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OZET

P3HB VE PBA POLIMERLERI iKiLi KARISIMLARININ DOKU
ISKELESi OLARAK DEGERLENDIRILMESI

ELVAN KONUK
Yiiksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Haziran 2017, 93 sayfa

Tez ¢alismasi kapsaminda bir biyopoliester olan poli-3-hidroksibutirat (P3HB), hidrojen
transfer polimerizasyonuyla sentezlenen ve daha oOnce higbir doku miihendisligi
caligmasinda kullanilmamis olan poli-p-alanin (PBA), PBA kopolimeri poli(p-alanin-ko-
etilenoksit) (PMBA), PBA tiirevi poli(N-(3-metoksipropil)-B-alanin) (PNMPBA)
poliamitleri ile katkilanarak yeni bir doku iskelesi malzemesi iiretimi gergeklestirilmistir. Bu
katkilama ile ayn1 zamanda P3HB’nin olumsuz 6zelliklerinin giderilmesi de amacglanmistir.

Doku iskelesi tiretimi i¢in, dondurarak kurutma ve elektroegirme yontemleri kullanilmistir.

Dondurarak kurutma yontemiyle %5 P3HB ve P3HB’ye oranla kiitlece %2, %5 ve %10
oranlarinda PBA, PNMPBA ve PMBA igeren P3HB 3 boyutlu (3B) siingerimsi doku
iskeleleri elde edilmistir. Iskeleler iizerinde basma mekanik testleri uygulanmis, P3HB ve
%2 PBA iceren doku iskelelerinde sikistirma direnci degerleri sirasiyla 14.00+0.00 kPa ve
5.66+1.04 kPa olarak, elastik modiil degerleri ise sirastyla 27.40+0.00 kPa ve 12.06+3.20
kPa olarak bulunmustur. Yapilan katkilamalarin P3HB’nin kristal yapisina olan etkisini
arastirmak amaciyla X-1s51mm1 kirinmmi (XRD) analizi  gerceklestirilmistir. P3HB’nin
kristalinitesi %52.70 olarak bulunurken; %2 PBA, PNMPBA ve PMBA katkilamasi
yapilmis gruplarin kristalinitesi sirastyla %48.84, %42.50 ve %46.84; %5 PBA, PNMPBA
ve PMBA katkilamasi yapilmis gruplarin kristalinitesi sirastyla %46.46, %46.01 ve %46.61;
%10 PBA, PNMPBA ve PMBA katkilamast yapilmis gruplarin kristalinitesi ise sirasiyla



%36.91, %41.21 ve %46.27 olarak bulunmustur. Yapilan karakterizasyon caligmalar
sonuglar1 degerlendirilmis, ve dondurarak kurutma yontemi ile iretilen iskelelerin doku

miithendisligi uygulamalarina uygun olmadigi tespit edilmistir.

Elektroegirme asamasinda geleneksel elektroegirme ve 1slak elektroegirme teknikleri
kullanilarak sirasiyla 2 boyutlu (2B) ve 3B fibréz doku iskeleleri elde edilmistir. Geleneksel
elektroegirme i¢in %5 (w/v) P3HB ve %10 PBA (w/w) hekzafloroizopropanol (HFIP)
igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve elektroegirme kosullarinin optimizasyonundan sonra 15 kV
voltaj, 22.5 cm siringa-toplayici uzakligi ve 1.0 mL/sa akis hiz1 optimum kosullar olarak
belirlenmigtir. Islak elektroegirme igin ise %10 (w/v) P3HB ve %10 (w/v) PBA HFIP
igerisinde ¢oziidiiriilmiis ve elektroegirme kosullarinin optimizasyonundan sonra 15 kV

voltaj, 1 mL/sa akis hiz1 ve 16.5 cm siringa-toplayici uzakligi kosullart segilmistir.

Geleneksel elektroegirme yontemiyle tretilen %5 P3HB ve %10 PBA katkii P3HB
fiberlerin caplari sirasiyla 4.44+1.81 pm ve 3.21£1.82 pm, 1slak elektroegirme ile {iretilen
%10 P3HB ve %10 PBA katkili P3HB fiberlerin ¢aplari ise sirasiyla 5.08+1.57 um ve
5.1241.63 pm olarak bulunmustur. Cekme testleri geleneksel elektroegirme ile iiretilen 2B
fibréz matrislere uygulanmustir. Iskelelerin cekme direncleri sirastyla 4.00 MPa ve 8.20 MPa
olarak bulunurken, elastik modiil degerleri sirasiyla 152.00 MPa ve 290.00 MPa olarak
bulunmustur. Ayrica 2B iskeleler lizerinde su temas agis1 Ol¢limleri gerceklestirilmistir.
Iskelelerin su temas acilar1 %5 P3HB igin 88.30£19.90°, %10 PBA katkili P3HB igin
48.90+9.00°°dir. Su alim kapasitesi Olglimleri ise 1slak elektroegirme yontemi ile iiretilen
doku iskeleleri ile yapilmistir. Ug boyutlu fibréz doku iskelelerinin su alim kapasiteleri %10
P3HB igin %356.70+25.00 olarak, %10 PBA katkili P3HB i¢in ise %443.60+£101.10 olarak

hesaplanmuistir.

Hiicresel uyumlulugun incelenebilmesi i¢in P3HB ve PBA katkili P3HB fibroz 3B iskeleler
ile MC3T3-E1 preosteoblastik hiicre hatti kullanilarak hiicre kiiltiirii galigmalart yapilmistir.
Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla mitokondriyal canlilik analizi (MTT) ve hiicre

morfolojisinin takibi i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi ger¢eklestirilmistir.

Sonug¢ olarak PBA katkilamasinin P3HB’nin doku miihendisligi acisindan olumsuzluk
yaratan yiiksek kristalinite, yliksek hidrofobisite gibi olumsuz 6zelliklerini iyilestirdigi ve

mekanik agidan olumlu 6zellikler katarak hiicresel uyumlulugu arttirdig: tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Poli-3-hidroksibutirat; poli-B-alanin; doku iskelesi; dondurarak

kurutma; geleneksel elektroegirme; 1slak elektroegirme.
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In the thesis study, to produce a novel tissue engineering material, a biopolyester poly-3-
hydroxybutyrate (P3HB) reinforced with poly-B-alanine (PBA), PBA copolymer poly(B-
alanine-co-ethyleneoxide (PMBA), PBA derivative poly(N-(3-methoxypropyl)-B-alanine)
(PNMPBA) polyamides, which were synthesized by hydrogen transfer polymerization, were
used for the first time in the field of tissue engineering. Elimination of negative features of
P3HB by reinforcement was also aimed. Freeze drying and electrospinning methods were

selected for the production of tissue scaffolds.

