestiriimistir. Her bir ¢apraz baglayici derisimi i¢in her bir kurutma
suresinin (24, 72, 144, 192 sa) sonunda 4 cm mesafeden 50 dakika sureyle UV12
ile muamele edilmis ve edilmemis ornekler sisme oncesi analitik terazide (Precisa
205 A SCS; duyarlihg +0.0001 g, Isvicre) tartildiktan sonra, PBS iceren Petri
kaplarina alinarak sabit sicaklik ortaminda (NlUve ES) sisme deneyi baslatiimistir.
Uygun araliklarla ortamdan uzaklastirilan érneklerin yizey nemi alinmig ve analitik
terazide tartildiktan sonra tekrar sisme ortamina konulmustur. Belirli zaman
araliklarinda fiber jellerin agirhgindaki degisimler kaydedilmis ve % su igeridi;
baglangicta Olgulen kuru agirlikla, herhangi bir zaman degerinde sigen hidrojelin
agirhk farkindan hesaplanmistir (Esitlik 3.1). Bu islem o&rnekler denge sisme
deg@erine ulasana kadar surduralmustar. Sisme deneyleri her grup icin Uger paralel

ornek ile gerceklestirilmigtir.
% Su igerigi = [(yas agirlik — kuru agirlik) / kuru agirlik] x 100 (3.1)

Cizelge 3.8'de belirtilen her bir PETA oraninda kuruma suresi 24, 72, 144 ve 192
saat oldugunda, PBS’deki sisme suresi 10 dak, 24, 48, 72, 96 ve 120 saate kadar
degistirilmistir.

Cizelge 3. 8. PETA iceren PEO nanofiberlerin UV12 Oncesi ve sonrasinda sisme
davraniglarinin belirlendigi kosullar

PETA Orani Kuruma Siiresi PBS’de Sisme Siiresi

(%, wiw) (saat, 37°C) (saat)
1.0 - 79- 144:
24; 72; 144; 192 0.17
2.5 24; 72; 144; 192 1.0
24.0
5.0 24; 72; 144; 192 48.0
72.0
7.5 24; 72; 144; 192
96.0
10.0 24; 72; 144; 192 120.0
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3.2.4. Capraz Bagh PEO Nanofiberlerin Karakterizasyonu

Capraz bagh PEO nanofiberlerin ylizey morfolojileri ve fiziksel yapilari SEM (Zeiss
Evo 50, Aimanya) ile analiz edilmigtir. Gértntileme dncesi drneklerin ylzeyi altin
tabakasi ile kaplandiktan sonra SEM goéruntuleri alinmigtir. Bu goruntaler
degerlendirilerek hicre ve bakteri kulturu uygulamalarinda kullanilacak fiberlerin
hazirlanmasi igin gerekli kosullar belirlenmigtir. Fiberlerin ortalama ¢api Imaged
yazilimi ile SEM goéruntulerinden hesaplanmistir. Caplar, ortalamazstandard

sapma olarak belirtilmigtir.

Capraz bagdlayicinin fiber vyapisindaki varliginin belirlenmesi ve c¢apraz
baglanmanin hangi gruplar Gzerinden yurudugunun tespit edilmesi amaciyla PEO
fiberler FTIR-ATR ile analiz edilmislerdir.

3.2.5. PEO Nanofiberler ile Titanyum Yiizeylerin Kaplanmasi

Yukarida agiklanan deneysel galismalarin sonucunda gapraz baglanma o6zellikleri
acisindan optimum ozellikleri saglayan kosul belirlenerek (%10’luk (w/w) PETA
iceren %4 PEO (w/v) c¢ozeltisi, 18 kV, 23 cm ve 0.4 mL sa™), bu kosulda Ti
yuzeylerin PEO nanofiberler ile kaplanmasi gercgeklestiriimistir. Kaplama iglemi
karanlik ortamda gercgeklestiriimigtir. Kaplama isleminin ardindan 6rnekler 8 gun
sureyle 37°C’de bekletilmisler ve sonrasinda 4 cm mesafeden UV12 ile 50 dakika
boyunca muamele edilmislerdir. Daha sonra fiber kapli titanyumlar sonraki

uygulamalar icin agizlari kapali Petri kaplarinda karanlik ortamda saklanmislardir.

3.2.6. Titanyum Yuzeylerin Karakterizasyonu

PEO nandfiberler ile kaplanmis veya kaplanmamis Ti yuzeylerin morfolojileri SEM
ile analiz edilmistir. Uygun kaplama suresinin ve fiberlerin fiziksel yapisinin
incelenmesi amaciyla yapilan analizlerde orneklerin ylzeyi altin tabakasi ile

kaplandiktan sonra SEM goruntaleri alinmistir.

Fiber kaph Ti yuzeylerin topografilerinin belirlenmesi amaciyla, Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM, Vecoo Multi Mode V-AS-12) ile ylzeylerin iki ve U¢ boyutlu
goruntuleri elde edilmigtir. Tiklatma modu (tapping mode) ile yapilan analizler
sonucu, belirli boyutlardaki karesel alanlar taranarak yuzeylerin morfolojisi

belirlenmistir.

Kaplanmamis olan titanyum implantlarin ytzey purGzltlikleri pertometre (Mahr,
M2, ABD) ile dlgUimustar.
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PEO fiber kaplanmig ve kaplanmamig Ti yuzeylerin statik su temas acgi olgimleri,
Kruss DSA 100 (Almanya) marka cihaz ile gergeklestiriimistir. Su temas agisi
degerleri, oda sicakliginda, asili damla (sessile drop) yontemi [190] ile

belirlenmistir.

3.2.7. Hucre ve Bakteri Kultliri Galigmalari

Bu kisimda, PEO nanofiberlerle kapli 1 cm?lik Ti yuzeylerdeki hiucre ve bakteri
tutunabilirliginin incelenmesine yonelik calismalara deginilmistir. Bu caligsmalar
kapsaminda, hucre kalturinde yalin titanyum (Ti-y), purtzlendirilmig titanyum (Ti-
p), PEO fiber kapli Ti-y (Ti-y/PEO-f), PEO fiber kapli Ti-p (Ti-p/PEO-f) ve kontrol
grubu olarak TCPS kullaniimigtir. Bakteri kiltirinde ise Ti ve Ti-y/PEO-f ylzeyler
ile cahgilmistir.

3.2.7.1. Hicre yapigsmasinin ve liremesinin incelenmesi

Hlcre kaltirG calismalari, MC3T3-E1 fare preosteoblast hlcre hatti ile
gerceklestiriimistir. Kaltar ¢alismalarina baglamadan once, 1.5 cm ¢apinda kesilip
%96’liIk (v/iv) mutlak etanol icerisinde bekletilen Parafilm diskler, laminar akigh
kabinde (Bioair, Tip Il Laminar Akish Kabin, Italya) etanolin tamamen
uzaklasmasini saglamak amaciyla bir gin sureyle bekletiimis ve sonra 15 dk
sureyle UV 1s1ga maruz birakiimiglardir. TCPS kontrol gruplari disinda, hicrelerin
TCPS ylzeyine tutunmasini engellemek amaciyla 24-go6zIU hicre kalttr kaplarinin
her bir gézu bu Parafiim disklerle kaplanmistir. Sonraki asamada, hlcre kultlra
¢aligmalari igin analiz oncesinde arkali onlu 30 dk sureyle UV altinda bekletilerek
steril edilen érnekler, ylzeyi Parafilm ile kaplanmis steril 24-g6zIu kulttr kaplarina
yerlestiriimistir. Her bir 6rnek yuzeyine, %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin-
streptomisin iceren a-MEM ortaminda hazirlanan ve 5x10* hiicre mL™ derisimdeki
hicre sUspansiyonu eklenmistir. Kaltir kaplari %5 CO; ve %95 nemlendirilmis

hava karisimi saglayan inkibatore (Heraus Instruments, Almanya) kaldiriimistir.

MTT analizi

Orneklerin tizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin canhligi, kaltar siresince 4. saat, 24.
saat ve 48. saatlik zaman periyotlarinda MTT testi ile kantitatif olarak takip
edilmistir. MTT yontemi Bolum 3.1.7.2'de acgiklandigi sekilde gergeklestirilmistir.
SEM analizi

MC3T3-E1 hicrelerinin Ti plakalar Gzerindeki morfolojileri, 4 saatlik inklibasyon

sonunda SEM ile incelenmistir. Kltir ortaminin uzaklagtirlmasinin ardindan,
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plakalar nazikge PBS ile 3 kez yikandiktan sonra, Bolum 3.1.7.2’de agiklandigi

sekilde SEM analizi igin hazirlanmiglardir.

istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki istatistiksel anlam farkhliklari 3.1.8'de belirtilen sekilde

degerlendirilmigtir.

3.2.7.2. Bakteriyel yapigmanin incelenmesi

Yuzeyi purtzlendiriimemis Ti-y plakalar elektroegirme yontemi kullanilarak PEO
nanofiberler ile modifiye edilmis ve yuzeydeki fiberler UV12 ile c¢apraz
baglanmiglardir. Yuzeylerdeki S. epidermidis bakterilerinin tutunabilirliginin
incelenmesi amaciyla, 30 dk UV ile sterillenen ornekler 24 gozlu steril kultur

kabina yerlestirilmigtir.

121°C’de 15 dk sterillenen TSB igerisindeki ve 1x10° cfu mL™ derisimdeki bakteri
suglarindan 50 yL hacmindeki bakteri suspansiyonu ornek yuzeylerine yuzeyden
tasma yapmayacak sekilde birakilmis ve &rnekler, 37°C’'de 24 saat sireyle
inkiibasyona alinmiglardir. inkiibasyon sonunda kdiltir kabindan kaldirilan érnekler
yluzeye tutunmayan bakterilerin uzaklastirimasi amaciyla steril PBS ile 3 kez

yikanmis ve SEM ile goruntileme iglemi icin hazirlanmistir.

SEM analizi

PBS ile yikanan Ti yuzeyler %2.5 (v/v) GA ile 20 dk sureyle muamele edilerek
fiksasyon gercgeklestiriimistir. Ardindan oOrnekler, her bir derisimde 15 dk
bekletiimek Uzere artan derisimlerde hazirlanan etanol serisinden (%30, %50,
%70, %90 ve %96 (v/v)) gegcirilmisti. HDMS ile yikandiktan sonra kurutulan

ornekler altin ile kaplamanin ardindan SEM ile incelemeye alinmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA

Tezin bu bolimunde, ilk olarak hlcresel etkilesimlerde kulllanilacak nanofiberlerle
desenlenmis ve desenlenmemis polikaprolakton (PCL) ve kitosan (CS)
membranlarin Uretim ve karakterizasyonuyla ilgili sonuglar sunulmustur. En uygun
kosullarin  belirlenmesinin  ardindan, desenlenmis ve desenlenmemis
membranlardaki MC3T3-E1 ve MDBK hucrelerinin davraniglarini incelemeye
yonelik olarak gergeklestirilen deneysel ¢calismalarin sonuglarina deginilmigtir. Elde
edilen sonuglar neticesinde; nanotopografinin hlicre davranislarina olan etkisine

yonelik tartigmalar yapilmigtir.

Tezin ikinci kisminda ise, PEO nanofiber kapl Ti yuzeyler Uzerinde hucresel ve
bakteriyel davraniglarin incelenmesi hedeflenmigtir. Bu amacgla, PEO
nanofiberlerin Uretiimesine, ¢apraz baglanmasina ve karakterizasyonuna yonelik
sonuglar sunulmustur. Karakterizasyon calismalari ile en uygun kosullarin
belirlenmesinin ardindan nanofiber kaplanmis ylzeyler Gzerindeki hucresel
tutunabilirlige yonelik bulgulara deginilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda, PEO
nanofiberlerin hucresel/bakteriyel yapismaya olan etkisine yonelik tartismalar
gergeklestiriimistir.

4.1. PCL ve PCL/kollajen Nanofiber Desenli Yiizeyler ve Nanotopografi-Hiicre
Etkilesiminin Incelenmesi

Mikron-alti topografik 6zelliklerin hicre yapismasi, ¢ogalmasi, morfolojisi,
yayllmasi ve hicre iskeletinin organizasyonu gibi hlcresel davraniglara etkisi
literatiirde gosterilmistir [13]. istenen hiicresel davranislarin saglanmasi icin farkli
mimarilerdeki  topografik  Ozelliklerin  olusturulmasinda  c¢esitli  teknikler
kullaniimaktadir [13, 41]. Bu ¢alismada, ¢ok yonluligu, kullanim kolayligi ve uygun
maliyeti nedeniyle elektroegirme teknigi kitosan ve polikaprolakton yuzeylerde fiber
formda desenlerin olusturuimasi amaciyla kullaniimistir. Elde edilen desenlenmis
membranlarin karakterizasyonu inverted mikroskop (i-mikroskop), SEM, AFM ve

FTIR-ATR c¢aligsmalari ile gergeklestiriimistir.

Desenleme icin kullanilan elektroegirme tekniginin en buyuk zorluklarindan biri
fiber Uretim kosullarinin optimizasyonudur. Uygulanan voltaj, akis hizi, siringa ucu-
toplayici arasindaki mesafe, polimer derisimi ve polimer ¢ozeltisinin iletkenligi gibi
parametreler, elektroegirme teknigi ile elde edilen fiberlerin fiziksel yapisinda

onemli degisimlere neden olmaktadir. Diger bir nokta ise, fibréz matrisler
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uretilirken toplama suresi ¢ok daha uzun oldugundan, fiber toplama suresinin
sonunda gug¢ kaynaginin ve siringanin agilmasi ve kapatilmasi asamasi fiber
orgude topografik degismelere yol agmamaktadir. Fakat hedef desenleme
oldugunda ¢ok az miktarda fiber toplanacagindan, &zellikle hizalanmis dizende
fiberlerin elde edilmesinde, fiberlerin istenilen morfolojiden sapmasi desenlemeyi
etkileyecektir. Elektroegirme sisteminde, fiber Uretimi igin oncelikle ya siringa
acilp arkasindan glg¢ kaynagi acilmakta ya da tam tersi sira izlenmekte ve Taylor
konisinin olusup fiber jetin agiga ¢ikmasi ve fiberlerin kararli hale gelmesi biraz
zaman almaktadir. Bu suregte toplayici yluzeyinde istenmeyen turde fiberler ortaya
cikabilmektedir. Fiber toplama siresinin bitiminden sonra ise gig¢ kaynagi ve
siringanin kapatilmasi sonrasinda fiber jet hemen sénimlenmemekte ve bu
asamada da istenmeyen tirde fiberler ylizeye ulasabilmektedir. Bu ylzden, her iki
problemin de o6nune gecebilmek amaciyla, baglangicta jet kararli hale gelene
kadar, sonunda ise jet butinlyle sdnene kadar toplayici ile siringa arasinda
toplayici ile ¢ok yakin mesafede bir perde goérevi goérecek harici bir ylzey
kullaniimistir. Bu yuzey sisteme hizli bir sekilde dahil edilip yine hizli bir sekilde
cekilerek fiber toplama islemi gergeklestirilmistir. Ayrica yuzeyler Uzerinde
toplanan fiberlerin membran yuzeyinde kararli bir yapi olusturmasi, ylzeye

tutunarak hucre kultir ortaminda yuzeyden ayriimamasi gerekmektedir.

Fiberlerin toplanma suresi, hlicre etkilesimi icin membran ylzeyinde yeterli fiberler
aras! bosluk saglamak amaciyla, elektroegirme islemi sirasinda ayarlanmigtir.
Boylelikle hicrelerin ylzey topografisi ile mi yoksa membran yuzeyi ile mi

etkilestigini anlamak mumkuan olmustur.

4.1.1. Gapraz Bagh Kitosan Membranlarin Hazirlanmasi, Elektroegirme
Teknigi ile Desenlenmesi ve Karakterizasyon Calismalari

Kitosan, poli-[B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz] kimyasal yapisina sahip
hidroksil ve amin gruplari iceren bir polimerdir. Bu reaktif gruplar kolayca kimyasal
modifikasyona ugrayabilmekte ve kitosanin mekaniksel ve fiziksel ozellikleri ile
¢OzUnUrliGgunu degistirmektedir. CozunurliGgu inorganik ¢oziculerde dusuk olan
CS asetik asit, formik asit ve laktik asit gibi organik asitlerde ¢6zinebilmektedir,
ancak kararli kristalin yapisindan dolayi normalde pH:7’nin Uzerindeki sulu
ortamlarda ¢dzlinmezdir. Fakat seyreltik asitlerde serbest amino gruplarinin

protonlanmasi ile olusan katyonik yapisi sayesinde pH<6 ortaminda kolayca
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¢ozlinebilmektedir. Asidik ortamda NH, grubu -NHs" seklinde bulunmakta ve
ortamdaki anyonik gruplarla elektrostatik olarak etkilesime girebilmektedir. CS’nin
¢6zunarlGgu film veya fiber gibi kullanimlari agisindan da oldukga 6nemli bir
parametredir. Yapilan arastirmalar iyi bir ¢ézinurlik icin CS’nin en az % 75-80
deasetilasyon derecesine sahip olmasi gerektigini gostermistir. CS’nin molekdl
agirhgi kaynagina ve hazirlanma ydéntemine baglh olarak 1x10°-5x10° Da arasinda
degisebilmektedir [15].

CS’nin biyomalzeme olarak kullaniminin temel nedeni onun katyonik yapisi ve
cOzeltideki yuksek yuk yogunlugudur. Yuk yogunlugu kitosanin, suda ¢ozunar
anyonik polimerlerle, ¢ézinmez iyonik kompleksler olusturmasina izin verir. CS
katyonik yapisi nedeni ile baslica anyonik glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve
diger negatif yikli molekiller ile elektrostatik etkilesimde bulunabilmektedir. Bu
Ozelligi doku muhendisligi uygulamalarinda buyuk ilgi kaynagir olmustur [14].
CS’nin toksik Ozellikte olmamasi, cevreye zarar vermeden biyolojik olarak
parcalanabilir 6zellikte olmasi ve vlcut igerisinde, tamamen zararsiz Urlnlere
(amino sekeri) parcalanmasindan 6tiriG  herhangi bir yan etkisi de
bulunmamaktadir [191]. Kolay islenebilirligi nedeni ile CS membran, kaplama,
kapsul, fiber, sunger ve iskele olarak bircok formda hazirlanabilmektedir.
Literatlrde CS jellerin 5 farkli yaklasimla hazirlandidi yaklagsimlar mevcuttur. Bu
yaklagsimlar: 1. Cozicu dokim yontemi, 2. Nétralizasyon yodntemi, 3. Capraz
baglama yontemi 4. iyonotropik jellestirme ydntemi ve 5. Dondurarak kurutma

yontemi olarak siralanabilir [192].

4.1.1.1. Gapraz bagh kitosan membranlarin hazirlanmasi

Sunulan c¢alismada, CS, oOzellikleri géz 6nlne alinarak doku muhendisligi icin
yuzey modifikasyonu gergeklestirilecek malzeme olarak segilmigtir. Desenlenecek
yuzeylerin elde edilebilmesi amaciyla membran formda CS yuzeyler uUretilmistir.
Calismada kullanilan %75-85 deasetilasyon derecesine sahip kitosandan elde
edilen membranlarin Uretiminde kolay, ucuz ve tekrarlanabilirligi yuksek bir yontem
olarak ¢bzucu dokum tekniginden vyararlaniimigtir. Bu teknik, uygun
¢bzucu/¢ozucller kullanilarak hazirlananan polimer ¢ozeltisinin Petri kaplarina
dokulmesi ve ardirdan uygun ortam kosullarinda ¢ozucunun buharlagsmasiyla
membran formunda malzemelerin hazirlanmasi islemidir (Sekil 4. 1 a) [35, 193].

Kurutma islemi sonrasi NaOH ile muameleye bagl olarak kitosanin —NH*® gruplari
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—NH; gruplarina donuasturulerek kararlihgr arttinimis (Sekil 4. 1 b) ve ardindan
ECH ile OH gruplari Uzerinden gapraz baglanarak sulu ortamda ¢6zinmez hale

getirilmistir.

%2CS % 2 AA
Petrilere
1 gece dékme
kanstirma

ECH ile gapraz baglama S
(50°C, 2 saat)

kuruma sonrasl
NaOH muamelesi
distile su ile yikama distilesu ile (1 gece)

ve kurutma nétirlestirme

— T e DS
5@ =

CH:OH NHCOCH3  NaOH HO NHCOCH3
N
CH20H

CH;OH

(b) 75-85 25-15

Sekil 4. 1. a) Kitosan membranlarin Gretim semasi ve b) Kitosandaki gruplarin

NaOH ile muamelesi sonrasindaki durumu

Calismada kullanilacak ¢apraz bagli CS membranlar kiltir ortaminda bir miktar
siseceklerinden, membran ylzeylerinin sisme sirasinda deforme olmamasi, ylzey
Ozelliklerinin  degismemesi agisindan o6nemlidir. Bu bakimdan membranlar
minimum bir kalinhga sahip olmahdir ki bu kalinhk da ~ 100 pm olarak
belirlenmistir. YUz mikrometrenin altinda Uretilen membranlarin kararli bir sisme
davranisi goOstermedigi ve seklinin  bozuldugu goézlenmisti. CS membran
uretimindeki 6nemli noktalardan digeri de, cam Petri kaplari kullanildiginda
membranlarin ylizeye yapismalarindan dolayi yuzeyden kaldirilamamasidir. Bu
gibi durumlarda yiizeyin yapisabilirligini azaltici bazi ek malzemelere (Sigmacote®
gibi) ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu g¢alismada CS ¢dzeltisi cam Petriler yerine plastik
Petri kaplarina dokilmus ve ylzeyden kaldirma islemi ek isleme gerek

duyulmadan gergeklestiriimistir. Baska bir onemli nokta ise, hucre kaltur
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calismalarinda kullanilmak amaciyla hazirlanan c¢apraz bagh membranlarin
kuruma sirasindaki deformasyonu sorunudur. Kuru membranlar kati ve sert bir
yapilya sahip olduklarindan bu asamada katlanmakta ve daha sonra duzgun bir
yuzey haline getiriimeleri mimkun olamamaktadir. Bu bakimdan c¢apraz
bagladiktan sonra distile suyla ylkanan CS membranlar, yikama igleminden
hemen sonra iki yonli duz ylzeylerin (cam, fayans vs.) arasinda baskilanarak
kurutulmustur. Kurutulan membranlar agizlar kapal Petri kaplarinda deneysel
calismalarda kullaniimak amaci ile saklanmistir. Capraz bagh CS membrana ait
FTIR-ATR grafigi Sekil 4. 2'de verilmis ve elde edilen spektruma ait veriler ise
Cizelge 4.1’de degerlendirilmistir.