Five percent P3HB and P3HB reinforced with PBA, PNMPBA and PMBA with 2%, 5% and
10% by mass relative to P3HB 3-dimensional (3D) sponge-like tissue scaffolds were
obtained by freeze-drying method. Mechanical compression tests were applied on the
scaffolds and the compressive strength values were found as 14.00 = 0.00 kPa and 5.66 +
1.04 kPa, the elastic modulus values were found as 27.40 + 0.00 kPa and 12.06 + 3.20 kPa
for the P3HB and 2% PBA scaffolds, respectively. X-ray diffraction (XRD) analysis was
performed to investigate the effect of the reinforcement on the crystal structure of P3HB.
The crystallinity of the P3HB is found as 52.70%; and the crystallinity of the 2% PBA,
PNMPBA and PMBA doped groups were 48.84%, 42.50% and 46.84%; the crystallinity of
the 5% PBA, PNMPBA and PMBA doped groups was 46.46%, 46.01% and 46.61%, the
crystallinity of 10% PBA, PNMPBA and PMBA doped groups were 36.91%, 41.21% and



46.27%, respectively. According to the characterization results, it has been determined that
the scaffolds which produced with freeze-drying method were not suitable for tissue

engineering applications.

Two-dimensional (2D) and 3D fibrous tissue scaffolds were obtained by using conventional
electrospinning and wet electrospinning techniques, respectively. For conventional
electrospinning, 5% (w/v) P3HB and 10% PBA (w/w) were dissolved in
hexafluoroisopropanol (HFIP) and 15 kV voltage, 22.5 cm syringe-collector distance and
1.0 mL/h flow rate have been determined as convenient conditions after optimization of
electrospinning conditions. For wet electrospinning, 10% (w/v) P3HB and 10% (w/v) PBA
were dissolved in HFIP and 15 kV voltage, 16.5 cm syringe-collector distance and 1 mL/h

flow rate conditions were selected after optimization of the electrospinning conditions.

Diameters of 5% P3HB and 10% PBA doped P3HB fibers produced by conventional
electrospinning method were 4.44+1.81 um and 3.21+1.82 pum, and the diameters of 10%
P3HB and 10% PBA doped P3HB fibers produced by wet electrospinning were 5.08+1.57
pm and 5.12+1.63 um, respectively. Tensile tests were performed on 2D fibrous matrices
produced by conventional electrospinning. The tensile strengths of the scaffolds were found
as 4.00 MPa and 8.20 MPa, while the elastic modulus values were found as 152.00 MPa and
290.00 MPa, respectively. In addition, water contact angle analysis was performed on 2D
fiber scaffolds. The water contact angles of the scaffolds were found 88.304+19.90° for 5%
P3HB and 48.90+9.00° for P3HB with 10% PBA, respectively. Water uptake capacity
measurements were performed with tissue scaffolds produced by wet electrospinning. The
water uptake capacities of three dimensional fibrous tissue scaffolds were found
356.70+£25.00% for 10% P3HB and 443.60+101.10% for P3HB doped 10% PBA.

Cell culture studies were carried out with P3HB and PBA doped P3HB fibrous 3B scaffolds
and MC3T3-E1 preosteoblastic cell line to examine cellular compatibility. For determining
cell viability and cell morphology mitochondrial viability assay (MTT) and scanning
electron microscope (SEM) analysis were applied, respectively.

In conclusion, it has been found that PBA doping enhance P3HB’s some negative properties
in terms of tissue engineering such as high crystallinity, high hydrophobicity and it improves

cellular compatibility by adding positive mechanical aspects.

Key words: Poly-3-hydroxybutyrate, poly-B-alanine, tissue scaffold, freeze-drying,
traditional electrospinning, wet electrospinning.
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1. GIRIS
Insanin kendi dogasin1 anlama ve sorunlarma ¢dziim getirme arayisindaki yaklasimlardan

biri olan “doku miihendisligi”, son 30 yildir iizerinde yogun g¢alismalarin devam ettigi

disiplinler arasi bir bilimsel alani olusturmaktadir.

Kalict tedavi yontemleri gelistirmeyi hedefleyen doku miihendisligi, insanin yasam
kalitesinin arttirllmasinda oncii bir konum iistlenmektedir. Mevcut tedavi yontemlerinin
yerini alacak yenilik¢i ve etkili ¢oziimler, s6z konusu insan sagligi oldugundan, birgok
parametre goz Oniinde bulundurularak hayata gecirilmeye ¢alisilmaktadir. Bu parametrelerin
temelinde geleneksel doku miihendisligi yaklasimlarinin ana bileseni olan biyomalzeme
secimi yatar. Gegici olarak hasarli bolgeyi dolduran, {izerindeki hiicreler ¢ogalirken bir
yandan bozunan, doku rejenerasyonunu saglayan doku iskelelerinin iiretiminde hala
biyomalzeme kaynakli sikintilar bulunmaktadir. Malzemelerin morfolojik, fiziksel,
kimyasal, mekanik ve biyokimyasal 6zelliklerinin dogal doku 6zellikleriyle uyusmasi ideal
olarak istenen durumdur. Mevcut dogal ve sentetik polimerler, seramikler ve kompozit
biyomalzemeler bu agidan eksik kalmaktadir. Dogal dokuyu taklit edebilen malzemelerin
gelistirilmesi amaciyla birgok ¢alisma yapilmaktadir. Insan viicudu kompozit bir yapidadir.
Bu nedenle tek basina bir malzeme grubunun ilgili dokuyu taklit edebilmesi pek miimkiin
gozilkmemektedir. Bu sorunun {istesinden gelebilmek i¢in dogal ve sentetik polimer
karisimlari, seramik ve polimer kompozitleri hazirlanmaktadir. Ek olarak mevcut
polimerlerin 6zelliklerinin iyilestirilebilmesi amaciyla polimerlere fiziksel, kimyasal ve

biyokimyasal ¢esitli modifikasyonlar da yapilmaktadir.

Biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilme 6zelliklerine sahip olan poli-3-
hidroksibutirat (P3HB), son yillarda doku mithendisligi uygulamalarinda iistiin 6zellikleri
nedeniyle siklikla karsimiza ¢ikan bir biyopoliesterdir [1]. P3HB’nin doku miihendisligi
uygulamalar1 acisindan olumsuzluk olusturacak yiliksek kristalinite [2,3], diisiik
biyobozunma hiz1 [4-6] ve yiiksek hidrofobisite [7,8] kaynakli bazi Ozellikleri de
bulunmaktadir. Bu 6zelliklerin iyilestirilebilmesi i¢in P3HB, ayni ya da farkli malzeme

gruplari ile veya cesitli fiziksel ve kimyasal yontemlerle modifiye edilmelidir.

Sunulan tez ¢alismasinda P3HB, daha 6nce higbir ¢alismada tek basina biyomalzeme olarak
kullanilmamis olan ve ilk defa hidrojen transfer polimerizasyonuyla sentezlenen poli-p3-
alanin (PBA), PBA kopolimeri poli(p-alanin-ko-etilenoksit) (PMBA) ve PBA tiirevi poli(N-
(3-metoksipropil)-p-alanin) (PNMPBA) ile katkilanarak, P3HB’nin olumsuz o&zellikleri



giderilmeye calisilmistir. Doku iskelesi iiretimi i¢in dondurarak kurutma yontemi ve
elektroegirme olmak iizere 2 farkli {retim yontemi kullanilmistir. Elektroegirme
asamasinda ise geleneksel elektroegirme ve 1slak elektroegirme olmak tizere 2 farkli
elektroegirme teknigi ile doku iskeleleri tiretilmistir. Dondurarak kurutma yontemiyle 3
boyutlu (3B) siinger benzeri doku iskeleleri elde edilirken; geleneksel elektroegirme ile 2
boyutlu (2B) fibroz, 1slak elektroegirme ile de 3B pamuksu fibréz doku iskeleleri elde

edilmistir.

Dondurarak kurutma yontemi ile tiretilmis doku iskelelerinin morfolojik 6zellikleri, mekanik
dayanimlari, bozunma davraniglari, kristal yapilar1 ve sitotoksik etkileri belirlenmistir.
Ancak, bu yontem ile tiretilmis olan doku iskelelerinin morfolojik ve mekanik olarak doku
miihendisligi gerekliliklerini karsilamadigi tespit edilmistir. Ardindan P3HB’ye daha uygun
oldugu diisiiniilen elektroegirme yontemine gecilmistir. Elektroegirme parametreleri
optimize edilmistir. Katkilama polimerleri olan PNMPBA ve PMBA’nin bu islem igin
viskozite yetersizliginden dolayr uygun olmadig1 goriilerek, calismalara yalnizca PBA
katkilamasi ile devam edilmistir. Elektroegirme ile tiretilmis doku iskelelerinin morfolojik
ozellikleri, su alim kapasiteleri, mekanik dayanimlari ve su temas acilari incelenmistir. Daha
once higbir ¢calismada doku iskelesi malzemesi olarak kullanilmamis olan P3HB ve PBA
karigimlarindan elde edilen iskelelerin hiicresel uyumlulugunun tespit edilebilmesi i¢in 3B
fibr6z doku iskeleleri ile MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicre hatt1 kullanilarak 21 giinliik hiicre
kiiltiirii ¢aligmas1 yapilmistir. Deneysel bulgular degerlendirilerek uygun doku iskelesi

secilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Tez calismasinda yararlanilan literatiir bilgileri bu béliimde 6zetlenmistir. ilk boliimde doku
miithendisligi ve doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemelerle ilgili bilgilendirme
yapilmustir. Ikinci béliimde, doku iskelesi iiretim ydntemleri incelenmistir. Bu ydntemler
arasindan dondurarak kurutma ve elektroegirme yontemleri tez ¢alismasinda kullanilan
yontemler oldugundan detayli olarak agiklanmistir. Son boliimde ise, tez ¢alismasinin temel
doku iskelesi polimerleri olan P3HB ve PBA/tiirevleri hakkinda bilgi verilmis ve doku

miithendisligi literatiiriindeki kullanimlarina ait bilgiler 6zetlenmistir.

2.1. Doku Miihendisligi ve Doku Miihendisligi Yaklasimlar:

Son ylizyilda 6zellikle ¢evresel kosullarin ve insan yasam seklinin degismesiyle birlikte,
insanlik bir¢ok hastalikla kars1 karsiya kalmistir. Bu hastaliklar arasinda ¢agimizin vebasi
sayilabilecek kanser, kalp krizi, diyabet, obezite, alerji, osteoporoz, Alzheimer ve depresyon
onemli bir yer tutmaktadir. Biitiin bunlarin yaninda kazalara bagli yaralanmalar, travmalar
ve organ kayiplari insan yasamini tehdit eden diger etmenlerdir. Tiim bu durumlar, ilgili
hasarli doku veya organin rejenerasyonunu kolaylastiracak tedavileri gerekli kilmaktadir.
Mevcut tedavi yontemleri hastadan alinan dokunun gene ayni hastaya ait hasarli bolgeye
aktarimi (otogreft), bir kisiden digerine (allogreft) aktarimi veya hayvandan insana
(zenogreft) aktarimi {izerinde yogunlagsmaktadir. Bu tedaviler devrim niteliginde birer
¢oziim olsa da, her ii¢ teknikte de bilyiik sorunlar bulunmaktadir. Otogreftleri elde etme
sireci olduk¢a pahali ve agrili olmasmmin yani sira, dondr bolge ile ilgili anatomik
kisitlamalar, morbidite ve hematom da karsilasilan diger problemlerdir. Benzer sekilde,
allogreftler ve zenogreftlerin tiim hastalarin bu tedaviye erisimi i¢in yeterli miktarda
olmayis1, hastanin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilme riski ve dondr kaynakli

enfeksiyon ve hastaliklar nedeniyle ciddi kisitlamalara sahiptir [9].

Bu baglamda karsimiza yeni bir bilim alan1 ¢ikmaktadir; temelleri 16. yiizyila kadar
gotiiriilebilen fakat kavramsal olarak 1988’de tanimlanan “doku miihendisligi” [10]. Doku
mihendisligi; kimya, fizik, malzeme bilimi, miithendislik, hiicre biyolojisi, genetik ve tip
gibi birgok bilim dalini bir araya getiren disiplinler arasi bir bilimsel ¢alisma alanidir. Doku
miihendisligi, mevcut tedavi yontemlerine alternatif olarak, hasarli bolgeyi otogreft ya da
allogreft eslenikler ile degistirmek yerine dokuyu taklit eden, koruyan veya iyilestiren

biyolojik iskeleler gelistirmeyi amaglamaktadir.



Bu amaglar gercevesinde ortaya konan ilk yaklagimda hasarli bolgede yeni doku olusumunu
saglamak icin membran formunda biyomalzemeler kullanilmstir. Ikinci yaklagimda ise
hiicreler ilgili dokulardan izole edilmis ve cesitli tekniklerle manipiile edilerek viicuda
yerlestirilmistir. Ugiincii yaklasimda biyomalzemelerin biyosinyal molekiilleri ile
modifikasyonu s6z konusuyken; son yaklasimda hiicreler, biyomalzemeler ve biyosinyal
molekiilleri birlestirilmistir. Doku miihendisliginde yukaridan asagiya (top-down) ve

asagidan yukariya (bottom-up) olmak tizere 2 farkli yaklagim kullanilmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Doku miihendisliginde “top-down” ve “bottom-up” yaklagimlar.