881
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Sekil 4. 2. Capraz bagl kitosan membrana ait FTIR-ATR spektrumu

Cizelge 4. 1. Capraz bagh kitosan membrana ait FTIR-ATR spektrum verileri ve
degerlendirmesi

Dalgaboyu (cm™) Aciklama

1640 m -C=0 gerilmesi (N-asetil grubu)
1540 s -N-H egilmesi (-NH, grubu)
1400 s -C-H egilmesi (-CH, grubu)
1150 sh -C-O-C gerilmesi (siklik eter)
1100-1000 b -C-N gerilmesi (-C- NH,)

890 m -N-H egilmesi

Kisaltmalar: s: Guglu (strong), m: Orta (medium), w: Zayif (weak), sh: Omuz (shoulder), b: Genig
(broad)
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4.1.1.2. Kitosan membranlari kitosan nanofiberler ile desenlenmesi

Kitosanin kati D-glukozamin yapisi, yuksek kristalinitesi ve hidrojen bagi olugturma
yetenedi organik c¢oziculerde c¢ozinmesini sinirlandirmaktadir. CS katyonik
yapida ve sulu gozeltilerde polielektrolit etkiye maruz kalan bir polimerdir. CS’nin
normalde birbirine dolanmig polimer sarmallari asidik ortamda polimer zincirlerinde
olugan yuklu gruplarin varligindan dolayi birbirlerini itip uzayarak ortamda daha
fazla yer kaplar ve eger ¢ozeltiye eklenmis elektrolitler yoksa bu durum ¢ozeltiyi
daha viskoz yapar (Sekil 4. 3). Bu ozellikleri elektroegirme igin uygun viskoziteye
sahip CS tabanl c¢ozeltileri elde etmeyi zorlagtirmaktadir. Ayrica elektroegirme
islemi sirasinda uygulanan elektriksel alanin etkisiyle CS yapisinda bulunan iyonik
gruplar arasinda olusan itici kuvvetler, dizenli ve devamli fiber yapilarin elde
edilmesini engellemektedir [194]. Yapilan literatlr incelemesinde, elektroegirme
teknigi ile CS fiber elde edilebilmesi i¢cin en uygun ¢ozucunun trifloroasetik asit
(TFA) oldugu sonucuna variimistir. TFA, CS yapisinda bulunan amino gruplari ile
tuz olusturarak katyonik gruplar arasindaki etkilesimi engellemekte ve gruplar

arasi itici kuvvetlerin azalmasini saglamaktadir [194-196].

(a)

Sekil 4. 3. a) Geligiguzel sarmal seklinde dolanmis polimer molekuli ve b)

Polielektrolitin ¢ozucu ortamindaki durumu

Yuratulmug olan tez kapsaminda, yapilan literatir incelemesi dogrultusunda,
Cizelge 3.1’de belirlenen tim kosullar igin elektroegirme teknigi ile CS
nanofiberlerin Uretiimesine calisiimistir. TFA igerisinde hazirlanan %Z2’lik (w/v) CS
cozeltisine 15-22 kV voltaj araliginda, 10 cm toplayici mesafesi ve 1.2 mL sa™ akis
hizinda elektroedirme islemi uygulanmis ve yodun boncuk olusumu igeren fiber
yapilar elde edilmistir (Sekil 4. 4 a). % 2.7 (w/v) CS derisimde, 20-24 kV
araliginda, 6.4 cm ve 1.2 mL sa’ kosullarinda gercgeklestirilen ¢aligmalarda bir

onceki calismaya gore boncuk olusumunda azalma kaydedilmesine ragmen
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istenilen 6zelliklere sahip fiberler elde edilememistir. Voltajin 20 kV’dan 24 kV’a
asama asama c¢ekilmesi sirasinda fiberlerdeki boncuk olusumunun azaldigi, fakat
fiberlerin fiziksel olarak bozulmaya baslayarak hem fiber kalinliklarinin ¢ok
degisken oldugu, hem de serit benzeri fiber yapilarin adirhk kazandigi gézlenmistir
(Sekil 4. 4 b-f). Bu ve benzeri sorunlar ¢alisilan tim kosullarda ortaya ¢ikmigtir.
Yapilan c¢alismalar sonucunda elektroegirme teknigi ile saf CS ¢dzeltisinden

dizgun fiber yapi elde etmek mimkin olmamistir.

Sekil 4. 4. 1.2 mL sa® akis hizinda {retilen CS fiberlerin CS membrandaki SEM
goruntuleri. (a) %2 (w/v) CS, 10 cm, 22 kV (10 KX); %2.7 (w/v) CS, 6.4 cm b) 20
kV, c) 21 kV, d) 22 kV, e) 23 kV ve f) 24 kV (1 KX, sag ust goruntiler 5 KX)
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Literatirde, saf CS c¢ozeltilerinden elektroegirme teknigi ile fiber Uretiminde
karsilagilan zorluklarin giderilmesi amaciyla, PEO veya PVA varliginda CS’nin
elektroegiriimesine yonelik c¢aligmalar bulunmaktadir. Her iki polimer de esnek
lineer zincirlere sahiptir ve ayni zamanda sulu ¢ozeltilerde kolay egrilirler. Ayrica
PEO ve PVA, CS ile hidrojen bagi yapabilmektedir [197]. CS/PEO ¢ozeltilerinde
PEO, CS makromolekullerinin oryantasyonunu ve akigini kolaylastiran bir
plastiklestirici roli oynayarak kararh polimer jetlerinin ve fiberlerin Uretilmesine izin
verir [197]. Ayrica kitosanin molekUler zincirleri arasindaki gu¢li hidrojen baglarini
azaltarak egirme iglemini kolaylagtirir. Ohkawa ve grubu [198] tarafindan yurutilen
calismalarda, PVA'nin yapiya katilmasi ile ortalama 330 nm ¢apina sahip CS/PVA
nanofiberlerin elektroedirme teknigi ile elde edilmesi mimkin olmustur. Bhattarai
ve grubu [63] tarafindan ydrutilen diger bir calismada ise, CS yapisina PEO

katiimasi ile gaplari 40 nm’ye kadar dusebilen nanofiberler Uretilmistir.

Yuratilmids olan tez kapsaminda, elde edilmesi planlanan CS nanofiberlerin
kimyasal yapisi da dnem tasimaktadir. CS membran Uzerinde CS nanofiberlerin
desenlenmesindeki amag¢, membran ile ayni kimyasal vyapiya sahip
nanodesenlerin hdcre davranigi Uzerinde etkilerini incelemektir. Fiberlerin
yapisinda CS disinda bulunacak bilesenler, hicrelerin nanofiberler Uzerindeki
davranislarini etkileyebileceginden, elektroegirme islemi sirasinda PVA ya da PEO
gibi yapilarin CS c¢o6zeltisine eklenmesinin uygun olmayacagina karar verilmistir.
Bu bakimdan, ayni amag¢ dogrultusunda, PCL nanofiberler ile desenlenmis PCL

membranlar ile galigsiimasina karar verilmistir.

4.1.1.3. Kitosan membranlarin polikaprolakton nanofiberler ile desenlenmesi
PCL 1930 yilinda Carother ve grubu [199] tarafindan sentezlenen ilk
polimerlerdendir. lyi ¢dziinebilirligi, disik erime sicakh@ (59-64 °C) ve kopolimer
uyumlulugu onu biyomedikal alanda genis ¢apl arastirma konusu yapmistir [200].
Cok cesitli polimerlerle kolaylikla kopolimerlesebilen PCL cesitli polimerik
iskelelerin yapiminda ilgi gekmektedir. PCL tlrevli iskeleler deri, sinir, karaciger,

kalp-damar gibi doku mihendisligi alanlarinda yaygin olarak kullaniimaktadir.

CS membranlar Uzerinde biyolojik tanima bdlgelerinden yoksun PCL nanofiberler
ile yapilan 2 farkli tir desenlenleme (gelisiglzel ve hizalanmis) g¢aligmalarinda,
cesitli sistem parametreleri incelenmis ve hucre kultar galismalarinda kullanilacak

gruplar belirlenmistir.
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I Kitosan membranlarin polikaprolakton nanofiberler ile gelisiguzel
diizende desenlenmesi

CS membranlara desenlenecek, istenilen 0ozellikteki fiberlerin elde edilmesi
calismalari  cogunlukla fiberlerin lameller Uzerinde toplanmasi seklinde
yuratulmastur. Elektroegirme kosullarinin optimize edilmesi amaciyla ¢ok sayida
deneme yapildigi icgin, tim kosullarin SEM ile degerlendiriimesi mimkin
olamamigtir. Bu yuzden, lamellerde toplanan fiberler i-mikroskopta incelenmis ve
daha sonra belirlenen en iyi kosullardaki fiberler membranlara toplanarak SEM ile

analiz edilmistir.

CS membranlarin PCL fiberler ile gelisigizel dizende desenlenmesi i¢in yapilan
¢calismalarda, PCL nanofiberlerin eldesi igcin oncelikle DMF/DCM (50/50, v/v)
icerisinde %12’'lik PCL (w/v) ¢ozeltisi kullaniimistir (Cizelge 3.2 a). Belirlenen
voltaj ve mesafede yapilan elektroedirme isleminin ardindan, CS membranlar
Uzerinde gelisiglizel dizende 284148 nm c¢apina sahip fiberlerden olusan desenler
elde edilmistir (Sekil 4. 5) [36]. Nanofiberlerin CS membran yluzeyinde kararl bir
yap! olusturup olusturmadigini kontrol etmek amaciyla, membranlar sirasiyla PBS
(pH:7.4) ve hicre kultir besi ortami (DMEM) icerisine alinmistir. Yapilan
mikroskopik incelemede, nanofiberlerin membran ylzeyinden siyrilarak ayrildiklari
gorulmastur. Bu durumun nanofiber eldesinde kullanilan ¢ézuciuden kaynaklandigi
sonucuna varilmigtir. DMF/DCM ¢dzucu ortami ile duzgun PCL nanofiberler elde
edilebilmesine karsin, bu ¢oziculer CS igin uygun olmadigindan, CS membran ile
fiber etkilesimi, fiberlerin ylzeye tutunmasi igin yeterli olmamaktadir. Bu sonuglar
dogrultusunda PCL nanofiberlerin eldesinde, PCL ve CS igin ortak ¢dzicu olan
HFIP’nin kullaniimasina karar verilmistir. HFIP’nin, hidroksil gruplara sahip CS ile
etkilesimini olanakh kilan gugliu hidrojen baglama 6zelliginin oldugu bilinmektedir
[201].

Gelisiglzel duzendeki fiberlerin Uretilmesi amaciyla Cizelge 3.2 a’da belirtilen
diger kosullar kullaniimistir. HFIP igerisinde hazirlanan %8’lik PCL (w/v) ¢ozeltisi
ile 12 kV voltaj degerinde, 10 cm toplayici mesafesinde ve 0.1 mL sa™ akis
hizinda yapilan caligmalarda elde edilen fiberlerin dizgin yapiya sahip
olmadiklari, sarmal yapilarin fazla oldugu, fiber yapilarda devamsizlik olustugu ve
damlacik olusumu gdzlenmistir (Sekil 4. 6 a). Akis hizi 2 mL sa’ degerine

cikarilarak yapilan elektroegirme iglemi sonrasinda ise boncuk olugumunda
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azalma meydana gelmesine karsin sarmal yapilarda duzelme gorilmemigtir (Sekil
4. 6 b). Voltaj degeri 11 kV ve 13 kV olarak degistirilerek iglem tekrarlanmig fakat
istenilen yapida fiber elde edilememistir. Bu durumun diastk PCL derisiminden
kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, fiberlerin kararsiz ve
dizensiz yapida elde edilmelerine kargin, PBS (pH: 7.4) ve hucre besi ortami
DMEM'de bekletildiklerinde CS membran yuzeyinden ayrilmadiklari gozlenmistir.
Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda PCL nanodesenlerin elde edilmesi igin

HFIP ¢cozlucusu ile devam edilmesine ve derisimin arttirilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4. 5. %12 PCL (w/v, DCM/DMF, 50/50) c¢ozeltisinden elde edilen PCL
fiberlerin SEM goruntuileri. a) 5 KX ve b) 40 KX

damlacik sarmal fiberler
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Sekil 4. 6. %8 PCL (w/v, HFIP) derisiminden farkli akis hizlarda Uretilen fiberlerin
lameldeki i-mikroskop gériintiileri (40X). 12 kV, 10 cm @) 0.1 mL sa™; b) 2 mL sa™
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HFIP icerisinde %10 PCL (w/v) derigimi ile yurutulen elektroegirme ¢alismalarinda,
siraslyla 0.6, 2.0, 4.0 ve 12.0 mL sa’ akis hizlarinda calismalar yapilmistir
(Cizelge 3.2 a). 0.6 mL sa™ akis hizinda gerceklestirilen galismalarda, uygulanan
voltaj degeri 8 kV ile 22 kV araliginda degistirilmigtir. Her bir voltaj degeri igin
toplayici mesafesi 6 cm ile 22 cm arasinda degistirilerek farkli voltaj degerlerinde
toplayici mesafesinin etkisi incelenmigtir. Elde edilen fiberlerde boncuklanma
olmadidi ve damlacik olusmadigi gézlenirken, bu akis hizinda sarmal fiber
yapilarin miktarinin arttigi goérudlmustar (Sekil 4. 7). Toplayici mesafesinin
degistirilmesinin fiber yapilarin dizgin bir sekilde elde edilmesinde olumlu bir
etkisi olmamistir. Bu sonuglar dogrultusunda akis hizinin arttinlmasina karar

verilmistir.

2 mL sa™ akis hizinda yapilan calismalarda voltaj degeri 8-22 kV araliginda,
toplayici mesafesi 6-22 cm araliginda degigstirilmistir Cizelge (3.2 b). 6-8 cm
arasindaki mesafede yapilan c¢alismalarda, fiberlerin sarmalanmis vyapilar
sergiledikleri gdézlenmis ve ayrica toplama mesafesinin yakin olmasindan dolayi
¢bzlcunun jetten uzaklasamamasi nedeniyle dizensiz fiber benzeri yapilar
olusmustur (Sekil 4. 8 a ve b). 10 cm toplayici mesafesinde ve 6-15 kV araliginda
elde edilen fiberlerde, dusuk voltajlarin Iulelenmeye yol acgtigi (Sekil 4. 8 c), 11
kV’tan itibaren dizgln fiber yapisi elde edilmesine karsin, fiber yapilardaki
devamsizhigin dizelmemesi ile birlikte kalin fiberlerin olustugu (>2um) gozlenmistir
(Sekil 4. 8 d). 15 kV’dan itibaren ise elde edilen fiberlerin tekrar bozulmaya
basladigi belirlenmistir (Sekil 4. 8 e). Toplayici mesafesinin 10-22 cm araligindaki
degerlerinde yapilan calismalarda fiberlerde ¢ozelti atmalari ve sarmal davranis
g6zlenmistir (Sekil 4. 8 f). Fiberlerde yukarida belirtilen sorunlarin giderilmesi

amaciyla 4 mL sa™ akis hizinda galisiimasina karar verilmistir.

4 mL sat akis hizinda gergeklestirilen calismalarda boncuk olusumunu, ¢ozelti
atmalarini 6nlemek ve fiber yapisinin devamliligini saglamak amaciyla, onceki
calismalarin 1s1ginda 22 kV voltaj ile galismalara baglanmistir. 20 cm toplayici
mesafesinde yapilan denemelerde fiberlerde azalan oranda kopmalar meydana
geldigi gdozlenmistir. Uygulanan voltaj degeri 20 kV’ye dusurulerek 20, 25 ve 35 cm
toplayici mesafesi ile fiberler elde edilmistir. 20 kV voltaj ve 20 cm toplayici
mesafesinde elde edilen fiberlerde, sarmalanmanin minimum dizeyde oldugu ve

boncuk olusumunun gézlenmedigi sonucuna variimistir (Sekil 4. 9 a ve b).
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Sekil 4. 7. %10 PCL (w/v, HFIP) derisiminden 0.6 mL sa™ akis hizinda (iretilen
fiberlerin lameldeki i-mikroskop goéruntileri (40X). 8 kV a) 6 cm, b) 10 cm, c) 20
cm, d) 22 cm. CS membrandaki SEM goruntuleri; 22 cm e) 18 kV (1 KX, sag ust
goruntt 10 KX) ve f) 20 kV (1 KX, sag ust goruntl 5 KX)
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Sekil 4. 8. %10 PCL (w/v, HFIP) derisiminden 2 mL sa™’ akis hizinda (retilen
fiberlerin lameldeki i-mikroskop (40X) ve SEM goruntdleri. a) 6 cm, 8 kV; b) 7 cm,
13 kV; 10 cm c) 7 kV, d) 11 kV (500X, sag ust goruntu 5 KX), e) 15 kV; f) 20 cm,
20 kV
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Elde edilen sonuglar dogrultusunda, CS membranlarin PCL fiberler ile gelisiguzel
dizende desenlenmesi igin %10 PCL (w/v, HFIP) derisimi, 4 mL sal akis hizi, 20
kV voltaj ve 20 cm toplayici mesafesi ile ¢calisiimasina karar verilmigtir. Sekil 4. 9
(a ve b)de verilen SEM goruntlleri incelendiginde elde edilen desenlerin

gelisiguzel duzenlenmis duzende fiberlerden olustugu goriimektedir. Elde edilen

fiberlerin gaplari 5504190 nm olarak hesaplanmistir.

Sekil 4. 9. %10 PCL (w/v, HFIP) derisiminden, 4 mL sa™, 20 cm ve 20 kV
kosuluyla elde edilen gelisigizel dizendeki fiberlerin CS membrandaki SEM
gorintileri, a) 1 KX, b) 2 KX; 12 mL sa™, 35 cm, 22.5 kV kosulundaki SEM ve
AFM géruntuleri c) 2 KX, d) 10 KX, e) 2-boyutlu f) 3-boyutlu
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CS membranlarin ayni kimyasal yapida fakat farkli boyutta nanofiberler ile
desenlenmesi amaciyla, %10luk PCL (w/v, HFIP) c¢dzeltisinden farkli
elektroegirme kosullarinda fiber elde edilmesi icin calismalar yapilmistir. Bu
calismalarda, daha dénce elde edilen sonuglar dogrultusunda, Bolum 4.1.1.3 i'de
belirtilen %12’lik PCL ¢ozeltisinden nanofiber eldesi i¢in uygulanan kosul
kullanilmistir. 22.5 kV voltaj degerinde, 35 cm toplayici mesafesinde ve 12 mL sa™
akis hizinda yapilan desenlenleme calismasinda, CS membranlar Uzerinde
20565 nm fiber capina sahip gelisigizel duzende PCL nanodesenler elde
edilmistir (Sekil 4. 9 c-f).

ii. Kitosan membranlarin polikaprolakton nanofiberler ile hizalanmig
dizende desenlenmesi

CS membran ylzeylerde farkli desen &zelliklerinin hiicre davranislarina olan
etkisini incelemek amaciyla hizalanmis fiberlerin Uretimine yonelik optimizasyon
calismalari yapilmistir. Hizalanmig dizende fiberlerin elde edilebilmesi icin farkh
turlerde toplayicilar kullaniimaktadir (Sekil 4. 10, [202]). Bu ¢alismada, Uzerinde
hizalanmis yapiya sahip nanodesenlerin elde edilmesi amaciyla, PCL fiberler
orneklere uygunlugu acisindan tekerlek tipi doner toplayiciya sabitlenmis CS

membranlar Gzerine toplanmistir (Sekil 4. 10. a).

Sekil 4. 10. Hizalanmig dizendeki fiberlerin tretiimesinde kullanilan toplayicilara
ornekler. a) Tekerlek tipi, b) Silindirik, c) Parallel 1zgaral déner toplayici ve d)

Paralel elektrodlu toplayici
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%10’luk derisime sahip PCL ¢ozeltisinden 0.1 mL sa™’ ile 2.0 mL sa™® arasinda
degisen akis hizlarinda, 11-18 kV araligindaki voltaj degerlerinde ve 10-20 cm
arasindaki toplayici mesafelerinde elektroegirme ile fiberler elde edilmistir (Cizelge
3.2. b). 2,000 ve 2,400 rpm toplayici donus hizlari karsilastirildiginda, toplanan

fiberlerin en iyi 2,400 rpm’de hizalandigi belirlenerek calismalar bu hizda

surdurulmastur (Sekil 4. 11 d ve e).

Sekil 4. 11. %10 PCL (w/v, HFIP)den duretilen hizalanmis dizendeki fiberlerin
lameldeki i-mikroskop (40X) ve CS membrandaki SEM gériintiileri. 2 mL sa™, 18
kV a) 20 cm, b) 18 cm; c) 15 kV, 12 cm; 11 kV, 10 cm d) 2,400 rpm, €) 2,000 rpm;
1.5 mL sa f) 18 kV, 18 cm (2,400 rpm, sag Ust goriintiiler 1 KX)

2 mL sa® akis hizinda, 18 kV voltajda, 20 cm mesafede yapilan galismalarda
mikrometre boyutunda hizalanmamis fiberler elde edilmigtir (Sekil 4. 11 a).
Toplayici mesafesi 18 cm’ye dusuruldigunde hizalanmis duzende fiberlerde artis
olmasina karsin fiberlerin istenilen dizeyde olmadidi gézlenmistir (Sekil 4. 11 b).
15 kV ve 12 cm mesafede elde edilen fiberlerde hizalanmanin daha da duzgun
oldugu fakat fiberlerin yine kalin oldugu belirlenmigtir (Sekil 4. 11 c). Voltaj 11
kV’'ye ve mesafe 10 cm’ye dusuruldigu zaman bu akis hizinda en iyi hizalanma

elde edilmesine ragmen fiberlerdeki ¢ap sorununun halen devam ettigi
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gozlenmistir (4. 11 d). 2 mL sa™’ akis hizinda mesafenin ve uygulanan voltajin
azalmasi fiberlerin hizalanmasini iyilestirirken, istenilen boyutta fiber Uretimi
saglanamamigtir. Bu bakimdan akis hizinin dusurulmesine karar verilmigtir. 1.5
mL sa™ akis hizinda, 18 kV ve 18 cm toplayici mesafesinde fiberlerin hizalanmasi
istenilen dizeyde olmamakla birlikte, fiberlerin inceldigi saptanmigstir (Sekil 4. 11 f).

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda akis hizinin digurilmesine karar verilmistir.

Akis hizi 0.1 mL sa™ degerine disurildigiinde, 11 kV voltaj ve 10 cm toplayici
mesafesi ile gergeklestirilen calismalarda, CS membran uzerinde 385+62 nm
capinda dogrusal dizende hizalanmis nanofiberlerden olusan istenilen 6zellikte
desenler elde edilmistir (Sekil 4. 12 a-e). Elde edilen bu sonug¢ dogrultusunda, CS
membranlarin hizalanmig dogrusal duzende PCL nanofiberler ile desenlenmesi

galismalarinda, 0.1 mL sa™ akis hizi, 11 kV voltaj, 10 cm mesafe ve 2,400 rpm

toplayici donus hizi kosulunun kullaniimasina karar verilmistir.