“Top-down” veya bir diger deyisle doku-iskelesi temelli doku miihendisligi yaklasiminda
biyouyumlu, biyobozunur, mekanik ve morfolojik olarak dogal dokuyu taklit edebilen
polimerik, seramik veya kompozit yapida, gozenekli doku iskeleleri kullanilmaktadir ve
doku rejenerasyonunu saglayacak sistem genel olarak hiicre, doku iskelesi, biyoreaktor ve
biyosinyal molekiilleri bilesenlerinden olusmaktadir. Uygulamalardaki basari, dokularin ve
organlarin yenilenmesi i¢in uygun ortami saglayan, hiicre dis1 matrisi (ECM) taklit edebilen
gozenekli 3 boyutlu iskele kullanimina biiyiik 6l¢iide bagimlidir. Doku olusumu i¢in sablon
gibi davranan doku iskeleleri iizerine hiicreler ekilir. Hiicrelerin dogal ortaminda maruz
kaldig1 kimyasal uyaranlar taklit amaciyla biliylime faktorleri ortama eklenir ve mekanik
uyaranlar taklit icin biyoreaktorler ile iskele-hiicre bilesimi biyofiziksel uyaranlara tabi
tutulur. Hiicre ekilmis doku iskeleleri, in vitro kosullarda kiiltiire edilirler. Bu yap1 dogrudan

hasarl1 bolgeye implante edilebilir. Bir diger durumda ise, gegici olarak destek gorevi goren



doku iskelesi zamanla bozunur ve bu sirada hiicreler kendi matrislerini olusturarak doku
olusumunu gerceklestirirler. Ardindan elde edilen miihendislik iiriinii doku hasarli bolgeye
implante edilir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Doku iskelesi temelli doku miihendisligi yaklagimindaki islem basamaklarinin
sematik gdsterimi.

“Bottom-up” yaklasiminda ise hiicre tabakalari, hiicre agregatlari, hiicre modiilleri ve
biyobaskilama ile doku olusumu gergeklesmektedir. Ozellikle son yillarda hiicre tabaka
miihendisligi ve 3 boyutlu biyobaskilama yontemleri oldukg¢a popiiler aragtirma konularidir.
Iskele temelli yaklasimlarda genellikle difiizyon kisitlamalari, yetersiz damarlanma, diisiik
hiicre yogunlugu, homojen olmayan hiicresel dagilim ve iskelenin neden oldugu inflamatuar
yanit temel problemlerdir. “Bottom-up” yaklasim hiicre temelli bir yaklasim oldugundan bu
problemlerin biiyiikk bir kismi 6rnegin, iskele kaynakli fibrozis, makrofaj ve notrofil
aktivasyonu engellenebilmektedir. Ayrica, dogal dokunun hiicresel icerigine benzer olarak
yiiksek hiicre yogunlugu elde edilebilmektedir. Fakat “bottom-up” yaklasimlarda da cesitli
problemlerle karsilasiimaktadir. Ozellikle elde edilen yapmin mekanik 6zelliklerinin
yetersizligi, fazla maliyet gerektirmesi ve Olceklendirmedeki problemler Onemli
kisitlamalardir. Bu nedenle halen “top-down” yaklagimdaki doku iskelelerinden kaynakli
sorunlarin ¢6ziimlenebilmesi i¢in yeni biyomalzeme arayis1 konusunda arastirmalar yogun

bir bi¢imde devam etmektedir.



2.2. Doku iskelesi Uretiminde Kullanilan Biyomalzemeler

Cesitli biyomalzemelerden birgok teknik kullanilarak iiretilen doku iskeleleri tasarlanirken,
doku tipine bakilmaksizin, géz onilinde bulundurulmasi gereken bazi temel noktalar
bulunmaktadir. Bunlar; biyouyumluluk, biyobozunurluk, mekanik 6zellikler, iskele yapisi

ve iskele iiretim yontemidir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak bir doku iskelesi igin ilk 6lgiit,
biyouyumlu olmast gerekliligidir. Hiicreler malzeme ylizeyine yapismali, dogal
ortamlarindaki fonksiyonlarini gostermeli, yiizey iizerinde ve iskele igerisinde go¢
edebilmelidir. Ayrica doku iskelesi, implantasyondan sonra yapinin viicut tarafindan

reddiyle sonuglanan inflamatuar yanita neden olmamalidir.

Doku miihendisliginin amaci, viicudun kendi hiicrelerinin {irettigi hiicre dis1 matrisin,
zamanla, yerlestirilen iskelenin yerini almasin1 saglamaktir (Sekil 2.3). Dolayisiyla doku
iskelesi, hiicrelerin kendi hiicre dis1 matrislerini tiretmesine izin verecek sekilde biyolojik
olarak parcgalanabilir olmalidir. Bu bozunumun yan iiriinleri toksik olmamali ve diger
organlar ile etkilesime girmeden viicuttan ¢ikabilmelidir. Bozunmanin doku olusumuyla
birlikte gergeklesebilmesi igin, kontrollii hiicre infiizyonu ile birlestirilmis bir inflamatuar

yanit gereklidir.

BIYOSINYAL ) ]
MOLEKULLERI VASKULARIZASYON

DOKU HUCRELER HUCRELER KENDi
ISKELESI ISKELEYE EKILIiR VE ECM’LERINI
(YAPAY ECM) _ HUCRELER OLUSTURUR/ ISKELE
COGALMAYA BASLAR BOZUNUR

Sekil 2.3. Doku miihendisliginde ideal doku olusum siireci.



Ideal olarak, doku iskelelerinin mekanik 6zellikleri implante edilecek anatomik bolge ile
uyumlu ve implantasyon sirasinda cerrahi miidahaleye izin verecek kadar da gii¢lii mekanik
dayanima sahip olmahdir. Bu o6zellik tiim dokularda Onem tasirken, &zellikle
kardiyovaskiiler ve ortopedik uygulamalar i¢in bazi zorluklar1 beraberinde getirmektedir.
Yeterli mekanik 6zelliklere sahip doku iskeleleri tiretmek, kemik veya kikirdak miithendisligi
alaninda karsilasilan en biiytik giigliiklerden biridir. Doku iskeleleri implantasyon sonrasinda
dokunun kendini yeniden sekillendirme isleminin tamamlanmasina kadar yeterli mekanik
dirence sahip olmalidir. Bir diger zorluk iyilesme oranlarinin yasa gore degismesidir.
Ornegin, geng bireylerde, kiriklar yaklasik alt1 hafta iginde iyilesirken, bu durum yaslilarda
daha yavastir. Her iki kosulda da hasar goren bdlge 1 yil sonra bile eski mekanik biitlinligiine
geri donemez. Ortopedik uygulamalar i¢in doku iskelesi tasarlanirken bu hususlar da dikkate
alimmalidir. Buna ek olarak bir malzemedeki gozeneklilik arttikca mekanik dayanimi
diismektedir. Fakat gozeneklilik vaskiilarizasyon ve filtrasyon icin bir gerekliliktir. Bu
nedenle mekanik o&zellikler ile gozenekli mimari arasinda hiicre infiltrasyonuna ve
vaskiilarizasyona izin veren bir dengenin doku iskelesinin basarisi agisindan énemli bir

parametre oldugu aciktir.

Doku iskelelerinin mimari yapisi doku miihendisligi acisindan kritik oneme sahiptir.
Iskelenin merkez bolgesindeki bozunma, vaskiilarizasyon eksikligi ve atik iiriinlerin
merkezden uzaklastirllamamasi iskele temelli doku miihendisligi yaklagimlarindaki en
biiyiik problemdir. Iskeleler, hiicresel penetrasyonu, besinlerin ve oksijenin infiltrasyonunu
saglamak icin birbirine bagli gozeneklere ve yiiksek gézeneklilige sahip olmalidir. Ayrica,
atik trtinlerin iskele disina tasinmasi i¢in de i¢sel baglantili gézenekli bir yapiya ihtiyag
duyulmaktadir. Bir diger kilit bilegen ise iskele gézeneklerinin ortalama gozenek boyutudur.
Hiicreler oncelikle malzeme yilizeyindeki kimyasal gruplar (ligandlar) vasitasiyla iskele ile
etkilesime girmektedir. ECM’in dogal bir bileseni olan kollajenden tiretilen doku iskeleleri,
Arg-Gly-Asp (RGD) baglanma sekanslar1 adi verilen dogal ligandlara sahiptir. Fakat
sentetik malzemelerden tretilen doku iskelelerinde bu ligandlar bulunmadigindan protein
adsorpsiyonu yoluyla hiicreler ile etkilesime gegilmektedir. Ligand yogunlugu, hiicrelerin
yapisabilecegi bir gozenek icindeki mevcut yiizey olan spesifik yiizey alanindan
etkilenmektedir. Go6zeneklerin hiicrelerin yapi igerisine go¢ etmesine ve buralardaki
ligandlara baglanmasina izin verecek kadar biiyliik olmalari gerekirken ayni zamanda
spesifik ylizey alani olusturarak kritik sayidaki hiicrenin efektif olarak iskeleye baglanmasi

icin de yeterince kiigiik olmalar1 gerekmektedir [11,12]. Bu nedenle, herhangi bir iskele i¢in,



kullanilan hiicrenin tiiriine ve dokuya bagl olarak degisebilen gdzenek boyutlarinin kritik

bir aralig1 mevcuttur.

Bir doku iskelesinin ya da doku miihendisligi iiriinii olan bir yapiin Klinik ve ticari
uygulanabilirligi, o tiriiniin maliyet agisindan uygun ve seri tiretim igin 6lgeklendirilebilir
olmasina baghdir. Olgeklendirilebilir imalat siireclerinin iyi imalat uygulamalar1 (GMP)
standardina gore gelistirilmesi, doku miihendisligi stratejilerinin klinikte basar1 gostermesi
agisindan kritik 6neme sahiptir. Bir diger énemli faktor de, doku miihendisligi liriiniiniin
nasil saklanacagini belirleyen, bir iirtiniin klinisyene teslim etme kosullarini belirlemektir.
Klinisyenler, implantasyondan once in vitro hiicre kiltiri gibi ilave cerrahi islem
gerektirmeksizin tiriiniin kullanilabilirligini tercih etmektedir. Bununla birlikte, baz1 doku
tirleri i¢in bu miimkiin degildir ve implantasyondan once in vitro miihendislik

gerekmektedir.

Cizelge 2.1. Doku iskelesi tiretiminde kullanilan baz1 biyomalzemeler

Biyomalzeme

Tiirii Biyomalzeme
Trikalsiyum Fosfat (TCP)
Seramik _ o
Hidroksiapatit (HA)
Polilaktitler Polihidroksialkonatlar Polietilen glikol
Polilaktik asit (PLA) Poli 3-hidroksibutirat (PEG)
Sentetik Poliglikolik asit (PGA) (P3HB) Poliamitler
Polimer Poli(laktik-ko-glikolik Poli 3-hidroksivalerat Polianhidritler
asit) (PLGA) (PHBV) Polikaprolakton
(PCL)
Kollajen
Hyaluronik asit
Dogal o
Fibrin
Polimer
Aljinat
Kitosan

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak doku iskeleleri igin son dl¢iit yukarida
anlatilan 6zelliklerin hepsine bagli olan, doku iskelesinin iiretilecegi biyomalzeme se¢imidir.
Biyomalzemeler; viicudun herhangi bir dokusunu, organini tedavi etmek, fonksiyonalitesini
arttirmak veya degistirmek i¢in biyolojik sistemler ile arabirim olusturmayir amaclayan

malzemelerdir. Biyomalzemeler, viicutla etkilesime girerek biyolojik siiregleri etkiler ve
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doku rejenerasyonunu saglar. Tipik olarak, doku iskelesi iiretiminde ii¢ ayr1 biyomalzeme;
seramik, sentetik polimer ve dogal polimer grubu kullanilir. Cizelge 2.1°de doku
miithendisliginde kullanilan seramik, sentetik polimer ve dogal polimer gruplar
orneklendirilerek verilmistir. Tiim bu biyomalzeme gruplarinin her birinin kendine 6zgii
avantajlarinin bulunmasinin yani sira dogal doku taklit etmeyi kritik olarak etkileyen
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu nedenle farkli malzeme gruplarindan olusan kompozit

iskele kullanimu gittik¢e yayginlagsmaktadir [9].

2.2.1. Polimerik biyomalzemeler

Biyolojik olarak bozunabilir polimerler dogal ve sentetik olarak 2 gruba ayrilmaktadir. Doku
miihendisliginde kullanilan dogal polimerler genellikle memeli hiicre dis1 matrisinde
bulunan kollajen, fibrin, glikozaminoglikan, hyaluronik asit ya da diger canlilarda bulunan
ancak memeli hiicrelerine ve dokularina toksik etkiler yaratmayan aljinat, ipek ve kitosandir.

Asagida siklikla kullanilan bazi1 dogal polimerler hakkinda detayli bilgi verilmistir.

Kollajen: Biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan ve dogal bir polimer olan
kollajen, omurgalilarda en fazla bulunan protein yapisidir. Yaklagik 1000 aminoasit
dizisinden olusur ve tiglii alfa heliks yapisina sahiptir. Kollajen alfa heliks yapisinda Gly-X-
Y tripeptit dizileri siklikla tekrarlanan birimlerdir. X ve Y birimlerinde genellikle prolin ve
lizin veya bu aminoasitlerin modifiye hali olan hidroksiprolin ve hidroksilizin bulunurken,
alfa heliks yap1 biitiinligiinii koruyan glisin ise molekiildeki ti¢linci konumda her zaman
bulunmaktadir. Hidroksiprolin ve glisinler arasindaki hidrojen baglar1 da yapiya kararlilik
kazandirir. . tip deri, kemik ve tendonda, 1l. tip kikirdakta, 1. tip kan damarlari, deri ve i¢
organlarin parankimasinda, IV. tip epitel hiicrelerin bazal membraninda ve son olarak V. tip
deri, plasenta, kemik ve diiz kaslarda olmak tizere insan viicudunda genetik agidan bes farkli
tip kollajen yapis1 bulunumaktadir. Tip I, II ve III en fazla bulunan ve en fazla ipliksi
yapidaki kollajen tipleridir. Dogal kollajende lizin ve hidroksilizin arasinda ¢capraz baglanma
lizil oksidaz enzimi ile gergeklestirilirken, biyomalzeme uygulamalarinda ise gama
radyasyonu, glutaraldehit veya karbodiimid gibi ¢apraz baglayici ajanlar ile gergeklestirilir.
Capraz baglama islemi, biyolojik pargalanma oranimi diisiirmek, ¢cekme direncini arttirmak

ve ¢oziintirliigii azaltmak i¢in kullanilmaktadir [13].