Sekil 4. 12. %10 PCL (w/v, HFIP), 0.1 mL sa®, 11 kV, 10 cm (2,400 rpm)
kosulundan elde edilen hizalanmis duzendeki fiberlerin lameldeki i-mikroskop ve
CS membrandaki SEM ve AFM goruntuleri. a) 40X, b) 1 KX, ¢) 5 KX; d) 2-boyutlu

ve e) 3-boyutlu
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4.1.1.4. Kitosan membranlarin polikaprolakton/kollajen nanofiberler ile
desenlenmesi

Kitosan membranlar Uzerinde farkli kimyasal yapiya sahip nanodesenlerin elde
edilmesi amaciyla, PCL ile dogal bir polimer olan ve hicre yapismasini
destekledigi bilinen Tip | kollajen (Col) kullanilarak kompozit yapiya sahip

nanofiberler Uretilmistir.

Kitosan membranlarin polikaprolakton/kollajen nanofiberler ile gelisiglizel
diizende desenlenmesi

Kitosan membranlar Uzerinde geligsiguzel duzende PCL/Col nanofiberlerin elde
edilmesi amaciyla HFIP icerisinde %8’lik (w/v, %5.5 PCL, %2.5 Col igeren)
PCL/Col ¢ozeltisi hazirlanarak Cizelge 3. 3’'de belirtilen kosullarda fiber UGretimi
gerceklestiriimistir. Literaturden edilen bilgilerin 1s1ginda 20 kV voltaj degerinde, 20
cm toplayici mesafesinde ve 0.5 mL sa® akis hizinda gerceklestirilen
elektroegirme islemi sonrasinda CS membranlarda toplanan fiberlerin yer yer
sarmal yapida oldugu ve damlaciklar icerdigi goriilmistir (4. 13 a). 0.75 mL sa™,
12 kV ve 13 cm kosullarinda elde edilen fiberlerde damlacik olusumu azalmakla
beraber sarmal fiberler varligini surdirmustar (Sekil 4. 13 b). Mesafe sabit
tutularak 2 mL sa’ akis hizina gikildiginda, 15 kV voltajda sarmal fiberlerin
olusmaya devam ettigi fakat fiberlerin kalin olmakla birlikte benzer kalinliga sahip
olduklari belirlenmistir (Sekil 4. 13 c). Uygulanan akis hizi 3 mL sa™® degerine
cikarildiginda sarmal yapilarin azaldigi, fakat elde edilen fiberlerin ¢aplarinda artis
oldugu go6zlenmisg, uygulanan voltajin arttirlmasina karar verilmigtir (Sekil 4. 13 d).
Voltaj 20 kV’ye yiikseltildiginde, 3 mL sa® akis hizi ve 10 cm toplayici
mesafesinde elde edilen fiberlerin istenilen dizeyde gelisiglizel dizende yapiya
sahip olduklari ve fiber ¢ap dagiiminin dar bir aralikta oldugu gorulmustar.

Nanofiberlerin ¢api 480+20 nm olarak hesaplanmistir (Sekil 4. 13 e ve f).

Elde edilen bu sonuclar dogrultusunda, CS membranlarin PCL/Col ile gelisigizel
diizende desenlenmesi icin 20 kV voltaj, 10 cm toplayici mesafesi, 3 mL sa™ akis

hizi kosulunun uygun olduguna karar verilmigtir.

PCL ve PCL/Col nanofiberlerin ylzey karakterizasyonlari, FTIR-ATR
spektrofotometresi kullanilarak gergeklestirilmistir. Sekil 4. 14°de verilen, PCL ve
PCL/Col nanofiberlere ait FTIR-ATR spektrumunda goruldugu gibi; simetrik CH>

gerilmesine bagli 2866 cm™, asimetrik CH, gerilmesine bagl 2943 cm™, C=0
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gerilmesine bagli 1721 cm™, C-C ile C-O gerilmesine bagh 1294 cm™ ve asimetrik
C-O-C gerilmesine bagdli 1239 cm™ dalga boylarindaki pikler PCL'in karakteristik
pikleri olarak tanimlanmaktadir. PCL/Col fiber icerisinde, kollajen proteininin
varhgini kanitlayan karakteristik pikler ise; yine Sekil 4. 14’deki spektrumda
gorulen Amid-l ve Amid-Il baglarinda meydana gelen gerilme nedeniyle ortaya
gikan ve sirasiyla 1627 cm™ ile 1540 cm™ dalga boylarinda konumlanan piklerdir.
Sonug olarak; PCL ve PCL/Col spektrumlari karsilastirildiginda kollajenin basarili
bir sekilde PCL yapisina katildigi spektrumda beliren Amid-I ve Amid-Il piklerinden

net bir sekilde anlagiimaktadir.

Sekil 4. 13. %8 PCL/Col (w/v, HFIP)’den uretilen gelisigizel dizendeki fiberlerin
lameldeki i-mikroskop (40X) ve CS membrandaki SEM goéruntuleri. a) 0.5 mL sa’
120 cm, 20 kV; b) 0.75 mL sa?, 13 cm, 12 kV; ¢) 2 mL sa*, 13 cm, 15 kV; d) 3 mL
sat, 13 cm, 15 kV; 3mL sa™, 10 cm, 20 kV e) 2 KX ve ) 5 KX
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Sekil 4. 14. PCL ve PCL/Col fiberlere ait FTIR-ATR spektrumu

Kitosan membranlarin hizalanmis diizende polikaprolakton/kollajen
nanofiberler ile desenlenmesi

Kitosan membranlar tzerinde hizalanmis dizende PCL/Col nanofiber desenlerin
elde edilmesi amaciyla, fiberler 2,400 rom hizinda doénen tekerlek tipi toplayici
Uzerine sabitlenmis CS membranlar Gzerine toplanmistir. %8’lik derisime sahip
¢cOzeltiden hizalanmis duzende nanofiberlerin elde edilmesi icin gerekli deneysel
calismalar gerceklestiriimistir (Cizelge 3. 3 b). Gelisiglizel dizendeki PCL/Col
fiberlerin Uretiminde kullanilan 15 kV, 13 cm, 3 mL sa® Uretim kosulunda
hizalanma istenilen dizeyde olmamakla beraber damlacik olusumu
goézlenmemistir (Sekil 4. 15 a). 20 kV, 20 cm, 0.5 mL sa™ kosulunda ise
hizalanmada dizelme gdézlenmis, fakat fiberlerin istenilen dizeyden daha kalin
olduklari goézlenmistir (Sekil 4. 15 b). Toplayici turinin degismesi ile ayni
kosullarda toplanan geligiguzel fiberlere gore hizalanmig fiberlerde bir iyilesme
g6zlenmistir. Bu dlizelmenin, fiberlerin donen toplayicida toplanmasi sirasinda
toplayicinin kendisine ulasan fiberleri gererek, hem fiberlerde ¢apin azalmasina
hem de sarmal yapilari engellemisine yol agarak saglanabildigi yorumu yapilabilir.
Uygun capa sahip fiberlerin Uretilebilmesi amaciyla akis hizi azaltilarak bolim
3.1.3.2’de agiklanan PCL nanofiberler i¢in elde edilen kosullar dogrultusunda, 11
kV, 10 cm, 0.1 mL sa™ kosullarinda egirme islemi yapilarak istenilen diizeyde
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nanofiber Uretimi gerceklestiriimigtir. Bu kosullar altinda elde edilen nanofiberlerin

¢apl 276+105 nm olarak hesaplanmistir (Sekil 4. 15 ¢ ve d).
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Sekil 4. 15. %8 PCL/Col (w/v, HFIP) ¢ozeltisinden Uretilen hizalanmig dizendeki
fiberlerin lameldeki i-mikroskop ve CS membrandaki SEM goéruntuleri ( 2,400 rpm).
a) 3 mL sa®, 13 cm, 15 kV (40X); b) 0.5 mL sa*, 20 cm, 20 kV (40X); 0.1 mL sa*
10 cm, 11 kV c) 40X, d) 1 KX (sag ust goruntu 5 KX)

4.1.2. Polikaprolakton Membranlarin Hazirlanmasi, Elektroegirme ile
Desenlenmesi ve Desenlenmis Ylizeylerin Karakterizasyonu

Membran yuzeyi ile ayni kimyasal yapiya sahip nanofiberlerden olusan desenlerin
hicresel davraniglara etkisini incelemek amaci ile PCL membranlar hazirlanmis ve
membranlara PCL nanofiber ile gelisigizel ve hizalanmis dizende desenleme

caligmalar yapilmigtir.
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4.1.2.1. Polikaprolakton membranlarin hazirlanmasi

Desenlenecek vyuzeylerin elde edilebilmesi amaciyla membran formda PCL
yuzeylerin (kalinlik: ~ 60 um) Uretimi gerceklestiriimistir. Bu amagla, kullanilacak
membranlarin  dretiminde CS membranlarda oldugu gibi ¢6zicu dokum
tekniginden yararlaniimigtir. PCL membranlarin CS membranlar gibi yuzeye
yapisma sorunu olmadigindan membranlar cam Petrilere dokllerek elde edilmigtir.
CS membranlardan farkli olarak, PCL membranlarin Petri ile temas eden ylzeyleri
havaya bakan vyuzeylerinden farkli bir morfolojiye sahip oldugundan PCL
membranlarin desenlenecek yuzeyi dnem arz etmektedir. Membranlarin Petri
kaplari ile temas etmeyen (havaya bakan) yuzeyleri 6bek dbek ve dbekler arasi
bosluklar icerirken (Sekil 4. 16 a), Petri ile temas eden ylzeyi diz formda
kalmaktadir (Sekil 4. 16 b). Bu bakimdan hucrelerin fiber desenler disindaki

unsurlardan etkilenmesini minimuma indirmek amaciyla PCL yuzeylerin Petri ile

temas eden yonleri desenlenecek bolge olarak segilmistir.

Sekil 4. 16. PCL membranlara ait SEM goérUntileri. a) Membranin havaya bakan
yuzu ve b) Membranin Petri’'ye bakan yizi (2 KX)

4.1.2.2. Polikaprolakton membranlarin polikaprolakton nanofiberler ile
desenlenmesi

Hucre kultir galismalarinda hem PCL ile desenlenmis CS yuzeylerle membran

kimyasinin etkisini karsilastirmak hem de desenlenmenin turinin etkisini
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incelemek amaciyla PCL membranlar PCL nanofiberler ile gelisigizel ve
hizalanmis dizende desenlenmiglerdir. Desenlenmis yuzeylerin karakterizasyonu

SEM ile gergeklestirilmistir.

I Polikaprolakton = membranlarin polikaprolakton nanofiberler ile
gelisiglizel dizende desenlenmesi

PCL membranlarin PCL nanofiberler ile gelisiguzel duzende desenlenmesi igin
yapilan ¢alismalarda, membran kimyasinin etkisini incelemek amaciyla geligsiguzel
desenlenmis PCL membranlardaki nanofiber desenlerin CS membrandakilerle
benzer olmasi gerekmektedir. Bu bakimdan HFIP igerisinde %10’luk PCL (w/v)
cozeltisinden CS membranlarin desenlenmesinde kullanilan 12 mL sa™, 22.5 kV
ve 35 cm kosullar ile desenleme gerceklestiriimistir (Sekil 4. 17). Desenleme

calismalarinda elde edilen nanofiberlerin ¢aplari SEM gértntilerinden 211+£70 nm

olarak hesaplanmistir.

Sekil 4. 17. %10 PCL (w/v, HFIP), 12 mL sa™, 35 cm ve 22.5 kV kosulunda PCL
membranlara gelisigizel dizende desenlenmis nanofiberlerin SEM goruntileri. a)
5 KX ve b) 10 KX

ii. Polikaprolakton membranlarin polikaprolakton nanofiberler ile
hizalanmis diizende desenlenmesi
PCL membranlardaki nanofiberlerin farkh desen o&zelliklerinin karsilastiriimasi

amaciyla hizalanmig dizende fiberler ile PCL membranlara desenleme yapilmistir.
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Bu amagla CS membranlarin hizalanmig fiberler ile desenlenmesinde kullanilan
%10’luk PCL (w/v, HFIP) gdzeltisinden 0.1 mL sa™ akis hizi, 10 cm toplayici
mesafesi, 11 kV voltaj ve 2,400 rpm toplayici dénlis hizi kosullarinda uretilmis

nanofiberler PCL ylUzeylere desenlenmistir. Elde edilen SEM gorintilerinden

nanofiberlerin ¢ap1 228+43 nm olarak bulunmustur (Sekil 4. 18).

Sekil 4. 18. %10 PCL (w/v, HFIP), 0.1 mL sa™, 10 cm, 11 kV kosulunda PCL
membrana desenlenmis hizalanmis dizendeki nanofiberlerin SEM goéruntuleri. a)
2 KX ve b) 10 KX

Elde edilen sonuglar dogrultusunda hucre kultur ¢alismalari, PCL ve PCL/Col
nanofiberler ile gelisigiizel ve hizalanmis dizende desenlenmis CS membranlar ve
PCL nanofiberler ile gelisigizel ve hizalanmis dizende desenlenmis PCL
membranlar ile gergeklestirilmistir. Hlcre kaltir ¢alismalarinda kullanilacak olan
gelisiglzel duzende desenlenmis (PCL-G1, PCL-G2 ve PCL/Col-G) ve hizalanmig
dizende (PCL-H ve PCL/Col-H) desenlenmis membranlara ait Gretim kosullari ve
elde edilen fiber ¢aplar Cizelge 4.2’de, bu membranlara ait SEM goruntileri ise
Sekil 4. 19°'da toplu bir sekilde verilmigtir. Calismalarda kullanilacak 6rnekler
Cizelge 4.3'de belirtilen sekilde kisaltilarak kodlanmigtir. Gelisiguzel desenlenmis
fiberler arasindaki bosluk alani 145+62 pm? ve hizalanmis fiberler arasindaki
mesafe 1515 um olarak hesaplanmistir. Membranlardaki bos alanlar hicrelerin

membran yuzeyi ile ilk etkilesimleri icin yeterlidir.
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Cizelge 4. 2. Cizelge 4. 2. Capraz bagh CS ve PCL membranlar Uzerine
desenlenmis PCL ve PCL/Col nanofiberlerin Uretim kogullari ve ¢cap degerleri

Membran  Desenlemis Derisim  Voltaj Toplayict  Akis Hizi  Toplayici Fiber
Taru Fiber Turd* (% wiv) (kV) Mesafesi  (mL sa™) Doénis Capi
cm Hizi (rpm nm
PCL-G1 225 35.0 12.0 - 205+65
10.0
PCL-G2 20.0 20.0 4.0 - 550+190
CS PCL/Col-G™~ 8.0 20.0 3.0 - 480+20
PCL-H 10.0 11.0 10.0 0.1 385162
2,400
PCL/Col-H~ 8.0 11.0 0.1 2764105
PCL-G1 22.5 35.0 12.0 - 211+70
PCL 10.0
PCL-H 11.0 10.0 0.1 2,400 228+43

*PCL-G1, PCL-G2, PCL/Col-G: gelisiglizel dizendeki nanofiberler. PCL-H, PCL/Col-H:hizalanmis
diizendeki nanofiberler.** PCL/Col: 55/25 (w/w)

Cizelge 4. 3. Calismalarda kullanilacak drnekler ve kisaltmalari

Kodlama Aciklama

CSm CS membran

PCLmM PCL membran

PCL-G1 Geligiguizel duzendeki PCL nanofiberler
PCL-G2 Geligigtizel duzendeki PCL nanofiberler
PCL/Col-G Gelisiguzel dizendeki PCL/Col nanofiberler
PCL-H Hizalanmig diizendeki PCL nanofiberler
PCL/Col-H Hizalanmis diizendeki PCL/Col nanofiberler
CSm:PCL-G1 PCL-G1 ile desenlenmis CS membran
CSm:PCL-G2 PCL-G2 ile desenlenmis CS membran

CSm:PCL/Col-G

PCL/Col-G ile desenlenmis CS membran

PCLm:PCL-G1 PCL-G1 ile desenlenmis PCL membran
CSm:PCL-H PCL-H ile desenlenmis CS membran
PCLm:PCL-H PCL-H ile desenlenmis PCL membran

CSm:PCL/Col-H

PCL/Col-H ile desenlenmis CS membran
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20pum i 20 um

Sekil 4. 19. Desenlenmis ve desenlenmemis CS ve PCL membranlara ait SEM
goruntileri. a) CSm:PCL-G1, b) CSm:PCL-G2, ¢c) CSm:PCL-H, d) CSm:PCL/Col-
G, e) CSm:PCL/Col-H, f) CS membran, g) PCLm:PCL-G1, h) PCLm:PCL-H, i)

PCL membran

4.1.3. Hiicre Kiltur Calismalari

Sunulan tez ¢alismasinda elektroegirme teknidi ile desenlemis ve desenlenmemis
CS ve PCL membranlar uzerinde hucre davraniglarinin incelenmesi amaciyla in
vitro kosullarda hucre kiltir ¢caligmalari gergeklestiriimistir. MC3T3-E1 ve MDBK
hdcrelerinin kullanildigi calismalarda membran yuzeylere olan hiicre yapismasi ve
uremesi incelenmistir. Hicrelerin morfolojik yapisi SEM ve konfokal mikroskobu
analizleri ile belirlenmistir. PCL nanofiberler ile gelisiglizel ve hizalanmis dizende
desenlenen CS ve PCL ylUzeylerde membran kimyasinin hicresel davranislara

olan etkisi nanofiberlerin yonelimi de hesaba katilarak incelenmistir. Ayni zamanda
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CS membranlardaki farkli desen ozelliklerinin hicresel davraniglara olan etkisi

fiber caplarina ve fiberlerin kimyasal bilesimine bagli olarak arastiriimigtir.

Fibroblastik morfolojiye sahip MC3T3-E1 ve epitel morfolojiye sahip MDBK
hacrelerinin (Sekil 4. 20) desenlenmis ve desenlenmemis CS membranlara
yapismasinin ve uremesinin incelendigi calismalar 96 saatlik kaltir boyunca
Bolum 3.1.7.2°de agiklanan yontemler kullanilarak gergeklestiriimigtir. MTT
deneylerinden elde edilen sonuglar Sekil 4. 21’de verilmigtir. 24 saatlik kultar
sonunda MC3T3-E1 hucrelerinin tamaminin tim membran ylzeylere yapistigi
gorulmustar. Sekil 4. 21 a incelendiginde desenlenmis tum membranlarin MC3T3-
E1 hicre Uremesini destekledigi, 96 saat sonunda minimum mitokondriyal

aktivitenin ise CSm:PCL-G2 ylizeylerde gergeklestigi gorilmektedir.
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Sekil 4. 20. Kristal viyole ile boyanmis MC3T3-E1 ve MDBK hicrelerinin
i-mikroskop goérunttleri (40X)

MDBK hacre kalturinde de tium membranlarin kultir suresi boyunca hicre
uremesini destekledigi gorulmastur (Sekil 4. 21 b). MDBK hucrelerinin dreme hizi
(ikilenme suresi: 22 saat) MC3T3-E1 hucrelerine (ikilenme slresi: 36 saat) gore
daha yuksek oldugundan, MTT deneylerinde MDBK hucreleri icin elde edilen
absorbans degerlerinin daha yuksek oldugu gortulmustir. MDBK hucrelerinin 48
saatlik kultiri sonunda en dusuk mitokondriyal aktivitenin desenlenmemis CS
membranlar Uzerinde gergeklestigi sonucuna variimistir. SEM calismalarindan
elde edilen sonuglara paralel olarak, CSm:PCL-G2 membranlar Uzerindeki
mitondriyal aktivitenin CS membranlardaki aktiviteye oranla daha yuksek olmasi,
MDBK hucrelerinin  ilk 48 saat iginde nanotopografiden etkilendigini
gOstermektedir. Bununla birlikte, 96 saatlik kultir sonunda hucre Uremesinin

membranlara gore farklilik géstermedigi sonucuna variimigtir.
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MTT calismalarindan elde edilen veriler 1s1ginda, desenlenmis fiberlerin varhgi
cogalma davranisindan 6te hucresel morfolojiyi etkileyen, hicre kulturu surecinin
baslangicinda (yapisma suresi 12 saate kadar) etkili olmustur. Bu bakimdan 12
saatlik hucre kultur galismalarinin sonuglari iki bakis agisiyla degerlendirilmigtir: 1.
Membran kimyasinin (CS veya PCL) etkisi ve 2. CS membrandaki farkli desen

Ozelliklerinin (fiberlerin kimyasal bilesimi ve ¢aplari) etkisi.

08
07 . a)MC3T3-E1 f 'E‘! !i |
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inkiibasyon Siiresi (saat)
CSm:PCL-G1 HCSm:PCL-G2 WMCSm:PCL/Col-G W CSm:PCL-H B CSm:PCL/Col-H BCSm

Sekil 4. 21. Desenlenmis ve desenlenmemis CS membranlardaki a) MC3T3-E1 ve
b) MDBK hucrelerinin 24., 48., ve 96. saatte MTT ile degerlendirilen mitokondriyal
aktiviteleri (% %% p<0.001, %% p<0.01)

4.1.3.1. Membran kimyasinin etkisi

Membran kimyasinin etkisini incelemek igin, MC3T3-E1 ve MDBK hcrelerinin
morfolojileri  elektroegrilmis PCL nanofiberlerle desenlenen CS ve PCL
membranlarda gozlemlenmigtir (Sekil 4.22 ve Sekil 4.23).
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CSm:PCL-G1 ; A

Sekil 4. 22. Desenlenmis ve desenlenmemis CS ve PCL membranlardaki MC3T3-
E1 hicrelerinin 2 (a, b, e, f, i ve j) ve 12 (c, d, g, h, k ve |) saatlik hicre
kiltarindeki SEM goruntuleri. (a ve ¢) CSm:PCL-G1, (b ve d) PCLm:PCL-G1, (e
ve g) CSm:PCL-H, (f ve h) PCLm:PCL-H, (i ve k) CS membran ve (j ve |) PCL

membran yuzeylerindeki hicreler

PCL-G1 ile gelisigizel desenlenmis CS ve PCL membranlardaki MC3T3-E1
hicreleri 12 saatlik kultar sirecinde karsilastiriimislardir. Hiicreler desenlenmis CS
memranlara kilture edildiklerinde, 2 saatin sonunda PCL-G1 fiberlerle temasa
gecme egilimi sergilemiglerdir (Sekil 4.22 a). Ote yandan hiicreler PCL
membranlara desenlenmis PCL-G1 fiberleri tanimamis ve fiberlerle o6zel bir
etkilesim sergilememiglerdir (Sekil 4.22 b). Kiltur suresi 12 saate c¢iktiginda,
CSm:PCL-G1 ylzeylerdeki MC3T3-E1 hicrelerinin yayilirken fiberlerle temasini
kaybederek duzlemsel bir yapida tum CS membran Uzerinde yayildiklar
gorulmustir (Sekil 4.22 c). Benzer davranis desenlenmis PCL yuzeylerde de
g6zlenmigstir (Sekil 4.22 d). Hucreler yayllmaya basladiklarinda topografi etkili
olmamig, fakat desenlenmis CS membranlarda, desenlenmis PCL
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membranlardaki hicrelere gore daha genis yayillma alani sergilemiglerdir. Desen
yonelimi hizalanmig topografiye donugtugunde, hicre yonelimine fiberlerin etkisi
desenlenmis hem CS hem de PCL membranlarda ¢ok daha ayirtedilebilir olmustur
(Sekil 4.22 e-h). MC3T3-E1 hicreleri alttaki membran kimyasina bakmaksizin fiber
topografisine 6zel ilgi gostermis, hucre kultrinin baglangicindan itibaren fiber
yonelimini takip etme egiliminde olmuslardir (Sekil 4.22 e ve f)). Kultlr suresi 12
saate ¢iktiginda fiberlerdeki hizalanmig yonelim her iki desenlenmis membrandaki
hicre morfolojisini kontrol etmeyi stirdurmustir. Hicreler farkli kimyasal yapidaki
membranlari Gnemsemeksizin fiberler Gzerinde kalmayi segerek fiber yonunu takip
etmiglerdir (Sekil 4.22 g ve h). Nanodesenlerin fiziksel yapisinin degistigi,
hizalanmis dlizendeki fiberler ile desenlenmis membranlarda, MC3T3-E1
hicrelerinin gubuk benzeri bir morfolojiye sahip olduklari gérilmustir Yulzeye
tutunan ve yayilan hucrelerin, hizalanmis fiberleri takip etmeleri sonucu uzadiklari
ve morfolojideki bu degisime bagh olarak ylzeye yayilan hicre alaninin azaldigi
gozlemlenmistir. Desenlenmemis membranlardaki hucreler kendi orijinal
morfolojilerini surdirerek dizenli olmayan bir bicimde membran ylzeylerine

yapismis ve yayillmiglardir (Sekil 4.22 i-l).