Aljinat: Aljinat, kahverengi alglerin veya yosunlarin birincil yapisal polimeri olan aljinik
asitin tuz formudur. Aljinat, iironat monosakkaritleri olan d-mannuronik asit ve a-I-gluronik
asit kopolimer bilesiminden tiiretilir. Bu negatif yiikli monomerin, M birimlerinin veya G

birimlerinin doniisiimlii veya tekrar eden birimlerindeki miktar ve dagilim, elde edildigi



canliya ve canlinin yasina baglidir. Aljinatin hidrojel olusturma kabiliyeti, ¢cok degerlikli
katyon gruplar1 ile G birimlerindeki karboksilat gruplar1 arasindaki iyonik baglanma
vasitasityla gerceklesen c¢apraz baglanmaya baghidir. Bu anyonik bilesimlerin oldukca
hidratlanmis (% 99'a kadar) dogasi, materyalin yiizey karakterini son derece hidrofilik hale

getirir [13].

Kitosan: p(1-4) konumundan bagli D-glukozamin (GIcN) monosakkaritlerinin, N-
asetilglukozamin (GlcNac)’lerin arasina rastgele girmesi ile olusan kitosan, pozitif yiiklii bir
polisakkarittir. Kitosan, eklem bacakli dis iskeletinin birincil yapisi olan kitinin bir tiirevidir.
Kitinden farkli olarak GlcNac monosakkaritleri glikozamin (Glc) ile yer degistirmistir.
Kitosanin jel olusturma kabiliyeti, komsu Glc monosakkaritlerindeki serbest amin gruplari
arasinda olusan hidrojen baglarindan kaynaklanmaktadir. Amin gruplarinin protonlanmasi
hidrojen baginin derecesini diisiirdiigiinden, bu reaksiyon oldukc¢a pH bagimlidir. Kitosan
normal olarak alkalin kosullar altinda (pH>7) jel formunda iken, pH 5’in altinda diistiigiinde
tamamen ¢Oziiniir formdadir. Ticari olarak temin edilebilen kitosan, bilesim bakimindan
oldukga degisken olabilir. Deasetilasyon dereceleri (DA) %50 ile %90 arasinda degiskenlik
gosterebilirken, molekiiler agirliklart 300 ile 1000 kDa arasindadir [13]. Sekil 2.4’te doku
mithendisliginde kullanilan bazi dogal polimerlerin elde edildigi kaynak, molekiiler yapisi

ve bu polimerler ile elde edilen iskele fotograflar verilmistir.

M= -D-mannuronik asit G= a-L-gluronik asit
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Sekil 2.4. Doku miihendisliginde kullanilan baz1 dogal polimerler, a) Kollajen, b) Aljinat, c)
Kitosan.
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Dogal polimerler, molekiiler ve makroskopik seviyede, yiiksek oranda organize bir yapiya
sahiptir ve bu 6zellikleri nedeniyle dogal dokulari taklit agisindan oldukga avantajlhidirlar.
Yiiksek biyouyumluluga ve biyobozunurluga sahip olmalariin yani sira implante edildikleri
bolgede, doku ile hiicre arasindaki etkilesim mekanizmalarini uyarabilirler. Bu nedenle doku
mithendisligi uygulamalarinda dogal polimerler siklikla tercih edilmektedir. Fakat dogal
polimerler biyolojik dokulardan izole edildiginden {irlinler arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Bununla birlikte, dogal polimerler genellikle hiicreleri yonlendirmek igin
onemli sinyaller gonderebilen bolgeler igeriyor olsa da, bu biyoaktivite immojenite ile ilgili
sorunlara neden olabilir [14], ayrica diisiik mekanik dayanima ve patojen barindirma riskine
sahiptirler. Dogal polimerlerin bozunumu g¢ogunlukla enzimatik siire¢lere dayandigindan,
bireyin 6zgiin enzim etkinligine bagl olarak, polimerin bozunma hizi hastadan hastaya

degisebilmektedir [15].

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan bir diger polimer grubu ise sentetik
polimerler olup, ¢ok kullanilan 6rnekleri Cizelge 2.1°de verilmistir. PGA, PLA ve bunlarin
kopolimerleri Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi (FDA) onaylidir. Cerrahi
dikislerde 20 yil1 askin siiredir kullanilmakta olan PLA ve PGA igin olumlu Klinik raporlar
bulunmaktadir. PLA ailesi en ¢ok kullanilan sentetik biyomalzemelerdir. Laktit/glikolit
kopolimerlerinde monomer oranlarinin degistirilmesiyle farkli fiziksel ozellikler ve
bozunma siireleri elde edilebilmektedir. Poli-L-laktit (PLLA) ve PGA yiiksek kristalin
yapilarindan dolay1 yavas bozunurken, bunlarin kopolimerleri (PLGA) amorf yapida olup

daha hizli bozunmaktadir.

Poliglikolik asit (PGA): PGA ve homopolimerleri diger biyolojik olarak parcalanabilir

polimerlere kiyasla, genellikle %35-75 araliginda kristaliniteye sahip polimerlerdir. Camsi
gecis sicakliklar1 25°C ile 65°C arasinda degisirken, erime sicakliklar1 185°C ile 225°C
arasinda degismektedir. Neredeyse tiim glikolit ve homopolimerleri eritilerek ekstriizyon ve
kaliplama islemlerine tabi tutulabilmektedir. Yiiksek derecedeki Kristalinitesi nedeniyle,
PGA hekzafloroizopropanol (HFIP) gibi yiiksek halojen igerigine sahip ¢oziiciiler disinda
organik coziiclilerde ¢oziinmez. Bozunma iiriinii olan glikolik asit insan viicuna toksik
degildir. Hidrofilik yapist nedeniyle, implantasyondan 2 hafta sonra mekanik dayanimini
hizla (%50) kaybeder. Yaklasik 4 hafta sonra bozunma tiriinlerinin emilimi baglarken, tam

emilim yaklasik 4 ile 6 ay arasinda gerceklesir [15].
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Polilaktik asit (PLA): PGA'ya yapisal olarak ¢ok benzer olmasina ragmen, PLA

yapisindaki alfa karbon iizerinde asili metil grubunun varligi nedeniyle kimyasal, fiziksel ve
mekanik 6zellikler a¢isindan PGA’dan oldukga farklidir. Bu yap1 PLA'nin alfa karbonunda
kiraliteye ve L, D ve DL izomerlerinin olusumuna neden olur. PLLA yaklasik 65°C camsi
gecis sicakligl ve yaklasik 170-180°C erime sicakligina sahip yari-Kristalin yapida nispeten
sert bir malzemedir. PGA'ya gore daha az kristalin olan PLLA, %35 kristaliniteye sahiptir.
Molekiil agirligina bagh olarak yaklasik 200-250°C sicaklik araliginda eritilebilir. Buna
karsilik, poli (D, L-laktit) (PDLLA), molekiil agirligina bagl olarak 50-60°C araliginda
camsi gecis sicakliga sahip, amorf ve seffaf bir polimerdir. Dolayisiyla, PDLLA'nin
bozunma hizi PLLA'ninkinden daha fazladir. Polimer iskelenin boyutuna ve kalinligina
bagli olarak PDLLA'nin hidrolizi 2-12 aylik bir siire icinde tamamlanabilir. Molekiil agirlig1,
kristallinite ve kopolimer bilesiminin bozunma hizinmi etkiledigi bilinmesine ragmen, bu
polimerlerin in vitro ve in vivo bozunmalarinin bazi yonleri hala tam olarak anlagilamamistir
[15].