Epitel morfolojideki MDBK hucreleri, 2 saatlik kultir surecinde, CS membranlara
desenlenmis fiberlere MC3T3-E1 hlcrelerine gbre daha tepkisiz kalmiglardir.
CSm:PCL-G1 ylzeylerde hucre-fiber temasinin olmadigi ve buna bagh olarak
hiacre morfolojilerinin  degismedigi gorulmastur (Sekil 4.23 a). Diger taraftan
membran PCL oldugunda hucreler PCL fiberlere yapismayi tercih etmislerdir
(Sekil 4.23 b). Topografinin taninmasi desenlenmis PCL membranlarda daha
belirgin olmustur. Bununla birlikte, 12 saatlik kultur sonunda, hucrelerin kare
benzeri koseli epitel morfolojilerinin  CSm:PCL-G1 Uzerindeki nanofiberlerden
etkilendigi, yayllmakta olan hicre morfolojisinin nanofiber oryantasyonu yonunde
degistigi gorulmustur (Sekil 4.23 c). Topografi hicre yayilmasini yonlendirmede
etkili olmustur. Desenlenmis PCL membranlara kulttre edilen hicreler 12 saatin
sonunda PCL-G1 desenlere olan egilimini kaybetmiglerdir (Sekil 4.23 d).
Gelisiglzel dizende desenlenmis PCL membranlara, fiberlerle temas isareti
gOstermeksizin yayillmaya galismiglardir. Hizalanmis dizende desenlenmis CS ve
PCL membranlardaki MDBK hucreleri kultirin baslangicinda fiberlerin varligina
ilgi gostermislerdir. Sekil 4.23 (e ve f) incelendiginde, MDBK hicrelerinin
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hizalanmig dizendeki PCL nanodesenlere olan ilgisi acgikga gorilmektedir.
Hucreler, kultar baslangicinda kare benzeri koseli yapilarini korumakla birlikte,
yayllmaya basladiklarinda yalnizca fiberler dogrultusunda hareket ederek orijinal
morfolojilerini tamamen degistirmiglerdir (Sekil 4.23 g ve h). Membran kimyasinin
farkhligi hicresel davranig igin 6nemli olmamistir. Desenlenmemis CS ve PCL
membranlardaki tipik epitel morfoloji Sekil 4.22 (i ve j)de gdsterilmigtir. Kultir
suresi 12 saate ¢iktiginda hicreler membranlara dizlemsel bicimde yayilimiglardir
(Sekil 4.23 kvel).

PCLm:PCL-G1

v
’e
i

k.

Y PCLm:PCL-H

Sekil 4. 23. Desenlenmis ve desenlenmemis CS ve PCL membranlardaki MDBK
hicrelerinin 2 (a, b, e, f, i ve j) ve 12 (c, d, g, h, k ve |) saatlik hlicre kultirindeki
SEM goéruntuleri. (a ve ¢) CSm:PCL-G1, (b ve d) PCLm:PCL-G1, (e ve Q)
CSm:PCL-H, (f ve h) PCLm:PCL-H, (i ve k) CS membran ve (j ve I) PCL membran

yuzeylerindeki hucreler

Hucre kultur ¢alismalart membran kimyasinin hucresel etkilesimleri sinirli 6lgude

etkiledigini ortaya ¢ikarmistir. Her iki desenlenmis membranda gézlenen morfoloji
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degisiminde ana etken fiber yonelimi olmustur. PCL nanofiberlerin hizalanmig
topografisi hem CS hem de PCL membralarda hucrelerin morfolojilerini kontrol
etmistir. Hucre kualturGnun baslangicinda geligigizel yonelmis desenlerdeki
fibroblastik ve epitel hicrelerin hicre tutunma davranislarindaki zithk hicre
morfolojisinin dnemini desteklemektedir. Ote yandan her iki hucre hatti, kaltur
suresi arttiginda PCL membranlara desenlenmis PCL nanofiberlere olan ilgilerini
kaybetmislerdir. YUzeyine tutunduklari membranla ayni kimyasal niteliklere sahip

desenlerin hicre morfolojisinin kontrolliinde etkili olmadigi géralmustir.

4.1.3.2. Kitosan membrandaki farkli desen 6zelliklerinin etkisi

MC3T3-E1 ve MDBK hucrelerinin hucresel davranislarini incelemek igin farkh
caplardaki ve farklh kimyasal bilesimdeki nanofiberler CS membranlara
desenlenmiglerdir. Bu yuzeylerdeki hiicre kultir ¢alismalarinin sonuglari asagida

tartisiimigtir.

I MC3T3-E1 hiicre kulturu

Sekil 4.24 PCL-G2 ve PCL/Col nanofiberlerle desenlenen CS membranlarda 2
saat ve 12 saat’lik surede kultire edilen MC3T3-E1 hucrelerinin SEM goéruntulerini
gOstermektedir. Sekil 4.24 a’da gorulebilecedi gibi yapisma surecinin basinda (2
sa), CSm:PCL-G2'deki (PCL-G1’e gore daha kalin fiberlerin (550 nm) bulundugu
yuzey) hicreler CS membrandaki desenler boyunca lamellipodia uzantilarini
kullanarak fiberlere yapisma egilimi sergilemiglerdir. Kultir suresi 12 saate
ulastiginda, hucrelerin nanofiberlere tutunarak membran Uzerinde yayilmaya
devam ettigi, cok koseli sekil sergiledikleri ve CS membran ylzeyine dogru
filopodia uzantilarinin oldugu gozlenmigtir (Sekil 4.24 b). Gelisiguzel desenlerin
¢aplar azaltildiginda (CSm:PCL-G1, 205 nm) hucre kulturinun baslangicinda
hucreler fiberlere yapisma egilimini surdurmeye devam etmektedirler (Sekil 4.22
a). Bununla birlikte ilerleyen kultar stresince hicrelerin fiberlere olan ilgisi azalmis
ve diz bir yapida tim CS membran Uzerinde yayildiklari goraimastir (Sekil 4.22
c). Kimyasal yapinin degismemesine karsin, fiber ¢capinin 550 nm’den 205 nm
degerine dusmesi sonucu, CSm:PCL-G1 yuzeylerde, nanodesen varliginda hicre
yonlenmesinin daha az oldugu sonucuna varilimigtir (Sekil 4.22 ¢ ve Sekil 4.24 b).
PCL fiber yapisina kollajen eklenmesiyle birlikte, CSm:PCL/Col-G ylzeylerde,
yuzeye vyayillan hicrenin alaninin gerilmis morfoloji ile birlikte arttig

gozlemlenmistir (Sekil 4.24 ¢ ve d). SEM goéruntulerinden elde edilen sonuclar
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PCL/Col-G nanofiberler ile gelisigizel desenlenmis membranlarda hucre
yayllmasinin her yone dogru gerceklesebilecedini ve bu ylzeylerde nanofiberlerin
hicre organizasyonu ve morfolojisi Uzerinde etkili olmadigini gostermistir. Bu
sonucun kitosanin ve Kkollajenin arasindaki kimyasal yapi benzerliginden
kaynaklandigi dugunulmektedir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2). Desenlerin fiziksel yapisi
gelisiglzel duzenden hizalanmis dizene gegince, hizalanmig desenlere sahip
CSm:PCL/Col-H yuzeylerde, gelisigizel duzendeki desenlere gbre hicre
morfolojisi ve organizasyonunda nanodesenlerin topografik etkisinin daha fazla
oldugunu sdylemek mumkundur (Sekil 4.24 e ve f)). Hucrelerin ylzey alanlari
fiberler boyunca uzadiklarindan azalmistir. Hlcreler fiberler Gzerinde baslangigta
yapisma gostermesine ragmen, CS membran ile de etkileserek fiber yoneliminde
yaylimislardir. CS membran tGzerinde fiberleri takip eden uzamis hticreler arasinda

hicre baglantilari (kopraleri) gozlenmistir (Sekil 4.24 ).

CSm:PCL/Col-A

2. saat

12. saat

Sekil 4. 24. Desenlenmis ve desenlenmemis CS membrandaki MC3T3-E1
hdcrelerinin hdcre kaltirinin 2. ve 12. saatindeki SEM goruntuleri. (a ve b)
CSm:PCL-G2'deki hucreler (oklar lamelliapodia ve uzamig filopodia'yi
gOstermektedir); (c ve d) CSm:PCL/Col-G’deki hicreler; (e ve f) CSm:PCL/Col-

H’deki hiucreler (oklar iki hiicre arasindaki kopruyl gostermektedir)
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Sekil 4. 25. Desenlenmis ve desenlenmemis CS membrandaki MC3T3-E1
hacrelerinin 12. saatteki konfokal mikroskobu goéruntaleri. a) CSm:PCL-G2, b)
CSm:PCL-G1, ¢) CSm:PCL/Col-G, d) CSm:PCL-H, e) CSm:PCL/Col-H ve f) CSm
yuzeylerdeki hulcreler (20X, vyesil ve kirmizi floresanlar sirasiyla F-aktin

flamentlerini ve hiucre ¢ekirdegini gostermektedir)

MC3T3-E1 hucrelerinin iskeletsel filamentdz aktinleri konfokal mikroskobu ile
incelenmistir. Sekil 4.25 desenlenmis ve desenlenmemis CS membranlarda
aktinleri (yesil) ve cekirdekleri (kirmizi) boyanan 12 saatlik kultlr surecindeki
MC3T3-E1 hucrelerinin iskeletini gostermektedir. Hucre c¢eperinde gorulen
noktasal boyalar fokal yapismanin meydana geldigi noktalardir. Geligiguzel
desenlenmis membranlardaki hucrelerde dizenli yapiya sahip aktin filament
olusumu gdézlenmemistir (Sekil 4.25 a-c). Gelisigluizel desenlenlenmis membranlar
arasinda stres fiber olusumu ve aktin filament aktivitesi en fazla CSm:PCL/Col-G
uzerinde gozlenmistir (Sekil 4.25 c). SEM calismalarinda da gbézlemlendigi gibi,
yluzeye yayilan hucre alani CSm:PCL/Col-G ylzeylerde artmistir. Hizalanmig
fiberler Uzerindeki hucreler incelendiginde, hicre seklinin yani sira hicre
iskeletinin organizasyonunun da nanodesenlerden onemli Olgude etkilendigi
gorulmektedir. Aktin filament yapisinda bulunan fiberlerin membran ylzeyinde
bulunan nanofiberler yoninde hizalanarak sitoplazma igerisinde oldukg¢a uzun ve

dizenli organize yapida aktin demetlerini olusturdugu gorilmektedir (Sekil 4.25 d
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ve e). Sitoplazmadaki bu organizasyon, hizalanmis nanofiberlerin hicre yapisini
kontrol ettigini acikca gostermektedir. Desenlenmemis CS membrandaki hucreler
yaklasik olarak tg¢gen benzeri morfoloji sergilemiglerdir. Hlcre igerisinde bulunan
kisa zincirli aktin filamentlerin yapi igerisinde gelisiglizel dagildigi gézlemlenmis,

uzun zincirli stres fiberlerinin olusumuna rastlanmamistir (Sekil 4.25 f).

ii.  MDBK hiicre kulturu

2 ve 12 saat kultire edilen MDBK hucrelerinin CS membrandaki SEM gérintileri
Sekil 4.26’da verilmistir. Hlcrelerin CSm:PCL-G2 Uzerindeki lamelliapodial temasi
2 saatlik hucre kultir surecinde agikga gozlenebilmigtir (Sekil 4.26 a). 12 saatlik
kultir sonrasinda fiberlerle temasini surdiren hicreler, cok kdseli bir sekil
sergileyerek morfolojilerini diizenleme egiliminde olmuslardir (Sekil 4.26 b). PCL
fiberlerin ¢api PCL-G1’e dustugunde, hucrelerin ylzeye tutunma asamasinda
daha ince fiber c¢apina sahip CSm:PCL-G1 membranlarda ylzeydeki
nanofiberlerden etkilenmedigi sonucuna varilmistir (Sekil 4.23 a). Kultir suresi
arttiginda cok koseli morfoloji acikca gdzlenmis ve vyayilan hicreler fiber
yonelimine bagl olarak orijinal morfolojilerini degistirerek temaslarini arttirmiglardir
(Fig 4.23 c). Fiber yapida kollajenin varliginda (PCL/Col-G), MDBK hucreleri
yluzeye (CSm:PCL/Col-G) tutunma asamasinda gelisiglizel desenlenmis fiberleri
tercih etmis (Sekil 4.26 c) ve fiber yonelimini takip ederek yayilmayi
surdurmuslerdir (Sekil 4.26 d). CSm:PCL/Col-G yuzeylerde MDBK hucreleri ile
MC3T3-E1 hducreleri kiyaslandiginda, MDBK hucrelerinin  nanofiberlere olan
ilgisinin daha fazla oldugu ve morfolojilerinin nanofiberler ile olan temaslarindan

daha c¢ok etkilendigi sonucuna varilmistir.

Sekil 4.23 e incelendiginde, MDBK hucrelerinin hizalanmig duzendeki
nanodesenlere olan ilgisi agik¢ca gorulmektedir. Hucreler, kultir baglangicinda kare
benzeri koseli yapilarint korumakla birlikte yayilmaya basladiklarinda yalnizca
nanofiberler dogrultusunda hareket ederek orijinal morfolojilerini tamamen
degistirmislerdir (Sekil 4.23 g). Hucrelerin bu davranisi yapiya Kkollajen
eklendiginde de CSm:PCL/Col-H uzerinde gozlemlenmistir (Sekil 4.26 e ve f).
Sekil 4.23 e’de ve Sekil 4.26 e’de goruldugu gibi CSm:PCL-H ve CSm:PCL/Col-H
yuzeylerde hucrelerin CS membran ile temasi olmasina karsin, ilerleyen kultar
surecinde nanofiberler dogrultusunda organize olarak kare benzeri orijinal epitel

morfolojilerinden ¢ok farkh olarak, cubuk benzeri morfolojiye sahip olduklari
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gorulmastir (Sekil 4.23 g ve Sekil 4.26 f). Desenlenmemis CS membranlar
uzerindeki hdcreler incelendiginde, yuzeye tutunan hicrelerin orijinal morfolojilerini
koruduklari ve yalanci ayak uzantilari ile yuzeye tutunduklari gézlemlenmistir
(Sekil 4.23 i ve k). MDBK hucrelerinin morfolojisindeki degisim hizalanmis yapida
desenlenmis membran yuzeylerde ¢ok net olarak gorulmekle birlikte, gelisiguzel
dizendeki desenli membranlarda, nanofiberler Gzerindeki lamellipodia

etkilesiminin arttigi sonucuna varilmistir.

2. saat

CSm:PCL/Col-H

Qy

12. saat

Sekil 4. 26. Desenlenmis ve desenlenmemis CS membrandaki MDBK hicrelerinin
hicre kiltirindn 2. ve 12. saatindeki SEM goruntleri. (a ve b) CSm:PCL-G2'deki;
(c ve d) CSm:PCL/Col-G’deki; (e ve f) CSm:PCL/Col-H’deki hucreler

Sekil 4.27, desenlenmis ve desenlenmemis CS membranlara 12 saat boyunca
kultire edilen MDBK hucrelerinin aktin stres fiberlerinin konfokal mikroskobu
fotograflarini géstermektedir. CSm:PCL-G2’deki hucrelerle karsilastirildiginda,
CSm:PCL-G1’de tutunan hucrelerde noktasal aktinlerin daha yogun oldugu
goOrulmektedir (Sekil 4.27 a ve b). Bu sonug, SEM goruntilerine paralel olarak 12
saat sonunda hdcrelerin daha ince fiber ¢apina sahip PCL nanofiberler Gzerindeki
fokal yapisma noktalarinin arttigini gostermektedir. Fiber capi inceldiginde

hicrelerin nanofiberler ile temas etmek icin uzantilarini arttirmasinin, fokal

96



yapisma noktalarinin artmasi ile sonuglandigini sdylemek mumkuandur. Aktin
boyamanin giddetine bagli olarak CSm:PCL-G1 yuzeylerde, hucreyi gevreleyen
kortikal aktinin daha fazla boyandidi, buna karsin CSm:PCL-G2 yuzeylerde
hucredeki iskeletsel aktin olusumunun daha baskin oldugu gozlenmistir.
Gelisiguzel dizende desenlenmis membranlar arasinda hicre igindeki stres fiber
olusumu, vyayillan huacrenin alani ve aktin filament aktivitesi en yogun
CSm:PCL/Col-G yuzeylerde gozlenmistir (Sekil 4.27 c). Hizalanmis dizende
desenlenmis membranlar Uzerinde bulunan MDBK hucrelerinin morfolojilerindeki
degisim, SEM calismalarindan elde edilen sonuglara paralel olarak konfokal
goruntulerinde de net olarak ortaya gikmaktadir (Sekil 4.27 d ve e). Sekil 4.27 e’de
gOrulebildigi gibi, F-aktin sentezi ve stres fiber olusumu fiber yapida kollajenin
varhiginda artmistir. Desenlenmemis CS membranlardaki MDBK hicreleri organize

olmayan bi¢imde aktin flamentleri sergilemiglerdir (Sekil 4.27 f).

CSm:PCL-G2 C§m="Cl/C3",G s

!W\
S\ X
e
}
X

-~

Sekil 4. 27. Desenlenmis ve desenlenmemis CS membrandaki MDBK hicrelerinin
12. saatteki konfokal mikroskobu goéruntileri. a) CSm:PCL-G2, b) CSm:PCL-G1
(oklar aktin noktalarini géstermektedir), c) CSm:PCL/Col-G, d) CSm:PCL-H, e)
CSm:PCL/Col-H ve f) CSm yuzeylerdeki hicreler (20X, yesil ve kirmizi floresanlar

sirasiyla F-aktin flamentlerini ve hiicre ¢ekirdegini gdstermektedir)
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Literatlrde yapilan ¢alismalarda fibroz orgulerin topografilerinin hiicresel davranisi
etkiledigi gosterilmistir [78, 203]. Bu galigmalardan ayri olarak, Tian ve ark. [204]
hicreye direngli PVA substratlara desenlenmis hizalanmis dizendeki poli(laktid-
ko-glikolid)/kollajen mikrofiberler ve nanofiberler Gzerinde, NIH3T3 hucrelerinin
yapismasini ve morfolojisini incelemistir. Bu tez ¢alismasinda, fibréz 6rgu yerine,
PCL nanofiberler farkl kimyasal yapiya sahip membranlar Uzerine desenlenmis
bicimdedir. PCL, CS’ye gore daha az biyouyumlu olmasina karsin, CS
membranlar Uzerinde nanofiber formunda bulundugunda, hicre organizasyonu
uzerinde etkili olmaktadir. Alttaki membranin ne hucreye ne de proteine karsi
diregli olmamasi basglangigtaki protein adsorbsiyonunu ve sonraki hicresel
davranis farklihgini etkileyeceginden, 2. saatlik periyotta MC3T3-E1 ve MDBK
hicreleri daha ince PCL fiberlere (205 nm) sahip CS membranlar Uzerinde
batinayle farkl karakteristikler sergilemiglerdir. Fiber ¢apinin artmasina (550 nm)
bagli olarak yapisma noktalarinin artmasi, ilerleyen kiltur surecinde her iki hicre
tirinin de desenlere olan ilgisini arttirmistir. Fibréz 6rgldeki fiberlerle kaginiimaz
olarak etkilesen hicrelerin davranislarina yonelik ¢alismalarda belirtilen bir diger
onemli parametre ise fiber yonelimidir [205, 206]. Bu tez galismasindan elde edilen
sonuglar, fiberler membran ylzeyine desenlendiginde htcresel morfolojinin fiber
yoneliminden gugcll bir sekilde etkilendigini gostermistir. Morfolojideki degisim,
MDBK hacrelerinin orijinal dort kdseli sekillerini butiniyle kaybettikleri ve MC3T3-
E1 hucrelerinin fibroblastik morfolojilerinin ¢ubuk benzeri yapiya donustugu
hizalanmis duzende desenlenmis membranlarda daha belirgin olmustur. CS
membran yuzeyi fiberlerle desenlendiginde, hicreler morfolojilerini fiber yoninde
dizenleme egiliminde olmuslardir. Bu egilim hicre iskeletinde farkli bir gerilim
ortaya cikarmis ve stoplazmada Uretilen aktin flamentler uygulanan gerilim
yonunde organize olmuslardir. Hucrelerin geligigizel yonlenmig fiberlerde farkli
yonlerdeki temaslari hdcre yayilma alaninda artisa neden olmus ve aktin
filamentler gelisiglizel desenlerin yénelimlerini takip etmislerdir. Fakat hizalanmis
fiberlerdeki hiicrelerin temasi ve yayilmasi hicre alaninda azalmaya neden olmus
ve aktin filament demetleri hizalanmis gerilim yonunde duzenlenmislerdir. Bununla
birlikte, desenlenmemis CS ve PCL membranlarda yapisan hucreleri etkileyen
stres yoktur. Bu yuzden aktin flamentleri hiicre iskeleti i¢cerisinde dagiimiglardir.
Sunulan tez c¢alismasindan elde edilen sonuglar, hicre morfolojisinin

nanotopografiye olan cevabini agik¢a ortaya koymaktadir.
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Bu calismada hucre davranislarini etkileme amaciyla, PCL elektroegirme
cOzeltisine kollajen eklenerek fiber kimyasinin etkisi de arastinimistir. Kollajen
ECM’nin dogal bilesidir ve Tip | ve Tip IV kollajenin hiicre yapismasini ve
yayllmasini artirmada etkili oldugu bilinmektedir [70]. Kollajen daha biyouyumlu
iskeleler elde etmek icin ¢ok sayida polimer ile birlestiriimektedir [207]. Bu tez
calismasinda, kullanilan her iki hidcre hatti da fiberlerin kimyasal bilesimindeki
degisimden, morfoloji, yayllma ve F-aktin sentezi bakimindan etkilenmiglerdir.
CSm:PCL/Col-G’deki MC3T3-E1 hucrelerinin SEM goruntileri, hiicre yayllmasinin
her yonde olabilecegdini, bu bakimdan hicre yonlenmesinin bu ylzeylerde belirgin
bir sekilde gerceklesmedigini gostermektedir. Bu sonug¢ kollajenin ve kitosanin
kimyasal yapisindaki benzerliklerine baglanabilir. Kimyasal yapisi degismis
fiberlerin  yéneliminin  etkisinde, topografik belirtiler CSm:PCL/Col-G ile
kargilastirildiginda CSm:PCL/Col-H'da daha yogun olmustur. Hizalanmis fiberler
arasinda hucre koprileri yine goérulmastir. Fiber kimyasi, Uzerinde tutundugu
membran ile benzer oldugunda, fibroblastlarin membranla temasinda bir artig
ortaya c¢ikmistir. MDBK hucreleri de kollajenin varligindan etkilenmislerdir ve
CSm:PCL/Col-G’deki MDBK hucrelerinin yonelmesi MC3T3-E1 hucreleri ile

kiyaslandiginda daha segilir olmustur.

Mikro ve nano olcekteki ylzey topografisinin, boyut, fiziksel yapi ve oryantasyona
bagll olarak hucre davranigini etkiledigi bilinmektedir. Bu etki hucre tipine bagh
olarak da degisiklik gosterebilmektedir. YlUzey Uzerinde girintilerden olusan
nanotopografik detaylar, fibroblast hudcrelerinin hlcre-ylzey etkilesimine engel
olurken, dogrusal diuzendeki olusumlar fibroblast hlcreleri igin temas noktalari
olusturmus ve hucrelerin yuzey Uzerinde hizalanmis olan desenleri takip ederek
yayildiklari gértulmastir. Teixiera ve grubu [208] tarafindan yapilan bir calismada
epitel hicrelerin nano boyuttaki oluklar boyunca hizalandigi fakat fokal yapisma
noktalarinin ve aktin filamentlerin oluklara paralel olmadigi gézlenmistir. Nano
topografiye sahip PCL membran ylzeylerde L929 fibroblast ve MDBK epitel
hicrelerin davraniglarinin incelendigi bir diger ¢alismada, L929 fibroblastlarin
puartzlt yuzeyleri tercih ettigi gorulirken, MDBK hucrelerin nano topografiden

etkilenmedigi goralmustar [209].

Literatlrde nano dlgekte detaylara ve topografiye sahip ylzeylerin elde edilmesine
yonelik olarak kullanilan birgok teknik bulunmaktadir. Yarutulmus olan bu tez
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calismasi kapsaminda CS ve PCL membranlarin desenlenmesinde nano olgekte
topografiye sahip yapilarin elde edilmesinde de uygulanan elektroegirme teknigi
kullaniimistir. Bu teknik ile gelisigizel ve hizalanmig dizende Uretilebilen
nanofiberler ile hiicresel davraniglarin kontroliini saglamada olumlu sonuglar elde
edilmigtir. Patel ve grubu [210] tarafindan yurutulen bir calismada, nanotopografik
desenlerin hucre gogu Uzerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu ve noéronlardaki
uzamanin hizalanmis nanofiberler Uzerinde, gelisiglizel yerlestiriimis olanlara
kiyasla daha fazla oldugu bulunmustur. Feng ve grubu [129] tarafindan yapilan bir
diger calismada ise, hizalanmig nanofiberler Uzerindeki hepatosit hlcre
agregatlarinin hudcre aktivitesinin, geligsiguzel duzendeki nanofiberlere kiyasla

arttigi gorulmustar.

Yurttilmis olan tez calismasinda, elektroegirme teknigi ile CS ve PCL
membranlar Uzerinde farkli yonelime ve kimyasal yapiya sahip nanofiberler elde
etmek mumkin olmustur. Bu teknikte, fotolitografide oldugu gibi yluzeyi
bozabilecek kimyasallar kullaniimadigindan, nanodesenleme c¢alismalari igin
onemli bir avantaj olusturmaktadir. Hlcresel davraniglarin incelenmesine yonelik

olarak gerceklestirilen ¢calismalara ait sonuglar Cizelge 4.3'de 6zetlenmistir.

Cizelge 4. 4. Desenlenmis ylzeylerdeki hicresel cevaplarin hicresel morfoloiji ile

kargilastiriimasi
MC3T3-E1 MDBK

Topografiye hicresel cevap + +
Gelisiglizel duzendeki desenlerde hiucrelerin ylzey + N
alaninda artis

Hizalanmig duzendeki desenlerde hucrelerin ylzey _ _
alaninda artis

Hucre yayllmasinda membran kimyasinin etkisi + + (kismen)
PCL membrandaki gelisigizel dizende PCL fiberler _ _
uzerinde hucre yonelimi

PCL membrandaki hizalanmis duzende PCL fiberler N N
uzerinde hucre yonelimi

CS membrandaki gelisigiizel dizende PCL fiberler _ +
uzerinde hucre yonelimi

CS membrandaki hizalanmis dizende PCL fiberler + +
uzerinde hucre yonelimi
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4.2. PEO Fiberler ile Yuriitulen Caligsmalar

Titanyum implant ylzeylerin kaplanmasi amaci ile kullanilacak, istenilen c¢ap
dagihimina ve morfolojisine sahip polietilen oksit (PEO) nanofiberlerin Gretimi
elektroegirme yontemiyle gergeklestiriimis ve en uygun kosullarin belirlenmesi
amaciyla optimizasyon c¢alismalari  yapilmigtir. PEO nanofiberlere ait
karakterizasyon c¢alismalari i-mikroskop, SEM, AFM ve FTIR-ATR ile
gerceklestiriimistir.

4.2.1. PEO Nanofiberlerin Uretimi ve Karakterizasyonu

PEO’nun hidrofilik yapisi su ile rahatlikla c¢o6zllebilmesini saglamaktadir.
Elektroegirme isleminde, istenilen 6zellikteki fiberlerin Uretilebilmesinde, kullanilan
¢bzucunun tard ve dielektrik katsayisi gibi etkenler dnem arzetmektedir (bak.
Bolim 2.1.3.9). Temelde bir ¢dzlucu elektroegirme igleminde ¢ok 6nemli iki rolu
ustlenir: Birincisi, elektrik yUuklu jeti olusturmak igin polimer molekullerini ¢ozmek;
ikincisi, ¢6zlnmus polimer molekillerini toplayiciya ulastirmaktir [211]. Teknik
olarak dielektrik sabiti ¢ézucunun, icine daldirilan yUkli partikalin etrafindaki
elektrik alanin siddetini azaltma yetenegini ifade eder. Dielektrik sabiti ¢oztcinin
polaritesi igin bir olgudur. Polar ¢ozuculerdeki yukler polar olmayan ¢ozuculere
gb6re daha buyuk blyuk etkiye sahiptir. Daha ylksek dielektirik sabitine sahip olan
¢bzuculerin, c¢oOzeltide daha ylksek net yuk yogunluguna sahip oldugu
dusundlmektedir. Elektrik alan altinda, jet tarafindan tasinan yukler arttiginda, jete
daha yuksek gerilme kuvvetleri uygulanir ve sonug olarak boncuklarda kugulme ve
capta incelme meydana gelir [50, 212, 213]. Bu calismada PEO ylksek dielektrik
sabitine sahip distile suda (bak. Cizelge 2.2) c¢o6zunerek elektroegirme iglemi
gerceklestiriimistir.  Suyun  kullaniimasi  elektroegirmede kullanilan  toksik
¢Ozuculerin hucresel galismalarda meydana getirebilecedi olumsuz etkilerden

kacinilmasi agisindan son derece dnemlidir.

Titanyum implantlarin kaplanmasinda kullaniimak Uzere istenilen 0&zellikteki
nanofiberlerin elde edilmesi amaciyla distile suda ¢6ztUnen iki farklh molekdl
agirigindaki (M,:400,000 ve 600,000 g mol™*) PEO’dan nanofiber iretim islemleri
gerceklestirilmigstir.

4.2.1.1. M,:400,000 g mol™ molekiil agirhgindaki PEO’dan nanofiber iiretimi
%6 PEO (w/v) derisimde, 0.3 mL sa™ akis hizinda, 15 cm toplayici mesafesinde

ve 10-20 kV voltaj araliginda gerceklestirilien ¢alismalarda, akis hizi ve mesafe

101



sabit tutularak voltajin fiber olusumuna ve morfolojisine etkisi incelenmistir.
incelenen tim voltaj degerlerinde diizgiin yapida fiberler elde ediimis ve elde
edilen fiberlerin SEM géruntulerinden (Sekil 4. 28) ortalama ¢aplar hesaplanarak
sonuglar Cizelge 4.5'de verilmistir. 10 kV’de 311+33 nm ¢apinda nanofiberler elde
edilirken, 20 kV'de ¢ap 264+29 nm olmustur. Calisma kosullarinda hesaplanan
fiber gaplari degerlendirildiginde, voltajin 10 kV’den kademeli olarak 20 kV ¢ikmasi
ile nanofiberlerin c¢aplarinda bir azalma meydana gelmistir (Sekil 4. 29). SEM
goruntilerinden nanofiberlerin morfolojilerinde voltaja bagl belirgin bir degisim

gOzlenmemigtir.

y ;
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Sekil 4. 28. %6 PEO (w/v) derisimi, 0.3 mL sa™ akis hizi ve 15 cm toplayici
mesafesi icin elde edilen nanofiberlerin SEM goéruntileri (5 KX, sag st goruntiler
30 KX). a) 10 kV, b) 12 kV, c) 14 kV ve d) 20 kV
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Cizelge 4. 5. %6 PEO (w/v) derisiminden elde edilen nanofiberlere ait ¢alisma
kosullari ve fiber ¢aplari

Derisim (% w/v)  Voltaj (kV) = Mesafe (cm) Akis Hizi (mLsa™) Cap (nm)

10 31133
12 299+29
6 14 15 0.3 295+28
18 273+23
20 264+29

Akis hizinin fiberlere olan etkisini incelemek igin 1 mL sa™® akis hizina gikilarak
calismalara devam edilmistir. Uretilen fiberlerin i-mikroskop goruntileri
degerlendirildiginde 10 kV’de elde edilen fiberlerde yer yer sarmalanma olusmus
(4.30 a) voltajin 20 kV'’ye cikarilmasi asamasinda fiberlerde bozulmanin daha da
arttigi gézlenmistir (Sekil 4. 30 b-d). Bu kosullarda retilen fiberler igin 1 mL sa™

akis hizinin, dizgun fiber Gretimi agisindan yuksek oldugu sonucu cikariimistir.

400 -
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o |
m
[ ]
£ 250 -
S
200 -
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Voltaj (kV)

Sekil 4. 29. % 6 PEO (w/v) derisimi, 0.3 mL sa™ akis hizi ve 15 cm toplayici
mesafesi i¢in elde edilen nanofiberlerin gap-voltaj iligkisi
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Sekil 4. 30. %6 PEO (w/v), 1 mL sa®, 15 cm kosulunda elde edilen fiberlerin i-
mikroskop goruntuleri (40X). a) 10 kV, b) 14 kV c) 18 kV ve d) 20 kV

Polimer derisimi %8 e (w/v) cikarilarak yapilan calismalarda mesafe sabit
tutularak (15 cm) 0.25 mL sa™, 0.5 mL sa™®, 1.0 mL sa™ akis hizlarinda ve 12-20
kV araligindaki uygulama potansiyeli ile hem voltajin, hem de akig hizinin fiberlerin
yapisina/boyutuna olan etkisi incelenmistir. 0.25 mL sa™ akis hizinda 12-20 kV
arahginda Uretilen fiberlerin SEM goéruntulerinden (Sekil 4. 31 a-c) hesaplanan
caplari Cizelge 4. 5’de verilmigtir. 12 kV ile 325+35 nm ¢apli nanofiberler Gretilmis,
20 kV'de c¢ap 318+37 nm olmustur. Goruntuler incelendiginde artan voltaja bagl
olarak nanofiberlerde morfolojik agidan bir degisim gézlenmemistir. Ayni zamanda
voltajin kademeli olarak 12 kV’den 20 kV’ye arttiriimasi fiberlerin gaplarinda énemili
bir degisime neden olmamistir (Sekil 4. 32). Akis hizinin fiberlerin yapilarina olan
etkisini incelemek amaciyla, 0.5 mL sa™ ile calismalara devam edilmistir. 12-20 kV

araliginda vyapilan elektroegirme isleminde elde edilen fiberlerin SEM

104



goruntulerinden (Sekil 4. 31 d-f) hesaplanan caplari Cizelge 4. 5°de verilmigtir.
Fiberlerin caplari 12 kV igin 36252 nm, 20 kV igin ise 379438 nm olarak
hesaplanmistir. Sonug olarak, 0.25 mL sa“de elde edilen sonuglara benzer olarak
0.5 mL sa™* akis hizinda elde edilen nanofiberlerin morfolojileri ve caplari lizerinde
de voltajin dnemli bir etkisinin olmadigi gézlenmistir. Fakat 0.25 mL sa™ ve 0.5 mL
sa' akis hizinda elde edilen sonuclar karsilastirildiginda akis hizindaki artis,
fiberlerin c¢aplarinda bir artisa neden olmustur (Sekil 4. 32). Nanofiberlerin
morfolojilerinde, akis hizinin degistiriimesine bagh belirgin bir degisme
goézlenmemistir. Akis hizi 1 mL sa™ degerine gikarildiginda elde edilen fiberlere ait
SEM goruntuleri (Sekil 4. 33 a ve b) incelendiginde, akis hizindaki artisin fiber
morfolojisini 6Gnemli bir sekilde etkiledigi gozlenmistir. Normalde silindirik bir yapiya
sahip olan fiberlerin yassilasmaya dogru giderek serit benzeri bir yapi sergiledikleri
gOzlenmistir. Bu durum voltajin 18 kV ¢iktigi Sekil 4. 33 b'de ¢ok daha belirgin
olmustur. Jetin toplayiciya ulagsmasi surecinde akis hizinin artmasindan dolayi, jet
bikulmesinin azalmasi neticesinde jetin kat ettigi yol kisalmistir. Bu nedenle, 15
cm mesafede fiber yapisindan ¢ézicunun (distile su) uzaklagsmasi icin yeterli sure
saglanamadigindan fiberlerin fiziksel yapisi tipik fiber yapisindan uzaklagmigtir.
Cizelge 4. 6. %8 PEO (w/v) derisiminden elde edilen nanofiberlere ait ¢calisma
kosullari ve fiber gaplari
Derisim (% w/v)  Voltaj (kV) ‘ Mesafe (cm) Akis Hizi (mL sa™®)  Cap (hm)

325+35

12
346+40
0.25 341433

14
318+35
318+37

8 16 15

362152
405+43

18
0.5 412+51
394+36

20
379+38
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Sekil 4. 31. %8 PEO (w/v) derigimi ve 15 cm toplayici mesafesinde elde edilen
fiberlerin SEM gériintiileri (5 KX, sag (ist goriintiiler 30 KX). 0.25 mL sa™ a) 12 kV,
b) 16 kV ve c) 20 kV; 0.5 mL sa™d) 12 kV, e) 16 kV ve f) 20 kV
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Sekil 4. 32. %8 PEO (w/v) derisimi, 15 cm mesafe, 0.25 mL sa™ ve 0.5 mL sa™

akis hizlari igin elde edilen nanofiberlerin gap-voltaj iligkisi
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Sekil 4. 33. %8 PEO (w/v) derisimi ve 15 cm toplayici mesafesinde elde edilen
fiberlerin SEM gérintiileri (2 KX, sag st goriintiler 10 KX) 1 mL sa™ a) 14 kV ve

b) 18 kV
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42.1.2. M,:600,000 g mol™ molekiil agirhgindaki PEO’dan nanofiber iiretimi
%4 ve %5 ve %7 PEO (w/v) derisimde, 0.5 mL sa™ akis hizinda, 10-25 kV
araliginda ve 10-30 cm toplayici mesafesinde elektroedirme iglemi
gerceklestirilerek elde edilen fiberler igin voltaj-cap, mesafe-¢cap ve derisim-gap

iligkisi belirlenmeye caligiimigtir.

%4 PEO (w/v) derisiminde, 0.5 mL sa™,10-20 kV arali§inda, 10 cm ve 15 cm
kosullarinda gergeklestirilen elektroegirme islemlerinde, elde edilen fiberlerin SEM
goruntulerinden (Sekil 4. 34) hesaplanan fiber gaplar Cizelge 4. 6’da verilmigtir.
Goruntuler incelendiginde, her iki toplayici mesafesinde ve 10-20 kV araliginda
toplanan nanofiberlerde yapisal olarak bir farklilik gézlenmemistir. 10 kV’de, 10 cm
mesafede uUretilen nanofiberlerin ¢ap1 222128 nm iken, 15 cm’de ¢ap 24630 nm
olmustur. 20 kV i¢in, 10 cm mesafede Uretilen nanofiberlerin gapi 156£226 nm, 15
cm’de ise 181+32 nm olarak hesaplanmigtir. Mesafenin artmasina bagl olarak
fiberlerin ¢caplarinda artis meydana gelmistir (Sekil 4. 35). Ayrica her iki mesafede
voltajin artmasiyla birlikte caplarda azalma meydana gelmistir (Sekil 4. 35).
Voltajin artmasiyla beraber, toplayiciya ulasma asamasinda fiberler daha da
gerilmis ve bu sayede ¢ap dusust meydana gelmistir.

Cizelge 4. 7. %4 PEO (w/v) derigsiminden elde edilen nanofiberlere ait galisma
kosullari ve fiber ¢aplari

Derigim Voltaj Akis Hizi Mesafe Cap
(% wiv) (kV) (mL sa™) (cm) (nm)
222428
10
198125
10 180123
12
163120
156126
4 14 0.5
246130
238+27
18
15 228+24
213126
20
181+32
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Sekil 4. 34. %4 PEO (w/v) derisiminde ve 0.5 mL sa™® akis hizinda elde edilen
nanofiberlerin SEM gdruntaleri (5 KX, sag Ust goruntiler 30 KX). 10 cm a) 10 kV,
b) 14 kV ve c) 18 kV; 15 cmd) 10 kV, e) 14 kV ve f) 18 kV
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Sekil 4. 35. %4 PEO (w/v) derisimi ve 0.5 mLsa™ akis hizi, 10 cm ve 15 cm

mesafede elde edilen nanofiberlerin ¢gap-voltaj iliskisi

Polimer derisimi %5'e (W/v) cikarilarak 0.5 mL sa™ sabit akis hizinda 10-30 cm
aras| mesafelerde elde edilen fiberlerin voltaja (10-25 kV) ve toplama mesafesine
bagll fiziksel yapilarindaki degisim c¢ekilen SEM gorintilerinden belirlenmeye
calisiimistir (Sekil 4. 36). SEM géruntulerinden hesaplanan fiber ¢aplari Cizelge
4.7’de verilmigtir. 13 ve 15 kV voltaj degerlerinde 10, 15, 20, 25 ve 30 cm
mesafelerde Uretilen fiberlerin tumunde yer yer boncuk olusumu gozlenmekle
birlikte, fiberlerde morfolojik olarak belirgin bir fark gézlenmemistir (Sekil 4. 36 a-
d). Fiber ¢capinin toplama mesafesine gore degisimi Sekil 4. 37'de verilmigtir.
Buna goére 13 kV ve 15 kV degerlerinde 10 cm ve 15 cm mesafede fiber
¢aplarinda belirgin bir degisme olmamistir. Mesafenin 20 cm’ye ¢ikarilmasi fiber
caplarinda bir miktar yukselmeye yol agcmisken 20-30 cm araliginda 6nemli bir
degisim goézlenmemistir. Sabit gerilimde mesafenin 20 cm’ye ¢ikmasiyla meydana
gelen captaki artisin nedeni, artan mesafenin fiberler Uzerindeki elektrik alan
kuvvetini dusurerek fiber gerilmesini azaltmasi olarak gorulse de, tim
mesefelerdeki cap degisimi incelendiginde mesafenin fiber ¢api lzerinde belirgin
bir etkisinin oldugu goérilmemektedir. Sabit toplayici mesafesinde voltajin fiberler

uzerindeki etkisini belilemek amaci ile 15 cm mesafede ve 10-25 kV voltaj
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araliginda fiber Uretimi gerceklestirmistir. Sekil 4. 36 (e-h)deki SEM goruntuleri
incelendiginde 10-13 kV araliginda yer yer boncuk olusumu gézlenmis olup (Sekil
4. 36 e), 13 kV'den itibaren fiberlerde boncuk olusumu azalmaya baglamis ve 15
kV dederinde en az dizeye inmistir (Seki 4.36 f). 15-25 kV araliginda ise
boncuklarda bir miktar artis gdzlenmistir (Seki 4.36 g ve h). 15 cm mesafede 10 kV
icin 246131 nm hesaplanan fiber ¢api, 25 kV’de 179+27 nm olmustur (Cizelge 4.
7). 15 cm mesafede toplanan nanofiberlerin fiber ¢aplari artan voltaja paralel
olarak dismektedir (Sekil 4. 38).

0.5 mL sa™ ve 15 cm kosullarinda elde edilen fiber caplarinin PEO derisimine
bagli degisimini gosteren Sekil 4. 39, belirli voltaj degerlerinde %25’lik derigim
farkinin gap Uzerinde 6nemli bir degisime yol agmadigini ifade etmektedir.