Sekil 2.5. Doku mithendisliginde kullanilan bazi sentetik polimerler, a) Polilaktik asit (PLA),
b) Poliglikolik asit (PGA), c) Polikaprolakton (PCL).

Polikaprolakton (PCL): E-kaprolaktonun halka agma polimerizasyonu ile elde edilen PCL,

58-63°C arasinda erime sicakligina ve 260°C’de camsi gegis sicakligina sahip yari kristalin
bir polimerdir. PCL homopolimerinin tekrar eden molekiiler yapis1 bes adet polar olmayan
metilen grubundan ve nispeten daha polar bir grup olan ester grubundan olusur. Bu yapi,
yiiksek olefinik igerigi ve hidrolitik olarak dengesiz alifatik-ester baglantisinin varlig ile

biyolojik olarak pargalanabilmektedir. PCL doku ile uyumlu olarak kabul edilmektedir ve
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Avrupa'da biyolojik olarak parcalanabilen siitiir olarak kullanilmaktadir. Fakat olduk¢a uzun
bozunma siiresine (2 yil) sahip oldugundan, biyoemilimini hizlandirmak i¢in D,L-laktit ile
cesitli kopolimerleri sentezlenmektedir [15]. Sekil 2.5’te doku miihendisliginde kullanilan
bazi sentetik polimerlere ait re¢ine formu, kimyasal yapis1 ve bu polimerle elde edilen iskele

yapilar1 verilmistir.

Sentetik biyolojik olarak parcalanabilir polimerler kimyasal olarak sentezlendiginden
molekiiler agirliklarin1 ve molekiiler agirlik dagilimlarin1 kontrol etmek miimkiindiir.
Molekiil agirligr degistirilerek, polimerin bozunma hizi, fiziksel ve mekanik 6zellikleri
degistirilebilmektedir. Sentetik polimerlerde bozunma genellikle hidroliz ile ylizey erozyonu
veya kiitlesel bozunma yoluyla gergeklesmektedir (Sekil 2.6). Enzimatik ortam da polimerin
bozunmasina yardimc1 mekanizma olarak goriilebilmektedir. Hidroliz ile bozunma tercih
edilen bir bozunma tiiriidiir. Ciinkii herhangi bir lokal inflamasyon, pH degisikligi, implant

pargalanmasi olmadikga hidroliz ile bozunma hizi insandan insana degismemektedir [14].

a)

Sekil 2.6. Sentetik polimerlerde hidrolitik bozunma, a) Kiitlesel bozunma, b) Yiizey
erozyonu.

Bu avantajlara ek olarak ongoriilebilir, kontrol edilebilir ve tekrarlanabilir 6zelliklerinin
bulunmasi, kolay islenebilirlik, yiiksek mekanik dayanim, modifiye edilebilirlik 6zellikleri
de sentetik polimerlerin tercih sebepleri arasinda gosterilebilmektedir. Cizelge 2.2°de doku
miihendisliginde siklikla kullanilan baz1 polimerler, mekanik 6zellikleri ve bozunma siireleri
verilmistir. Avantajlarinin yaninda diisiik biyouyumluluk ve monomer ve polimerizasyon
kaynakli safsizlik gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu nedenle sentetik polimerler
dogal polimerle karistirilarak veya c¢esitli ECM bileseni proteinlerle yiizey modifikasyonu
yapilarak kullanilmaktadir. Ayrica gesitli fiziksel ve mekanik 6zelliklerini iyilestirmek i¢in

de diger sentetik polimerlerle karistirilabilmektedirler.
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Cizelge 2.2. Doku miihendisliginde kullanilan sentetik polimerlerin mekanik 6zellikleri ve
bozunma davraniglari (/14] ‘ten degistirilerek)

Cekme Cekme Biikme L .
Polimerik sistem Modiilii Direnci Direnci Bozunma siiresi veya mekanik
ozellik kayb1
(GPa) (MPa) (MPa)
PGA 6.5-7.0 57-100 120-218 Tam kiitle kayb1 60-80 giin

Tam kiitle kayb1 2—5 yil; %50
PLA veya PLLA 2.0-5.1 10-75 45-145 mekanik 6zellik kayb1 yari-kristalin
yapi i¢in 1 ay, amorf yap1 i¢in 5 ay

PDLLA 35 60 130 Tam kiitle kayb1 0.5-1 yil
. 16 haftada % 40 kiitle kaybi, 1
Polikarbonat 14-18 40-60 - yilda 9650 kiitle kaybi
Seliiloz asetat 1.6 26.5 - 180 giinde %6 kiitle kaybi
Titanyum* 115 550-1000 980 Biyoinert
Paslanmaz ¢elik* 210 500-1500 400-800 Biyoinert
Insan kortikal 7-25 50-160 195-235 :
kemigi

*Titanyum, paslanmaz ¢elik ve insan kortikal kemigi karsilastirma amacuyla verilmistir.

2.2.2. Seramik biyomalzemeler

Viicudun zarar goren veya iglevini yitiren organlarmin onarimi, yeniden yapilandiriimasi
veya yerini almas1 amaciyla 6zel olarak tasarlanan bir diger malzeme grubu da seramik ya
da biyoseramiklerdir. Biyoseramikler, biyoinert, biyoaktif ve biyoemilebilir seramikler
olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir. Biyoinert seramikler, aliiminyum oksit (Al2Os/aliimina),
zirkonyum oksit (ZrOaz/zirkonia) ve titanyum oksit (TiO2), biyoseramik grubunun ilk nesil
tirlinleridir. Dokuyla biyolojik olarak etkilesime girmezler ve bozunmazlar. Yiiksek mekanik
dayanim ve korozyon direncine, diisiik siirtlinme katsayisina sahiptirler. Genellikle kalca ve

diz implantlarinda kullanilmaktadirlar.