Cizelge 4. 8. %5 PEO (w/v) derisiminden elde edilen nanofiberlere ait ¢aligsma
kosullari ve fiber ¢aplari

Derisim (%  Akis Hizi | Voltaj Mesafe Cap
wiv) (mLsa™®) | (kV) (cm) 1)
13 219432
10
15 210+£31
10 246131
12 227432
13 218131
14 221423
15
15 211124
18 203129
5 0.5
20 187125
25 179127
239+31
20
242+30
13,15 246128
25
246131
234427
30
240434
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Sekil 4. 36. %5 PEO (w/v) derisiminden ve 0.5 mL sa™ akis hizindan elde edilen
fiberlerin SEM gorintileri (1 KX, Ustteki kiiguk goruntuler 10 KX). 15 kV a) 10 cm,
b) 20 cm, ¢) 25 cm ve d) 30 cm; 15 cm e) 10 kV, f) 15 kV, g) 18 kV ve h) 25 kV
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Sekil 4. 37. %5 PEO (w/v) derisimi, 0.5 mL sa™ akis hizi, 13 kV ve 15 kV voltajda

elde edilen nanofiberlerin gap-mesafe iliskisi
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Sekil 4. 38. %5 (w/v) PEO derisimi, 0.5 mL sa™ akis hizi ve 15 cm mesafede elde
edilen nanofiberlerin ¢ap-volta;j iliskisi
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Sekil 4. 39. 0.5 mL sa™ akis hizi, 15 cm mesafede elde edilen nanofiberlerin cap-
derisim iligkisi

%7 PEO (w/v) ile 0.5 mL sa™ akis hizinda 15 cm mesafede, ve 10-25 kV voltaj
araliginda nanofiber Uretimi gerceklestirimeye calisiimistir. Sekil 4.40°da verilen i-
mikroskop goruntileri incelendiginde, tUm incelenen voltaj kosullarinda dizgun
yaplya sahip fiber Uretimi gergeklestirilememis, fiberlerde sarmalanma ve yer yer

damlacik olugsumu gozlenmistir.

o

ey
T e

0 :
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Sekil 4. 40. %5 PEO (w/v) derisiminden ve 0.5 mL sa™ akis hizindan elde edilen
fiberlerin i-mikroskop goruntuleri (40X). a) 10 kV ve b) 16 kV
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PEO nanofiberlerin Uretilebilmesi amaciyla incelenen tim sistem parametreleri
degerlendiriimis ve nanofiberlerin %4 PEO (M,:600.000) derigsiminden 18 kV, 15

cm ve 0.5 mL sa* kosulunda Uretilmesine karar verilmistir.

4.2.2. PEO Nanofiberlerin Capraz Baglanmasi

Hucre ve bakteri kultirh ortamlarinda kullanilacak PEO nanofiberlerin ¢ozinmesini
dnlemek amaciyla bir dizi capraz baglama deneyi gerceklestirmistir. ilk olarak, sulu
ortamda ¢6zinmez polimer yapilarin elde edilebilmesi amaciyla literatirde siklikla
kullanilan glutaraldehit (GA) ve glioksal (GO) ¢apraz baglayici ajanlariyla kimyasal
yolla capraz baglama islemleri yapilmistir. ikinci olarak, foto duyarli capraz
badlayicilar (benzofenon ve pentaeritritol triakrilat) kullanilarak, UV varliginda
capraz baglama deneyleri gergeklestiriimistir. En uygun c¢apraz baglanma
kosulunu belirlemek amaciyla ¢apraz bagli PEO nanofiberler ile dinamik sisme

deneyleri yapilmistir.

GA ile cgapraz baglama iglemi icin elektroegirme c¢ozeltisine egirme iglemi
oncesinde %1.5 (w/w) oraninda GA ilave edilerek, fiber Uretimi gerceklesmigtir.
Capraz baglanma islemini gerceklestirmek amaci ile GA igeren PEO nanofiberler
24 saat suresince oda sicakhdinda reaksiyonun gergeklestiriimesi igin
bekletiimislerdir. Reaksiyon sonrasinda fiberler distile su ile muamele edilerek,
capraz baglama igleminin basarili bir sekilde gergeklesip gerceklesmedigi kontrol
edilmistir. Distile su ile muamele edilen fiberlerin su ile temas eder etmez eridikleri
gOzlenmigstir. Capraz baglayici miktarinin yetersiz oldugu dusincesiyle %3’e
cikarilmasi, capraz baglama isleminin basarili olmasini saglayamamistir. GA orani
%5 cikarihp farkh sicakhk programlarinda PEO nanofiberlerin ¢capraz baglanmasi
denemeleri gergeklestiriimistir. GA iceren nanofiberler 2 saat oda sicakliginda
veya 37°C ya da 45°C’de, 4 saat oda sicakliginda veya 37°C ya da 45 °C’de ve 22
saat oda sicakliginda veya 37°C ya da 45°C’de reaksiyona tabi tutulmustur. Ancak
belirtilen kosullarda reaksiyona sokulan nanofiberlerin ¢apraz baglanmadiklar
distile su ile muamele sonrasi anlasiimistir. GA derisimin artmasi ve farkli sicaklik
programlari PEO nanofiberlerin ¢apraz baglanmasinda etkin olmamigtir. Benzer
islemler glioksal iceren nanofiberlere de uygulanmis fakat olumlu bir sonug¢ elde
edilememigtir. Bu bakimdan ¢apraz baglama isleminin, gapraz baglayici iceren
ortamda yapilmasina karar verilmistir. Cizelge 3.5’de belirtilen derigsimlerdeki

¢apraz baglayici ortami metanol veya etanolde hazirlanmis ve ardindan Uretilen
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fiberler capraz baglayici ¢ozeltisi igerisinde yine Cizelge 3.5°de ifade edilen
sicaklik programlarina tabi tutulmuslardir. Belirlenen reaksiyon suresinin sonunda
fiberler kurutulmus ve ardindan distile su ile muamele edilmiglerdir. Fiberlerin
distile su ile muamele eder etmez hemen ¢oziundulkleri saptanmistir. Sonug olarak,
PEO nanofiberlerin glutaraldehit ve glioksal ile c¢apraz baglanmasi mimkudn

olamamisgtir.

Literatirde GA ve GO ile PEO gibi hidroksil gruplara sahip polimerlerin (PVA ve
hyaluronik asit gibi) capraz baglanmasina yonelik ¢calismalar, ¢capraz baglanmanin
polimerlerin hidroksil gruplari ile bu gapraz baglayicilarin aldehit gruplari Gzerinden
yuradugunu ifade etmektedir [214, 215]. PEO’da hidroksil gruplari ana zincire yan
zincirlerle bagli durumdadir. Molekul agirliginin artmasina bagli olarak ana zincir
uzunlugunun uzamasi neticesinde, hidroksil gruplari polimer ana zincirine kiyasla
cok daha dusik miktarda kalmaktadirlar. Bu bakimdan PEO’nun OH gruplari
Uzerinden ¢apraz baglanamamasi bu durumun ortaya ¢ikardigi bir sonug olarak

gorulebilir.

Capraz baglama galismalarinin ikinci basamaginda, benzofenon ve pentaeritritol
triakrilat (PETA) foto ¢apraz baglayicilari kullanilarak UV300 (300 Watt'lik 1sik
kaynagi) ve UV12 (12 Watt'lik 1sik kaynagi) varliginda capraz baglama deneyleri
yuratalmastar. UV 1s1g1r gorunar 1sigin hemen altinda yer alan bir sk
spektrumudur. UV 1s1§1 dalga boyuna bagh olarak dort farkl spektral alana
bdlinmektedir: a) Vakum UV (100-200 nm arasi), b) UV-C (200-280 nm arasi), c)
UV-B (280-315 nm arasi) ve d) UV-A (315-400 nm arasi). UV-A 15191 fotocapraz
baglayici ajanlar varliginda polimerlerin fotogcapraz baglamasinda kullaniimaktadir.
PEO’nun capraz baglanmasinda fotocapraz baglayici ajan olarak benzofenon ve
turevleri siklikla uygulanmaktadir. Bu calismalarda PEO hem c¢o6zelti formundan
hem de membran formundan ¢apraz baglanmistir [216, 217]. PEO’nun fotogapraz
baglanmasinda kullanilan diger bir ajan ise PETA’dir. Doytcheva ve ark. [218]
PETA iceren PEO membranlari UV ile ¢capraz baglamislardir. Baska bir calismada
Zhou ve ark. [219] da PETA kullanarak PEO fiberleri UV altinda basarili olarak
capraz baglamislardir. Bunlardan farkli olarak gama radyasyonu ile PEO’nun sulu
¢Ozeltisinden veya kati formundan gapraz baglayici ajan olmadan da dogrudan
capraz baglanabilecegi belirtiimistir [220, 221]. Gama radyasyonu ile c¢apraz
baglama isleminin maliyet ve guvenlik gerekliliklerine kargin, UV ile c¢apraz
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baglama igleminin kolay, bagil olarak daha guvenli ve ucuz olmasi tercihleri bu
yone gevirmigtir. Bu tez calismasinda da UV-A turd i1sik yayan lamba kullanilarak

capraz baglama calismalari gergeklestirilmistir.

ilk asamada 300 Watt'lik 280-400 nm araliginda 1sima yapan UV lamba (UV300)
kullanilarak gapraz baglama igslemleri gerceklestirilmigtir. Sisme ¢alismalarini daha
pratik bir sekilde gerceklestirmek ve sonrasinda elde edilen sonuglari PEO
nanofiberlerin sisme calismalarinda kullanmak amaci ile, benzofenon iceren
%4’luk PEO’dan (w/v)  (M,:600,000) c¢6ziclu dokim yontemiyle hazirlanan
membranlar ile galisiimigtir. Cizelge 3.6 a’da belirtilen kosullar gergevesinde ilk
olarak distile suda hazirlanan PEO ¢oOzeltisine, distile suda ¢6zunmediginden
dolayl etanolde ¢6zinmesi sadlanan benzofenon c¢ozeltisi ilave edilmigtir.
Benzofenon igeren etanol c¢oézeltisinin PEO sulu ¢ozeltisine ilave edilmesi
sonrasinda, PEO, cozelti icerisinde kolloid benzeri bir forma dénusmustur. Bu
sekilde Petrilere dokulip 35°C’de 3 gun boyunca kuruma isleminin ardindan kati
formdaki membranlara belirlenen kosullar uygulanarak deneyler
gerceklestiriimistir. Optimun ¢apraz baglanma kosulunun belirlenmesi amaciyla,
%5, %10 ve %15 oranlarinda (w/w) benzofenon igeren PEO membranlara 7 cm
mesafeden 2, 3, 4, 5, 10 dakika sure ile UV300 uygulanmigtir. Bu mesafeden
capraz baglanmaya caligilan membranlarda i1sik kaynaginin yakin olmasindan
dolayr meydana gelen Isinma neticesinde yumusama ve yuzeye yapisma
g6zlenmistir. islem sonrasi sogumasi beklenen membranlar distile suya konulmus
ve tUm Orneklerin sisme davranigi sergileyerek ¢ozUnmedikleri tespit edilmigtir.
Etanolin PEO c¢ozeltisinde olusturdugu kolloid benzeri davranigin  6nine
gecebilmek amaciyla, benzofenon DCM’de ¢ozulerek distile suda ¢dziinen PEO
ortamina ilave edilmigtir. Fakat iki ¢oOzeltinin karigmasi sonrasinda c¢ozelti
icerisinde pamuk benzeri bir yapinin olusumu goézlenmigtir. TUm bunlarin
neticesinde, membranlarin hem PEO’yu hem de benzofenonu ¢ézen DCM’de
hazirlanmasina karar verilmistir. 20 cm mesafeden 40 dak boyunca yapilan UV300
muamelesi sonrasinda, distile suda bekletien (24 sa) membranlarin
¢ozunmedikleri tespit edilmistir. Ayni derisimde PEO fiberler Uretiimeye calisiimis
fakat basarih bir sekilde fiber Uretimi gergeklestiriiememistir. Bu durumun DCM’nin
dusuk dielektrik sabitine sahip olmasindan dolay!r elektroegirme islemini

zorlastirmasi neticesinde ortaya c¢iktigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle daha
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yuksek dielektrik sabitine sahip olan DMF (bak. Cizelge 2.2) ¢Ozucu ortamina
eklenerek gapraz baglama deneylerine devam edilmigtir. DCM/DMF (30/70, v/v)
ortaminda hazirlanan %5, %10 ve %15 (w/w) derisimlerde benzofenon iceren
membranlara oncelikle 6 ve 8 cm mesafeden 1, 2 ve 5 dakika sureyle UV300
uygulanmigtir. Bu mesafelerde, 1sinma sonucu yumusama sonrasinda ylzeye
yapisan oOrneklerin islem sonrasi sogumasi beklenmis ve membranlar yluzeyden
ayrilarak distile su ile muamele edilmiglerdir. Membranlarin su ortaminda sistikleri
g6zlenmekle birlikte mekanik dayanimlarinin zayif oldugu gérulmustar. Mesafe 15
cm’e cikartilarak 1, 5 ve 10 dakika uygulama suresi ile yapilan ¢alismalarda, 1 ve
5 dakikalik igslem suresinde ¢apraz baglanmis membranlarin zayif mekanik
kararlihk gosterdigi, 10 dakikalik sUrede ise 1Isinmaya bagli yumusama sergiledigi
g6zlenmistir. Mesafe 20 cm’e ¢ikartilarak yapilarak yapilan denemelerde, 1-90
dakika arasindaki surelerde UV300 muamelesi yapilan membranlarin distile
sudaki davranislari incelenmigtir. 15 dakikalik sisme suresinin sonunda tartilan
membranlarin, gravimetrik olarak % sisme degerleri hesaplanmigtir. 1 dakikalik
muamele sonrasinda % 5, %10 ve %15 benzofenon igeren drneklerin % sisme
degerleri sirasiyla %596, %546 ve %845 olarak hesaplanmistir. Capraz baglanma
suresinin 90 dakikaya g¢ikarilmasi surecinde % sisme degerleri duserek, 90 dakika
icin sirasiyla %143, %109 ve %123 olarak hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglar en
uygun benzofenon derigiminin %10 oldugunu gdstermigstir. Elde edilen sonuglarin
benzofenon iceren PEO nanofiberlere uygulanma asamasinda 18 kV, 0.5 mL sa™
ve 15 cm kosulunda uretilen PEO fiberlerle ¢alisiimistir. Hem membranlarda elde
edilen optimum %210 benzofenon derisiminde, hem de Cizelge 3.6 b’de belirtilen
diger kosullarda capraz baglama islemleri uygulanmigtir. Fakat fiber orgulerin
distile su ile muamelesi sirasinda hemen eridikleri tespit edilmistir. Hem
membranlarin g¢apraz baglanmasinda kullanilan, hem de belirlenen diger
kosullarda yurGtllen ¢apraz baglama deneylerinin sonucunda, PEO membranlarin
capraz baglanip sismesi PEO fiberlerin ise ¢apraz baglanmamasi durumu ortaya
ctkmistir. PEO’nun iki farkh formunun ortaya ¢ikardigi birbirine zit bu davranisa,
PEO’nun membran formundan nanofiber formuna dénlismesi sonucu ortaya ¢ikan
oldukca yuksek ylUzey alani neticesinde, benzofenonun fiberleri capraz baglamada
yetersiz kalmasinin neden oldugu yorumu vyapilabilir. Elde edilen sonuglar
neticesinde UV 1sik kaynaginin degistiriimesine karar verilmigtir.
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Ikinci agamada UV12 isik kaynagi ve benzofenon ile Cizelge 3.7’de belirtilen
kosullarda yapilan ¢alismalarda UV300 kaynagi ile yapilan ¢aligsmalarin sonucuna
benzer olarak membranlarin suda sisme davranigi gosterdigi, fakat PEO fiberlerin
su ortaminda hemen eridigi tespit edilmistir. Bu sonucun da yukarida acgiklanan
durumdan dolayi ortaya ¢iktigi dusunulmektedir. Capraz baglayicinin PETA olarak
kullaniimasi sonrasinda %10’luk PETA iceren membranlarin ¢apraz baglandigi
tespit edilmistir. Ayni zamanda bu derisimde Uretilen nanofiberlerin de su
ortaminda sisme sergileyerek capraz baglandigi belirlenmigtir. Benzofenondan
farkh olarak PETA’nin fiberleri ¢apraz baglayabilmesi, ¢apraz baglayici olarak
daha etkin oldugunu ortaya koymustur. Bu sonugtan yola c¢ikarak PEO
nanofiberlerin PETA kullanilarak UV12 kaynagi ile capraz badlanmasina karar
verilmigtir. Fiberler igin en uygun capraz baglanma kosulunun belirlenebilmesi
amaciyla PETA derisimi ve fiberlerin kuruma kosullar Uzerinde c¢alismalar
gerceklestiriimistir. Cizelge 3.7’de belirtilen tim kosullarda %4 PEO (w/v)
(M,:600,000 g mol™) ile 18 kV, 0.5 mL sa™* ve 15 cm elektroegirme parametreleri
icin PETA derigiminin artmasina bagli olarak duzgun fiber elde edilmesi
zorlasmistir. Voltajin 18 k\’da sabit tutulmasi, akis hizinin 0.4 mL sa™e
dusurilmesi ve mesafenin 23 cm’ye c¢ikarilmasi ile istenilen 6zellikteki fiberlerin
dretimi mimkdn olmustur. Bundan sonraki tim ¢alismalarda nanofiber Uretimi igin
%4 PEO (W/v) (M,:600,000 g mol™) derisimi, 18 kV uygulama potansiyeli, 0.4 mL
sa’ akis hizi ve 23 cm toplayici mesafesi kullaniimistir. Literatiirde yapilan
calismalar UV uygulama mesafesinin 4-6 cm mesafede en iyi sonucu verdigini
gOstermistir [218]. Bu bakimdan bu ¢alismada da 4 cm mesafede ¢apraz baglama
deneyleri gergeklestiriimigtir. Tum c¢apraz baglayici derigimlerde elde edilen
nanofiber érgiiler (1 cm?) elektroedirme sonrasi hemen Cizelge 3.7’de belirlenen
surelerde capraz baglanma islemine tabi tutulmuslardir. islemler sonrasinda
fiberlerin sudaki sisme davraniglari incelenmistir. Gravimetrik tayin yontemiyle
hesaplanan % su igeriklerinden fiberlerin en iyi 50 dakikada gapraz baglandigi

belirlenmis ve devam eden galismalar bu surede gergeklestiriimistir.

4.2.3. Gapraz Bagh PEO Nanofiberlerin Karakterizasyonu
PETA iceren PEO nanofiberlerin karakterizasyon calismalari kapsaminda; en iyi

¢apraz baglanma kosulunun belirlenebilmesi amaciyla dinamik sisme deneyleri
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gerceklestiriimigtir. Fiberlerin kimyasal yuzey karakterizasyonu FTIR-ATR ile
yapilmigtir. Optimum PETA miktarinin belirlenmesi sonrasinda, ¢apraz bagh PEO
nanofiberler ile kaplanan titanyum ylzeyler SEM, AFM ve su temas acisi dlgimleri

ile karakterize edilmistir.

4.2.3.1. Capraz bagh PEO nanofiberler ile sigme ¢aligmalari

PEO nancofiberlerin PETA ile UV12 vyoluyla c¢apraz baglanabilirliginin
belirlenmesinin ardindan optimum c¢apraz baglanma kosulunun saglanmasi
amaciyla dinamik sisme deneyleri gergeklestirilmistir. Fiber orgllerin sisme
deneyleri PBS (pH: 7.4) ortaminda yurutalmustir. Elektroegirme sonrasi UV12 ile
muamele edilip PBS ortaminda koyulan fiberlerin PBS ile temas eder etmez
kuguldukleri ve buzulerek katlandiklari tespit edilmigtir. Bu durum titanyum
yuzeylere kaplanacak olan nanofiberlerin ylzeyden ayriimalarina neden
olacagindan, fiberlerin kararli sisme davranigi gostermelerini saglamak amaciyla
37 °C’de veya oda sicaklhiginda ya da vakumda (oda sicakhdi) kurumaya alinan
fiber orguler belirli sureler sonunda, UV12 ile muamele edilerek PBS ortamina
koyulmus ve sisme davranisi gozlenmistir. Bu bakimdan Cizelge 3.8'deki kosullar
kullanilarak, %1, %2.5, %5, %7.5 ve %10 (w/w) PETA derisimine sahip her bir
fiber 6rgl grubu 37°C’de kurumaya alinmis ve her bir PETA derisimindeki fiber
orguler 1 gun, 3 gun, 6 gun ve 8 gunluk kuruma surelerinin sonunda UV12 yoluyla
¢apraz baglanarak PBS ortaminda (37°C) sisme davraniglari agisindan
incelenmigtir. TUm 6rnek gruplarinda 6. gunden itibaren kuruyan fiberlerin sisme
ortaminda daha az kuguldukleri ve sekil degistirdikleri gbzlenmig, 8. gunden
itibaren ise PETA derisimine bagli olarak karesel formdaki fiber o6rgulerin
sekillerindeki degisim oldukga azalmis veya ortadan kalkmigtir. Diger ortamlarda
(vakumda veya oda kosullarinda) kuruyan fiber érgulerde ise bu dizelmenin ortam
sicakligina baglh olarak 2-3 haftadan sonra ortaya ¢iktigi belirlenmistir. Elde edilen
bu sonug¢ dogrultusunda fiberlerin 37°C’de kurutulmasina karar verilmistir. Ayni
kosullar, PETA iceren fakat UV12 uygulanmayan fiber orgulere de tatbik edilmis ve
fiber 6rgulerin UV kaynagi olmadan da gapraz baglanabildigi tespit edilmistir. En
iyi ¢apraz baglanma kosulunun tespiti amaciyla UV12 uygulanmayan fiber

orgulerin sisme davraniglari UV12 uygulanan orgulerle paralel yuratualmastur.

%1 PETA (w/w) derisiminde UV12 muamelesi géren ve gérmeyen 6rneklerin PBS

ortaminda 24. saatten itibaren pargalandiklar tespit edilmistir. Bu derisimde
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capraz baglanan nanofiberlerin yetersiz ¢apraz baglayici miktarindan dolayi yeterli

mekanik dayanima sahip olmadiklari belirlenmistir.

%2.5 PETA (w/w) derisiminde elde edilen fiber érgilerden hem UV12 muamele
edilenler hem de edilmeyenler PBS ortamina koyulur koyulmaz kdgllme ve
buzulme davranigi sergilemislerdir. 1 glnluk ve 3 gunlik kurumanin sonunda PBS
ile muamele edilen drneklerin 24. saatten itibaren jellesmeleri artmis ve bu durum
agirliklarinin - belirlenmesinde problem vyaratmistir. 6 ve 8 gunlik kuruma
sonrasinda ise 48. saatten sonra jellesme artigsina paralel olarak o6rneklerde ya
agirhk kaybi gozlenmis ya da sonraki surelerde olgim alinamamigtir. UV12
uygulanmayan oOrneklerde bahsi gecen jellesme problemi daha da baskin
olmustur. Ayrica her iki 6rnek grubu icin kurumanin 6. glintinde fiber érgllerdeki
kigulme ve buzulme davranisi bir miktar azalmig, 8. gunde ise daha da az

olmustur.

%5 PETA (w/w) iceren fiber orgulerdeki sisme davranisi degerlendirildiginde,
UV12 uygulanan ve uygulanmayan orneklerde 1 ve 3 gunluk kuruma sonunda
PBS ortaminda kigllme ve buzilme davranigi goézlenmistir. Her iki 6rnek
grubunda da 24 veya 48 saatlik sisme surecinden sonra asiri jellesmeye bagh
olarak ya agirlik kaybi gézlenmis ya da dlgum alinamamistir. UV12 uygulanmayan
orneklerin jellesmelerinin, UV12 uygulananlara gbére daha fazla oldugu
g6zlenmistir. Her iki érnek grubu icin 6 gunlik kuruma sonrasi fiber érgulerdeki
kiculme ve bulzilme davranisinin azalmaya basladigi, 8 gunluk kuruma

sonrasinda ise ¢ok daha az oldugu gozlenmistir.

PETA derisimi %7.5’e (w/w) c¢ikarildiginda, UV12 uygulanan ve uygulanmayan
gruplarda 1 ve 3 gunlik kuruma igleminin sonunda PBS ile muamele edilen
orgulerin kugulme ve buzulme sergiledikleri gozlenmistir. 72 saatlik sisme
surecinde her iki 6rnek grubundaki jellerin 3 gunlik kuruma sdresinden itibaren
mekanik kararhliklarinin iyi oldugu tespit edilmistir. 8 gunlik kuruma suresine
sahip fiber orgllerde sisme sirasinda az miktarda kigllme gdézlenmis buzilme
davranisi ise gézlenmemistir. Her iki 6rnek gurubuna ait % sisme grafigi Sekil 4.
41’de verilmistir. UV12 uygulanmayan 6rneklerin PBS ortaminda daha fazla sisme
sergiledikleri belirlenmigtir. 72 saatin sonuda minimum sismenin %950 ile 8 gin
boyunca kurutularak UV12 ortaminda g¢apraz baglanan fiber érglilerde meydana
geldigi hesaplanmistir. UV12 uygulanmayan orneklerin 8. gunluk kuruma sonrasi
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sisme degeri %1376’dir. Orneklerin sismelerine ait veriler Ek’te sunulmustur.
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Sekil 4. 41. 37°C’de kurumaya alinan a) UV12 uygulanmis ve b) UV12
uygulanmamis %7.5 PETA igeren PEO nanofiberlerin kuruma siresine gore sisme

davranislari

PEO fiber yapisina katilan %10'luk PETA  (w/w) derisiminde %7.5 PETA
derisimine benzer bir sekilde, kurutma surecindeki her iki 6rnek grubunun 3.
gunden itibaren kararli sigsme davranigi sergiledikleri gozlenmigtir. 6 gunluk
kuruma sonrasi sisme ortamindaki fiber orguler buzulme sergilemeyerek az
miktarda kugllme davranisi sergilemiglerdir. 8. gunde ise fiber orguler, sisme

ortaminda koyuldugu gibi kalarak sekil degisimi gostermeksizin sigsmislerdir. UV12
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uygulanan ve uygulanmayan orneklerin sisme grafikleri Sekil 4.42’de verilmistir.
Hesaplanan sisme verilerinden 8 gun boyunca kurutularak UV12 varliginda gapraz
baglanan fiber jellerin 96 saatlik sismenin sonunda %772 gsisme yuzdesiyle tim
ornek grubuna gore minimum gisme gosterdigi belirlenmigtir. Isik kaynagi
kullanilmayan o&rneklerdeki sisme ylzdesi ise %1097 olmustur. Orneklerin

sismelerine ait veriler Ek’te sunulmustur.
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Sekil 4. 42. 37°C’de kurumaya alinan a) UV12 uygulanmigs ve b) UV12
uygulanmamis %10 PETA iceren PEO nanofiberlerin kuruma slresine gore sisme

davraniglari

Elde edilen tim bu sonuglar PEO nanofiberlerin PETA ile dogrudan capraz
baglanabilecegini, fakat UV12 varliginda ¢apraz baglanmanin daha etkin oldugunu
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goOstermigtir. PEO’nun PETA ile UV i1simasi altindaki muhtemel ¢apraz baglanma
mekanizmasi Sekil 4. 43’de gosterilmigtir. Buna gore, UV ile uyariimig PETA,
PEQO’dan bir hidrojen atomu alir ve bu sekilde hem PETA hem de PEO radikalleri
ortaya c¢ikar. PETA radikali PEO radikaline baglanabilir, dimerize olabilir veya
PETA’'nin polimerizasyonunu baglatabilir. Ana ¢apraz baglanma sureci elde edilen

PEO radikallerinin karbon karbon baglari ile birlesmesi yoluyla saglanir [218].
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Sekil 4. 43. PEO’nun PETA ile gapraz baglanma reaksiyonunun sematik gosterimi

Literatlrde yapilan ¢alismalarda, benzofenon ve PETA kullanilarak gergeklestirilen
foto capraz baglama islemleri oksijen tarafindan sonimlemeyi engellemek
amaclyla ya azot gazi varhginda ya da dinamik vakum ortaminda
gerceklestiriimistir [217, 218]. Bu tez galismasinda, ¢apraz baglama islemi oda
kosullarinda gergeklestirilerek basarili sekilde sonuglandiriimistir. Yuksek molekdl
agirhikh PEO partiklllerinin izooktan ortaminda, ¢apraz baglayici bir ajan olarak
PETA ve bir baslatici olarak organik peroksit kullanilarak radikal kimyasal
reaksiyon ile gapraz baglanabileceg@i bildirilmistir [218]. Bu tez g¢alismasinda ise
PEO fiberlerin UV olmadan da PETA ile dogrudan basarili bir
sekilde capraz baglanabildigi kesfedilmistir. Bu durumun PETA'nin sadece bir
fotobaslatici olarak degil, ayni zamanda dogrudan bir capraz baglayici olarak da
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davrandigini gostermektedir. Cozucu dokum yontemiyle hazirlanan PEO filmlerle
gerceklestirilen bir galismada, tek yonlu olarak UV’ye maruz birakilan filmlerin su
varliginda rulo seklinde katlandigi, fakat filmlerin her iki tarafina UV
uygulandidinda ise bigimini korudugu belirtilmistir [222]. Bu gézlem sonucunda, tek
yonli UV c¢apraz baglanmanin tum film boyunca homojen bir sekilde
gerceklesmedigi ifade edilmistir. Buna benzer olarak bu c¢alismada, kuruma
isleminin 6zellikle 1. ve 3. gunlinde, ¢apraz bagl fiber 6rgllerin PBS’deki kararsiz
sisme davraniglari ¢apraz baglanmanin yapli igerisinde heterojen bir sekilde
gerceklestigini dustindurmektedir. Kuruma suresinin 8 gune ¢ikmasi asamasinda
PETA’nin fiberleri capraz baglamaya devam ettigi ve sicakligin bu sureci kisalttigi
belirlenmistir. Bu sure sonundaki fiber orgllerin sudaki kararli davranislari ¢capraz
baglamanin tUm yapi igerisinde homojen bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.
Fiber orgulerin yukaridaki ¢alismaya benzer sekilde iki yonla UV12 ile muamele

edilmesi ise fiberlerin blzulme davranisinda dizelmeye yol agmamistir.

FTIR-ATR Analizi
37°C’'de 8 gun boyunca kurutulmus %10 PETA iceren fiberlerin yuzey

karakterizasyonu FTIR-ATR analizi ile gergeklestiriimis ve ayni zamanda g¢apraz
baglamanin hangi gruplar Uzerinden yuridigu belirlenmeye calisiimistir. Sekil
4.44, saf PEQO’ya, %10 PETA igceren PEO fiberlere (PEO-PETA10) ve UV12
uygulanmig %10 PETA iceren PEO fiberlere (PEO-PETA10/UV12) ait
spektrumlari gostermektedir. Saf PEO’ya ait CH, grubunun karakteristik piki C-H
gerilmesine bagli olarak 2882 cm™de g6zlenmektedir. PEO ile
karsilastirildiklarinda PEO-PETA10 ve PEO-PETA10/UV12 nanofiberlerin 1730
cm™’de C=0 gerilmesine, 1634 cm™de C=C gerilmesine bagl karakteristik pikleri,
PETA’'nin nanofiber yapisina basaril bir sekilde katildigini gostermektedir. Capraz
baglanma reaksiyonu surecinde, PETA'nin PEO’dan bir proton almasiyla
PETA'nin C=0 bagi acilir ve PEO ve PETA radikalleri ortaya c¢ikar. PEO radikali
PETA'nin C=C bagina hamle yaparak PETA'nin polimerizasyonunu baslatabilir
veya PEO ve PETA radikalleri arasinda c¢apraz baglanma reaksiyonlari
gerceklesir. PEO-PETA10/UV12  o6rnegindeki pik  siddetlerinin, UV12
uygulanmayanlara gore daha da dusmesi UV12 varliginda ¢apraz baglanmanin
daha etkin oldugunu gostermektedir. Radikallerin eslesmesi sonucu sonlanan bu

zincirler PEO ve PETA arasinda gapraz baglanmayi gercgeklestirir [219]. Capraz
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baglanmanin devam eden sureglerinde PEO’'nun C-H geriliminde ve PETA’nin
C=0 geriliminde meydana gelen pik siddetindeki azalma ile ¢apraz baglanma
sureci takip edilebilir. UV12 uygulanan orneklerde ilerleyen kuruma surelerinde
capraz baglanmanin devam ettigi, PETA’nin karakteristik piklerinin siddetlerinin
azalmasi ile takip edilebilmistir (Sekil 4. 45). Bu durum bize, baslangigcta fiber yapi
icerisinde yer alan  heterojen c¢apraz baglarin kuruma suresinin ilerleyen
gunlerinde artarak daha homojen bir sekilde yapida yer aldigini gostermektedir.
Bunun sonucu olarak, baslangicta fiber 6rgllerde meydana gelen kararsiz sisme
davranigl kuruma surecinin devam etmesiyle iyilesmistir. Benzer durum UV12 ile

muamale edilmemis orneklerde de gozlenmistir.
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Sekil 4. 44. PEO, PEO-PETA10 ve PEO-PETA10/UV12 nanofiberlerin FTIR-ATR

spektrumlari

126



’j - Mﬂvmﬁ\f il [ﬂ
T L m
| SRR il

8
§ I
E | |
e — i
° \ |( |/ | 'I-\!I.’\\II | | I:.-’\II :J
J SN
S
]| .‘i H
|
|
] -
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4. 45. PEO-PETA10/UV12 nanofiberlerin kuruma surelerine goére FTIR-ATR

spektrumlari

4.2.4. Capraz Bagh PEO Nanofiberler ile Titanyum Yuzeylerin Kaplanmasi
ve Yiizey Karakterizasyonu

Biyomedikal uygulamalarda siklikla kullanilan titanyum (Ti) implantlarin
kullanimina bagli ortaya ¢ikardigi sorunlarin ¢ézimune yoOnelik olarak yuzeylerinin
modifikasyonu igin geligtiriimis yontemler Bolum 2.2.2'de aciklanmistir. Bu tez
calismasinda, implant yuzeylerinin PEO ile modifiye edilmesinde, alternatif ve
pratik bir yaklasim olarak elektroegirme kullanilarak Ti ylzeyler PEO nanofiberlerle
kaplanarak modifiye edilmistir. Doku muhendisligi arastirmalarinda PEO genellikle
diger sentetik veya dogal polimer ile birlestirilerek egrilmektedir [223]. Ozellikle
molekul agirhdr c¢ok yuksek dogal polimerlerden fiber Uretimindeki zorlugun
asllmasi amaciyla yapiya PEO katilarak elektroedirme islemi rahatlikla
yapilabilmektedir [224]. Bu c¢alismada, yalnizca PEO kullanilarak &nceki
bdlimlerde belirtilen optimizasyon ¢alismalari 1s1ginda elektroedirme ile nanofiber
uretimi gerceklestiriimis ve fiberlerin ¢ap ve morfoloji agisindan karakterizasyonu
yapilmistir. Ardindan PEO fiberlerin ¢dziinmelerini 6nlemek amaciyla UV12
varliginda PETA ile gcapraz baglama ve sisme deneyleriyle en uygun capraz
baglanma kosulu belirlenmistir. Ti yuzeyler %10 PETA (w/w) iceren %4’luk PEO
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(w/v) (600,000 Da) ¢ozetisinden 18 kV, 23 cm ve 0.4 mL sa™ kosullarinda (iretilen
nanofiberlerle 5 dakika boyunca kaplanmiglardir (Sekil 4.46). Son asamada 8 gun
boyunca 37°C’de kurutulan kaplanmis Ti ylzeylere UV12 kaynagi ile gapraz
baglama islemi uygulanarak, devam eden calismalarda kullaniimak Uzere ornekler
hazir hale getirilmigtir. Ti ylzeylerin bir bolumu, hucresel davraniglara etkisinin ve
kaplama kararliliginin tespiti amaciyla tek yonli olarak zimparalanarak

purbzlendirilmistir.

Calismalarda kullanilacak ornekler c¢gizelgede 4.8'de belirtilen sekilde

kodlanmiglardir.

Cizelge 4. 9. Calismalarda kullanilacak érnekler ve kisaltmalari

Kodlama Aciklama

Ti-y Yalin Ti (%99.98 saflikta)

Ti-p Yuzeyi puruzlendirilmig Ti

Ti-yPEOf %10 PETA iceren PEO nanofiber kaplh yalin Ti
Ti-yPEOf/UV12 UV12 uygulanmis %10 PETA iceren PEO nanofiber kaph Ti-y
Ti-pPEOf/UV12 UV12 uygulanmis %10 PETA iceren PEO nanofiber kapl Ti-p

> 3
I3 "
g ) .

Sekil 4. 46. PEO fiber kaplanmis (sol) ve kaplanmamis (sag) Ti-y implantlara ait

goruantuler

4.2.4.1. SEM ve AFM analizleri
Malzemelerin ylzey topografilerinin incelenmesi amaciyla AFM ve SEM teknikleri

kullanilarak analizler gerceklestirilmistir. Ti-y ylUzeylerin puruzlendiriimesinden
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sonra elde Ti-p yUzeylerin AFM analizi ile elde edilmis ylzey topografisi Sekil
4.47de Ti-y vyuzeyler ile karsilastirmali olarak verilmistir. Her iki yuzey
karsilastirdiginda Ti-y yuzeylerin Ti-p yuzeylere gore daha duz bir yapiya sahip
oldugu gorilmektedir (Sekil 4.47 a ve b). Tek yonli zimparalanmanin yarattigi
yuzey morfolojisindeki degisim yluzey puruzluluginin artmasina yol agmistir (Sekil
4.47 c ve d). Pertometre ile yapilan yuzey puruzlllik olgumleri de ortaya g¢ikan
puartzlilik artigini ortaya c¢ikarmaktadir. Ti-y ve Ti-p ylUzeylerin puartzltlikleri

sirasiyla 0.18+0.008 um ve 0.28+0.028 um olarak olgulmustar.

Ti-y ve Ti-p yuzeylere kaplanmigs fiberlerin fiziksel yapisina UV12’nin etkisi SEM
analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 4. 48). Ti yuzeylere toplanan nanofiberlerin
SEM goéruntulerinden ¢ap degerleri 8 gunluk kuruma surecinden sonra, Ti-yPEOf
icin 167£29 nm, Ti-yPEOf/UV12 igin 184148 nm ve Ti-pPEOf/UV12 igin ise
175150 olarak hesaplanmistir (Sekil 4. 48 a-c). UV12 uygulanan ylzeylerdeki fiber
caplari énemli bir degisim gdéstermemekle birlikte (Sekil 4. 48 b ve c), UV12
uygulanmayan nanofiberlere (Sekil 4. 48 a) gore bir miktar artmigtir. Bu artisin
PETA’nin yapiya eklenmesi ile viskozitenin artmasina bagh olarak ortaya ciktigi
dusundlmektedir. Ayrica Ti-yPEOf ylzeylerde daha homojen ¢ap dagilimina sahip
fiberler bulunmaktadir. Bunlara ek olarak, tim ylzeylerdeki fiberlerde morfolojik

acidan belirgin bir farkhlik gérdimemistir.

Ti-y ve Ti-p yuzeylerdeki fiberlerin AFM goruntuleri (Sekil 4.49 a ve b), SEM
sonuglarina paralel olarak morfolojik olarak fiberlerde bir belirgin bir farklihk
olmadigini dogrulamaktadir. Yuzey puruzliligunan artmasina bagh olarak Ti-p
yuzeylerdeki fiberlerde inigli ¢ikisli dalgalanmalar géze ¢arpmaktadir. Bu durum
yuzey Uzerinde tutunan nanofiberlerin yuzey puruzliliginden etkilendigini agikga
gbstermektedir. implant yiizeylerdeki fiberlerin kiiltiir ortaminda, yiizey Ulzerinde
kararh bir yapi sergileyip sergilemediklerinin anlasiilmasi amaciyla, Ti-yPEOf/UV12
ve Ti-pPEOf/UV12 d6rnekleri distile su ortaminda (37°C) bekletiimislerdir. 24 saat
sonra ortamdan ¢ikarilan érnekler oda sicakhiginda kurutulup, yuzey morfolojileri
SEM ve AFM ile incelenmistir. Sekil 4.49 (c ve d) ve (e ve f)deki goruntuler
incelendiginde, fiberlerin su ortaminda sisip birbirleriyle kaynastiklari ve ylzeyi diiz
bir membran formunda kapladiklari goralmektedir. Bu durum yuzey ile etkilesecek
hicrelerin ve bakterilerin implantlar ile etkilesimlerini batinuyle kesecek bir ortam

saglamasi acgisindan onemlidir. Kuruma sonrasi fiberlerin tekrar eski fiziksel
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formuna dénmedigi gortlmektedir ki, bu da bize fiberlerin tersinir olmayan bir
sisme davranisi sergilediklerini gostermektedir. Purtzlendirmeye bagl olarak fiber
kaplamanin ylzey Uzerinde daha kararli bir yapi olusturdugu tespit edilmistir (Sekil
4.49 e ve f). Purtzlendirilmis yuzeyler Uzerinde nanofiberler i¢in daha fazla temas

noktasi olusmus ve bu da fiberlerin yizeye daha iyi tutunmasini saglamistir.

A0 pm

1: Heign S0.0 pm

.

1: Helght 50.0 pm

Sekil 4. 47. (a, b) Ti-y ve (c, d) Ti-p yuzeylerin AFM goruntuleri. (a, ¢) 2 boyutlu ve
(b, d) 3 boyutlu goruntuler
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goruntiler 30 KX) ve bu nanofiberlere ait ¢ap dagilimlari. a) Ti-yPEOf, b) Ti-

Sekil 4. 48. Ti ylzeylerdeki PEO nanofiberlerin SEM goruntileri (5 KX, sag ust
yPEOf/UV12 ve c) Ti-pPEOf/UV12



1: Heign 50,0 jum

1: Helght

Sekil 4. 49. PEO nanofiber kapli titanyum ylzeylerin AFM ve SEM géruntuleri. a)
Ti-yPEOf/UV12, b) Ti-pPEOf/UV12 (3-boyutlu); 24 saat sisme sonrasi Ti-
yPEOf/UV12 c) 2-boyutlu (sag ust SEM goruntusu), d) 3-boyutlu gorantl; 24 sa
sisme sonrasi Ti-pPEOf/UV12 e) 2-boyutlu (sag Ust SEM goéruntusu) ve f) 3-
boyutlu
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4.2.4.2. Sutemas agisi olgumleri

PEO nanofiber kaplanmis ve kaplanmamis yuzeylerde yapisik damla metodu
kullanilarak gercgeklestirilen su temas acisi oOlgimleri sonucunda elde edilen
sonuglar Ti-y i¢in 49.1°£2.7°, Ti-p i¢in 64.5°+4.7°, Ti-yPEOf/UV12 i¢in 12.0°£2.6°,
Ti-pPEOf/UV12 igin ise 20.0°£2.1° olmustur. YUzeyin puruzlendiriimesi ile ortaya
cikan su temas agisindaki artis Ti-p yluzeylerin Ti-y ylzeylere gére daha hidrofobik

olmasina yol agmistir (Sekil 4.50 a ve b). Hidrofobisitede ortaya ¢ikan buna benzer

bir artis ylzeylerin nanofiberler kaplanmasi sonrasinda da ortaya ¢ikmistir (Sekil
4.50 c ve d).

Sekil 4. 50. a) Ti-y, b) Ti-p, ¢) Ti-yPEOHUV12 ve d) Ti-pPEOF/UV12 yiizeylerindeki

su damlasina ait fotograflar (t=0)

4.2.4.3. Hucre/bakteri kalturu galigmalari

MC3T3-E1 hicrelerinin ve S. epidermidis bakterilerinin titanyum ylzeylerde 4
saatlik inkUbasyon sonrasi tutunma davranislari SEM analizi ile belirlenmeye
caligmistir. Ayni zamanda hucrelerin 4, 24 ve 48 saat sonundaki Ureme
davraniglart MTT analizi ile takip edilmistir. YlUzey modifikasyonunun htcre/bakteri

yapismasina etkisi Uzerine elde edilen sonuglar degerlendirilmigtir.
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I MC3T3-E1 hiicrelerinin lireme ve yapigsma davraniglarinin incelenmesi

4 saatlik inklbasyon periyodu sonunda elde edilen SEM goérintulerinden,
hicrelerin Ti-y yuzeyler tzerine tutundugu gézlenmektedir (Sekil 4.51 a ve b). Ayni
zamanda hdcrelerin sitoplazmik uzantilari aracihgr ile Ti-y ylzey uzerinde
yayllmaya basladigi da gorulmektedir (Sekil 4.51 b). Yuzeylerde, kuresel formdaki
hicrelerin yani sira fibroblastik morfolojiyi kazanmis hucrelerin varhdr da
gorulmektedir. Kiresel morfolojiye sahip hucreler, ylzeye henilz tutunma
gerceklestirememis olan hulcrelerdir. Ti-p yuzeylerdeki hucresel morfoloji
incelendiginde ise, hucre morfolojisinin  kiresel formdan uzaklastigi
g6zlenmektedir (Sekil 4.51 ¢ ve d). Hlcrelerin Ti-p yuzeylere daha fazla tutunma
egilimi gostermesinin nedeni olarak, Ti-p ylzeyindeki purtzlendirmeye bagl
topografik degisim gosterilebilir. Hucrelerin bu davranisi, yuzeye tutunmada
puruzlaldginin énemini ortaya ¢cikmaktadir. Hicre yogunlugu bakimindan da, Ti-p
yuzeylerde Ti-y yluzeylere gore daha fazla sayida hicre oldugu goértulmektedir.
Yuzey purtzlGliganin MC3T3-E1 hicrelerinin  tutunma egilimini  arttirmasi
nedeniyle, yilkama islemi sonrasinda Ti-p yuzeyinde kalabilen hicre sayisi Ti-y

yuzeylere gore daha fazla olmustur.

Literatlrde yapilan calismalarda, ylzey purtzlilugunin osteoblast farklilagsmasini,
cogalmasini ve matris Uretimini etkiledigi gosterilmistir [225, 226]. Neoh ve ark.
[227] tarafindan vyapilan bir c¢alismada, Ti yuzeylerdeki farkh ylzey
purdzlulugunin, osteoblast hucrelerinin Ti yuzeylere yapismasina farkli dizeyde
etkisi olmus, daha purizlu ylzeylerde osteoblast yapismasinin daha fazla oldugu
bildirilmigtir. YUzey puruzlGlagunin hucre yapismasina etkisinin incelendigi bir
diger calismada ise, bir grup Ti implantin ylzeyi kum puskirtme ve asitle daglama
islemiyle, diger bir grubun yuzeyi ise zimparalama ile cizikler olusturularak
purtzlendirilmistir [228]. Cizikli yuzeyin, kumlama ve asitle daglama yapilan
ylzeye gore daha iyi hiicre baglanmasi gerceklestirdigi belirlenmistir. Baska bir
calismada ise dlz, puruzli ve gbézenekli Ti ylzeylere kiltire edilen osteoblastlarin
Ti yuzeylere siki bir sekilde vyapistigi, ECM sentezi ve sonrasinda
mineralizasyonun purtzli ve gdzenekli yuzeylerde o6nemli derecede arttidi

gOsterilmigtir [229].

134



Sekil 4. 51. (a, b) Ti-y ve (c, d) Ti-p yuzeylerdeki MC3T3-E1 hucrelerinin 4 saat
inkiibasyon sonrasi SEM goruntileri; sari oklar kuresel morfolojideki hucreleri,
beyaz oklar ise yayllmaya baslayan hlcreleri gdstermektedir (a ve ¢ 250X; b ve d
500X (sag alt géruntuler 750X))

Ti yuzeylerinin kaplanarak fiberlerin gapraz baglanmasi sonrasinda elde edilen Ti-
yPEOf/UV12 ve Ti-pPEOf/UV12 ylzeylerde hucresel yogdunluk bakimindan
kaplanmamigs ylUzeylere goére belirgin bir azalma goézlenmektedir (Sekil 4.52).
Hucrelerin hem birbiri ile hem de Uzerinde bulunduklari yuzey ile etkilesimi, hucre-
hicre ve hlcre-malzeme arasinda gergeklesen sitoplazmik baglantilar araciligi ile
olmaktadir. Tutundurucu baglanti birimleri adi verilen bu birimler, bir hicrenin
iskeletini komsu hucrenin iskeletine ve/veya ylzey Uzerine baglayarak hucrenin
yerini saglamlastirir. PEO nanofiberler ile kaplama yapilan Ti yuzeylerde, ilk 4
saatlik hucre kultari sonunda gozlenen kuresel hiicre morfolojisi ve yuzeylerde
oldukga az sayidaki hucrenin varhgi, yluzey Uzerinde hlcre yapismasinda etkili
olan etkilesimlerin saglanamadigini gostermektedir (Sekil 4.52 a-d). Yizeylerde
birkag hucrenin tutunma belirtisi olarak ¢ok az miktarda sitoplazmik uzanti
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olusturdugu gorulse de tam bir yapismanin belirtisi olan genis sitoplazmik yayiima
gorulmemektedir. Bu dogrultuda, hicrelerin kiresel morfolojide kalmasi ve sayica
azhgi, PEO fiber kaplamanin hicre tutunmasi ve yapismasini azaltici yonde
etkiledigini gostermektedir. implant yiizeyine kaplanan PEO fiberlerin polimer
zincirlerinin sterik bir itme uygulayarak yuksek bir bariyer gostermesi ve ayni
zamanda yuksek derecede su etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan osmotik itme

sonucunda hucresel yapisma azalmigtir.

Sekil 4. 52. (a, b) Ti-yPEOf/UV12 ve (c, d) Ti-pPEOf/UV12 ylzeylerdeki MC3T3-
E1 hicrelerinin 4 saat inkiibasyon sonrasi SEM goéruntuleri (a ve ¢ 150X, b ve d
250X)

Tum ylzeylere preosteoblast hicrelerinin ekimini izleyen ilk 4 saatlik inkibasyon
sonunda alinan MTT absorbanslari, yuzeyler Uzerinde hucresel aktivitenin devam
ettigini gostermektedir (Sekil 4.53). Ayrica Ti-y ve Ti-p yuzeylerden elde edilen
MTT degerleri karsilastirildiginda; Ti-p yuzeylerdeki mitokondriyal aktivitenin Ti-y
yuzeylere gore daha yuksek olmasi, puruzlendirmeye bagh olarak hucrelerin
yuzeye daha kisa surede uyum saglamasi ve metabolik aktivitelerini Ti-y
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yuzeylerdeki hiicrelere gére daha fazla arttirmasi seklinde yorumlanabilir. Bu
durum, topografik detaylarin hicre-ylzey etkilesimi agisindan 6nemini ortaya
koymaktadir. Ti-yPEOf/UV12 ve Ti-pPEOf/UV12 ylzeyler Uzerindeki hicresel
aktivite degerlendirildiginde ise, bu ylzeyler Uzerinde kaplama yapilmayan
yuzeylere gore hucresel aktivitenin gerilemesine bagli olarak MTT absorbansinda
belirgin bir 6lcide azalma meydana gelmistir. PEO fiberler yuzeylerde hidrofilisiteyi
arttirarak hicre tutunmasini azaltici etki gdstermistir. Bu yluzeylerden alinan dusuk
miktardaki MTT degeri, yikama isleminden sonra ylzeyde kalan az miktardaki
hicreden alinan degerdir. Ti-yPEOf/UV12 yizeyler ile Ti-pPEOf/UV12 ylzeyler
arasindaki MTT absorbanslari degerlendirildiginde, purizlendirmeye bagh ortaya
cikan Ti yluzey topografisindeki dedisim, nanofiberlerin ylzey Uzerindeki
topografisini de degistirmis ve hicrelerin yuzey Uuzerindeki aktiviteleri Ti-p

yuzeylere benzer sekilde artmistir.
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Sekil 4. 53. MTT analizi ile Ti-y, Ti-p, Ti-yPEOf/UV12, Ti-pPEOf/UV12 ve TCPS
yiizeylerdeki hiicre canlihginin takibi (istatistiksel anlam farkhiligi, n=3 *** p<0.001
(Ti-y kontrol grubudur); +++ p<0.001 (Ti-p kontrol grubudur); ooo p<0.001 (Ti-
yPEOf/UV12 kontrol grubudur); *** p<0.001 (Ti-pPEOf/UV12 kontrol grubudur)
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24 ve 48 saatlik inkibasyon sonundaki MTT sonuglari degerlendirildiginde; yuzey
purtzlaldgunun hicresel aktiviteye olan etkisi, ilk 4 saatlik inkibasyonda gorulen
hicresel aktiviteye benzer sekilde devam etmistir. PEO fiber kapli ylzeyler ise,
hlcresel aktiviteyi kaplanmamig olanlara gore dusuk tutmayi surdirmektedir.

ii. S. epidermidis bakterilerinin Ureme ve yapisma davraniglarinin
incelenmesi

Ti ve alasimlari sahip olduklari miukemmel 6zellikleri nedeniyle ortopedik ve disgilik
uygulamalarinda implant malzemeleri olarak genis c¢apta kullaniimaktadir. Ti
implantlarin kullanimina bagh olarak ortaya cikan enfeksiyona bagli sorunlarin
onune gegebilmek amaciyla antibiyotiklerin kullaniimasi, zamanla S. epidermidis
gibi antibiyotige diren¢li organizmalarin gelisimine ve yayillmasina yol
acabilmektedir [182]. Bu bakimdan, son donemdeki ¢abalar antibiyotige bagiml
olmayan, fakat mikrobiyal kolonilesme strecini engellemeyi amaglayan ytzeylerin
elde edilmesine odaklanmistir. Tez ¢calismasinin devam eden bu béliminde, PEO
fiber kaplamanin bakteri tutunmasi Uzerine etkisinin incelenmesi amaciyla Ti-y ve
Ti-yPEOf/UV12 ylzeylerde, biyofilm olusturan S. epidermidis turld kullanilarak

bakteri kulturtd ¢aligmalari yapiimigtir.

24 saatlik kaltir periyodu sonunda, érnekler SEM ile gortntilenmistir (Sekil 4.54).
Yikama proseduru sonrasinda yuzeyde kalan bakteri yogunlugunun fazlahgi dikkat
cekicidir. Inkiibasyon sonunda Ti-y ylizeyleri bakteri yogunlugu agcisindan
degerlendirildiginde, bakterilerin ylzey Uzerine tutunarak tum yuzeyi kapladigi ve
uremeye devam ettigi gorulmektedir (Sekil 4.54 a ve b). Ylzey Uzerinde
bakterilerin koloniler halinde yigin yapilar olusturmak suretiyle yuzeyi kapladigi
goOrulmektedir. Bakteri hacrelerinin bu sekilde yiginlar olusturarak Gremesinin,

yuzeyde biyofilm olusumunun varligina isaret ettigi belirtiimektedir [230].

Ti-yPEOf/UV12 ylzeylerin SEM goruntileri incelendiginde, PEO fiberlerin bakteri
tutunmasini 6nemli dlglide azaltici etki gosterdigi gorilmektedir (Sekil 4. 54 ¢ ve
d). Bakterilerin yapisma davraniglarindaki bu azalmanin, daha 6nce ifade edildigi
gibi PEO fiberlerin sterik itmelerinden kaynaklandigi dusunulmektedir. PEO fiber
kaph yuzeylerdeki bakteri yogunlugu, Ti yuzeylerdeki bakteri yogunluguna gore
oldukga azdir. Ornek ylizeylerinde inkiibe edilen bakterilerin iremeye devam ettigi
dusunuldugunde, yeni olusan kolonilerin Ti-yPEOf/UV12 yuzeyler Gzerinde kalic

olamayacagi ifade edilebilir.
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Sekil 4. 54. (a, b) Ti-y (x500 (sag alt gérunti 15 KX), 1 KX) ve (c, d) Ti-PEOf/UV12
(1 KX, 2 KX (sag alt gorunti 30 KX)) yuzeylerindeki S. epidermidis bakterilerinin

24 saat inkubasyon sonrasi SEM goruntuleri

Literatlirde elektroegirmis fiberler ile Ti ylzeylerin kaplanmasina yonelik sinirli
sayida ¢alisma mevcut olmasinin yaninda saf PEO fiberlerle kaplanan ylzeylerde
hicresel yapismanin incelendigi bir c¢alisma mevcut degildir. Bir galismada,
gentamisin yukli PEO/poli(laktid-ko-glikolik asit) elektroegrilmis fiberlerle kaplh Ti
implantlarin kaplanmamis olanlara gére onemli Olgide S. aureus yapismasini
azalttigi belirlenmistir [231]. Bagka bir calismada, Ti diskler elektroegrilmis PLGA
veya PLGA/kollajen fiberlerle kaplanmis ve ayrica fiber 6rgulere nanohidroksiapatit
biriktirilerek bu yuzeyler Uzerinde hlcresel davraniglar incelenmistir [232]. Hlcre
yapismasinin ve ¢ogalmasinin hidroksiapatit biriktiriimis PLGA/kollajen fiberlerde
daha yuksek oldugu belirtiimistir. Gatti ve ark. [233] tarafindan yapilan bir
calismada ise elektroegrilmis antimikrobiyal peptid LL-37 iceren PEO nanofiber
orgulerin Escherichia coli Gremesine karsi etkili oldugu belirtilmistir.
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Biyomalzemlerin vucut ile ilk etkilesimlerinin hemen sonrasinda plazma
proteinlerinin yuzeye tutunmasi, tutunmaya etki eden diger parametrelerin yaninda
spesifik hicre/bakteri-malzeme etkilesimi agisindan da énemlidir. Ylzey Uzerinde
olusan bu protein tabakasi bakteriyel yapismayi da tetikleyecektir. Ti implantlarda
bakteriyel enfeksiyonun olusmasini engellemek amaciyla kullanilan PEO/PEG
tabanli kaplamalar, ayni zamanda bakteriyel enfeksiyonu tetikleyen protein
adsorsiyonunun azaltimasinda da bakteri/hicre yapismasini  engelleyici
mekanizmalar yoluyla etkili olmaktadirlar. Malzeme-bakteri/hlicre etkilesimlerinin
daha detayli aydinlatimasinda, tutunma-yapisma gibi yasamsal olaylarda rol
oynayan sureglerin  belirlenebilmesi agisindan daha ileri arastirmalar
gerekmektedir. Ayrica Bolum 2.2.2.3’de acgiklanan calismalara benzer olarak, Ti
yuzeylerin bakteri/protein direncli olmasinin yaninda doku ile de tam uyumlu
olmasi beklenir. Bir implantin doku ile tam uyumu, ilgili doku ile tam entegrasyonu
ile mumkidn olabilmektedir. Bu bakimdan, Ti implantlar bir yandan bakterilere
kars! direng gdsterirken diger yandan da hticresel bitlinlesmeyi tesvik etmelidirler.
Bu ylzden implantlarin doku ile entegrasyonunun arttiriimasi icin cesitli ek ylzey
modifikasyonlarina ihtiya¢c vardir. Dahasi implantlarin vucut ici ortamda
uygulanabilirliginin  arastirnimasi da uzun doénemli kullanilacak implantlarin

basarisinda kritik bir gerekliliktir.

Sunulan bu tez ¢alismasinda, Ti ylzeyler ekstra bir modifikasyon islemine ihtiyac
duyulmadan, sahip oldugu birgok avantaji ile 6ne g¢ikan elektroegirme teknigi
kullanilarak modifiye edilmiglerdir. Bu amacla hucre/bakteri/protein yapigsmasini
engelledigi iyi bilinen PEO’dan nanofiberler Uretilerek bu fiberlerle implant
yuzeylerinde kararh bir kaplama elde edilmis ve bu kaplamanin bakteri/memeli

hlcre tutunmasi Uzerinde azaltici yonde bir etki gosterdigi belirlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda elde edilen bulgular 1s1ginda, uygulanmasi basit bir
teknik olan elektroegirme tekniginin polimerik ylzeylerde istenilen 0Ozellikte
desenlerin olusturulmasinda kullanilabilecegi ve desenlenen yuzeylerin hicresel
davranislar etkileyebilecegi belirlenmis, nanotopografinin kontrol edilmesi ile doku
muhendisligi kapsaminda daha islevsel biyomalzemelerin Uretilebilecedi sonucuna
variimistir. Ayrica, implanta bagli enfeksiyonlarin azaltilmasi veya engellenmesi
amaciyla, elektrogirme tekniginin implant yuzeylerin kaplanmasinda ek bir

modifikasyon islemine ihtiya¢ duyulmaksizin kullanilabilecegi yorumu yapilmigtir.
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EK

SISME CALISMALARI iLE iLGILi VERILER

Asagida bolum 3.2.3'de verilen yontem ile gerceklestiriimis olan fiber orgulerin su

iceriginin saptanmasi ¢alismalarina ait bulgular verilmistir. Sisme orani (ort), n=3

icin Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanan ortalama degerlerdir.

UV12 uygulanmis %7.5 (w/w) PETA igeren PEO fiber 6rgiilerin 37°C’de kuruma

suresine bagh sisme tablosu

SiuT® Agirhklar 1 2. 3 on S % Gézlem
(giin) (¢)] Ornek Ornek  Ornek Sapma Sigsme
0.0037 0.0007
0.0226 0.0233 '0.0202 0.0220 |RoNe0k (-3 E-102 W4 sisme sirasinda
kigulme ve buzilme
1 . 0.0368 0.0378 0.0288 0.0345 (WeNeleZiIumuIe[o[oXe]
0.0433 0.0418 '0.0309 0.0387 (eNelelcisamm MY Xo)
. 0.0382 0.0393 '0.0250 0.0342 |eNe]el: {0 icIo R} jellesme fazla
10.dak 0.0454 0.0486 0.0240 0.0393 [EeNeNkY S EyE: IR sisme sirasinda
kigllme ve blzilme
3 1. sa 0.0505 0.0582 '0.0262 0.0450 [RNeX-YANIE-V{¢X)
24 sa  0.0611  0.0709 0.0311 0.0544 WeNoZeraumuueray:!
48.sa  0.0663 0.0759 0.0336 0.0586 (MeNeryyammmNicy: R
72.sa 0.0698 0.0789 0.0346 0.0611 WeNeZXZ NVt kararlilik iyi
10. dak  0.0194 0.0128  0.02  0.0174 meKe[eZ o cyicN] sisme sirasinda
bizilme ve bir miktar
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UV12 uygulanmamis %7.5 (w/w) PETA igeren PEO fiber 6rgtilerin 37°C’de kuruma
suresine bagh sisme tablosu
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0.0255 0.0283 0.0248 0.0262
0.0326 0.0374 0.0328 0.0343
0.0353 0.0398 0.0359 0.0370
72. sa 0.0381 0.0447 0.0389 0.0406
96. sa 0.0365 0.044 0.0363 0.0389

00016 0.0026 | 0.0033 | 0.0025_

10. dak

1.sa
24. sa

|
|
48. sa ‘
|
|

0.0138 0.0219 0.0282 0.0213

0.0291
0.0370
0.0446

0.0459

0.0220
0.0278
0.0360

0.0369

1.sa

24. sa
48. sa
72. sa

\ 0.0148 0.0221
\ 0.0186 0.0278
‘ 0.0210 0.0424

‘ 0.0222 0.0426
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Sapma Sisme Gozlem
0.0002
sisme
0.0015 | 567.57 | S'rasinda
kigilme ve
bizilme
UV12'ye goére
0.0037 | 874.32 daha fazla
jellesme
X agiri jellesme
0.0006
sisme
0.0046 | 837.70 | S'rasinda
kigllme ve
blzilme
0.0050 | 885.25
0.0060 |1072.13
0.0059 |1175.41
0.0071 |1163.93| kararhlik iyi
0.0001
sisme
sirasinda
blizilme ve
0.0023 | 792.77 UV12'ye gére
daha ¢ok
kigilme
0.0019 | 846.99
0.0027 |1138.55
0.0024 |1237.35
0.0036 |1366.27
0.0044 |1307.23| kararhlk iyi
0.0009
sisme
0.0072 | 752.00 | S'rasinda
blzilme ve
kigllme az
0.0072 |780.00
0.0092 |1012.00
0.0130 |1340.00




UV12 uygulanmis %10 (w/w) PETA igeren PEO fiber orgllerin 37°C’de kuruma
suresine bagh sisme tablosu

Kuruma

Siresi | pdwiklar Lo 2 3 o S Gozlem
(giin) (¢)] Ornek | Ornek Ornek Sapma Sisme
sisme sirasinda
0.0251  0:0196 " 0:0186  0.0211  EONe[0RI AN ENYRSI] kigllme ve
bizilme
1 0.0405 0.0219 " 0.0201 0.0275  (JoReN NN LN
24, sa 0.0465 0.0285 " 0.0248 0.0333 " [oKek NI WA
48. sa 0:0476 0.0298 " 0.0261 0.0345 " |JoNoNNRY I b2Iok IR Y]
72. sa (00 AsT oo e oo o e iyA 0.0096 | 1151.32 | jellesmede artis
10002800019 |0.0043/0.0030 |0.0012
sisme sirasinda
10. dak 0.0252  0.0144 " 0.0368  0.0255  WeNe)N VAR L I R:le] kigllme ve
bizilme
3 1. sa 0:0255 0.0158 * 0.0394 0.0269  [eNek¥ i ERIN{ Ny
24. sa -100.00
48. sa 0.0339 0.0217 " 0.0571 0.0376 [eKekk:{oRm NIy N»)
72.sa 0.0347 0.0219 "0.0601 0.0389  [eNexi-r NNy,
96.sa 0.0357 0.0214 " "0:0637 0.0403 " [sKe i uRNVY vy kararlilik iyi
100052 |0.0025 10.0041/0.0039_|0.0014
10. dak 0.0420 0.0198 0.0329  0.0316 Kok VAN EN(0R:Y:! biJ"ziJ.I.me yok,
kigilme az
1.sa 0:0410 0.0204 * 0.0334 0.0316  (JONoNTer N EN{OXR<I®)
6 24, sa 0.0469 0.0239  0.0391 0.0366  (JoNeN ¥y R CHRCIs)
48. sa 0.0483 0.0250 0:0440 0.0391  [eNekv-2 amiy:isV Noys
72. sa 0.0533 0.0261 0:0470 0.0421 - [oNek¥:iumiNeysiii:)
96. sa 0:0558 0.0270 " 0.0498 0.0442  [eXek Ly amuieyciyi kararhlik iyi
100030 |0.0017 10.0043/0.0030 | 0.0013
10. dak 0.0195 0.0117 " 0.0271 0.0194  NeXeloruaum =Y yaus: k"ijguijlme ve
blzilme yok
8 24. sa 0:0189 0.0121 * 0.0301 0.0204  |JeRe[eIN N ESYL K1)
48. sa 0.0203 0.0145  0.0317 0.0222  JoNe[el R Ekt K1)
72. sa 0.0226 0.0157 " 0.0361 0.0248  [eXekeZ NIy FIN:Y
96. sa 0:0251 0.0165 " 0.0369 0.0262 N rE NNy kararhlik iyi

UV12 uygulanmamis %10 (w/w) PETA igeren PEO fiber 6rgllerin 37°C’de kuruma
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suresine baglh sisme tablosu

Kuruma
Siiresi

(gun)

Agirliklar 1. 2. 3. S.

(9) Ornek | Ornek Ornek Sapma % Sigme Gozlem
e
sisme
10. dak 0.0162  0.0259 * 0.0243  0.0221  EOK0 eIy AuE KyRC1:) ?w.a-lsmda
kigllme ve
bizilme
0.0205 0.0406 0.0384 0.0332 0.0110 847.62
24. sa ‘ asiri jellesme
ooooe
sisme
10. dak 0.0250  0:0313 * 0.0232  0.0265 [NOReeZCRuR VIR ?|r?smda
kigllme ve
bizilme
1. sa 0.0281 0.0358 0.0252 0.0297 0.0055 960.71
48. sa 0.0406  0.0513 * 0.0357 0.0425 (JeNe[ol o pRTNENe]S)
72. sa 0.0400 0.0496 0.0336 0.0411 0.0081 1366.67 kararhlk iyi
100016 100016 00027 10,0020 |0.0006
0.0118  0.0130 * 0.0236  0.0161 NeNee[ciHmirIoRe:! bijuzijulmeyok
kigllme az
0.0132 0.0225 0.0157 0.0060 698.31
0.0160 0.0281 0.0195 0.0075 891.53
0.0174 0.0320 0.0216 0.0090 1000.00
0.0184 0.0344 0.0228 0.0101 1059.32
96. sa 0.0172 0.0193 0.0354 0.0240 0.0100 1118.64 kararhlik iyi
100049 10.0032 100040 |0.0040 |0.0009
10. dak 0.0352  0.0223 * 0.0305 0.0293  (NeRe[s[sImNsyaavys k“[]guﬁlmeve
blzilme yok
1. sa 0.0362 0.0233 0.0304 0.0300 0.0065 642.98
24. sa 0.0488 0.0284 0.0410 0.0394 0.0103 876.86
48. sa 0.0543 0.0300 0.0422 0.0422 0.0122 945.45
72. sa 0.0682 0.0301 0.0466 0.0483 0.0191 1097.52
96. sa 0.0700 0.0312 0.0450 0.0487 0.0197 1108.26 kararllik iyi
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