Biyoaktif seramikler, kalsiyum fosfat (CP), hidroksiapatit (HA) ve biyocam, ikinci nesil
irtinlerdir. Doku ile etkilesime giren biyouyumlu, yiiksek osteointegrasyon kapasitesine
sahip seramiklerdir. Insan viicudundaki kemiklerin %60°1 kalsiyum fosfattan olusmaktadir.
Kalsiyum fosfat gozenekli, igerdigi Ca/P oranina gore farklt bozunma oranina sahip,
bulundugu ortama gore kararlilik gosteren bir yapidadir. Genellikle metalik implant

malzemeleri izerinde kaplama olarak kullanilmaktadir. Hidroksiapatit ise kemigin inorganik
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yapisinda bulunan bir diger seramiktir. Dogada elmastan sonra bilinen en sert malzemedir.
Sert olmasina karsin oldukga kirillgandir ve esnekligi ¢cok azdir. Kemik yapisinda bulunan
HA sitokiyometrik olmayan apatit yapisindadir. Icerigindeki Ca/P orami sitokiyometrik
HA’ten (1.67) daha diisiiktiir. Yapay olarak iiretilen HA ve CP’in igeriklerindeki Ca/P
oraninin dogal dokuya benzemesi gereklidir. Bunun yaninda hidroksiapatit, osteokondiiktif
Ozelliklere sahiptir. Biyoaktif camlara ise SiO2, Na2O, CaO ve P20Os igeren biyocamlar 6rnek
olarak verilebilir. igerdikleri kalsiyum, sodyum ve fosfor nedeniyle implant ve dogal doku
arasinda kimyasal baglanma gerceklesmektedir. Ayrica Bioglass® adiyla piyasada ticari
olarak bulunabilen biyocam malzemeler de bulunmaktadir. Biyoemilebilir seramikler,
trikalsiyum fosfat (TCP), oktakalsiyum fosfat (OCP), ise iigiincii nesil biyoseramiklerdir.
Biyoemilebilir seramikler kendisini ¢evreleyen doku tarafindan bozunabilme ve emilebilme
ozelligine sahiptir [15]. Sekil 2.7°de doku miihendisligi ve implant uygulamalarinda

kullanilan bazi seramikler verilmistir.

___
-

—_—
—_

Sekil 2.7. Doku miihendisliginde kullanilan bazi seramikler, a) Biyoinert seramikler;
sirasiyla aliiminyum oksit (Al2Os/aliimina), zirkonyum oksit (ZrO2/zirkonia) ve titanyum
oksit (TiO2), b) Kalsiyum fosfat, c) Hidroksiapatit.

Biyoseramiklerin biiylik kismi1 kemik dokusunu taklit yeteneklerinden dolayr genellikle
kemik implant malzemesi olarak kullanilmaktadir. Bir implant malzemesinin basaris1 doku
ile implant malzemesi arayiizeyinde gerceklesen baglanmaya baghdir. implantasyon

sonrasinda, implant ylizeyi ile hidratli iyonlar etkilesime girer, ardindan yiizeye protein
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adsorpsiyonu gergeklesir ve osteoblastik hiicreler bu arayiizeye tutunur. Yiizey iizerinde
¢ogalan oOnciil kemik hiicreleri, olgun kemik hiicrelerine farklilasir ve kendi ECM’lerini
olustururarak doku ile biitiinlesirler. implant basarisini etkileyen bir¢ok faktor vardir. Doku
tipi, doku yas1, doku saghigi, doku ici kan dolagimi, arayiizey hareketliligi, arayilizey kan
dolagimi, boyutlar aras1t uygunluk ve mekanik yiikleme gibi faktorler doku yoniinden ele
almirken; implant bilesimi, implanttaki faz sayisi, faz sinirlari, yiizey morfolojisi, yiizey

gbzenekliligi ve kimyasal reaksiyon gibi faktorler ise implant yoniinden ele alinmaktadir.

2.2.3. Kompozit biyomalzemeler

Kompozit biyomalzemeler iki veya daha fazla sayida farkli malzeme grubunun bir araya
getirilmesi ile elde edilmektedir. Geleneksel tek bilesenli polimerik ve seramik
biyomalzemeler tam anlamiyla doku iskelesi gerekliliklerini karsilayamamaktadir. Bu
nedenle, ¢ok bilesenli polimer ve seramik sistemlerinin tasarimi ve hazirlanmasi; yenilikgi,
¢cok fonksiyonlu biyomalzemelerin gelistirilmesini saglayabilmektedir [16]. Her iki
malzeme grubunun igerdigi avantajlar birlestirilerek tek basina bulunduklarinda sahip
olduklar1 dezavantajlari ortadan kaldirmak miimkiindiir. Kompozit biyomalzemeler
tasarlanirken, seramiklerin kirilganlig1 polimer bilesenler ile dengelenirken, polimerlerin
biyouyumluluk sorunu seramikler ile giderilebilmektedir. Ozellikle kemik dokuda, optimal
kirilganlik ve esneklik gosteren mekanik Ozelliklere sahip biyobozunur, kemigin dogal
yapisina benzer, osteoindiiktif ve osteokondiiktif doku iskeleleri tiretmek kompozit doku

iskeleleri ile miimkiin olabilmektedir (Sekil 2.8).

Kikirdak Faz
ipek Doku iskelesi

Arayiiz

Kemik Faz1
Seramik Doku iskelesi

Sekil 2.8. Kompozit doku iskeleleri a) Kollajen-GAG (CG) doku iskelesi, b) Hidroksiapatit
(HA) doku iskelesi, ¢) Kollajen-Hidroksiapatit (CHA) kompozit doku iskelesi, d) Iki fazli
kompozit doku iskelesi.
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2.3. Doku Iskelesi Uretim Yontemleri

Doku iskeleleri siingerimsi (sponge-like) ve fibroz fabrikler olmak tizere 2 farkli formdadir.
Stingerimsi doku iskeleleri, ¢oziicii-dokiim/parcacik uzaklagtirma, gaz kopiiklestirme,
membran laminasyonu ve dondurarak kurutma gibi geleneksel fabrikasyon yontemleri ya da
bilgisayar destekli fabrikasyon yontemleri kullanilarak {retilebilmektedir. Mikro ve

nanofiber fibroz doku iskeleleri ise elektroegirme yontemi kullanilarak elde edilmektedir.

Parcacik uzaklastirma yontemleri: Bu yontemde doku iskelesi malzemesi igerisine

gozenek olusturmasi amactyla kat1 parcaciklar eklenir. Ardindan kat1 pargaciklar uygun bir
¢Oziicli vasitastyla yapidan uzaklastirilir ve gozenekli doku iskelesi elde edilir. Pargacik
uzaklastirma ydntemleri, uygulama agisindan oldukea basittir. Istenilen boyut ve miktarda
gbzenek, eklenen kat1 parcaciklarin boyutu ve miktar1 degistirilerek elde edilebilmektedir.
Gozenek yapict ajan olarak suda ¢oziinebilen tuz ve seker parcaciklart kullanilmaktadir.
Yontem farkli sekillerde modifiye edilebilmektedir. Doku iskelesi malzemesi uygun
¢oziiclide c¢oziilerek (¢oziicli dokiim) veya eritilerek (eriyik kaliplama) doku iskeleleri
iretilebilmektedir (Sekil 2.9). Ancak bu yontem, iskelenin hava ile temas eden iist kisminda
film tabakasi olugmasi, gozenekliligin homojen olarak saglanamamasi, igsel baglantili
gozeneklerin elde edilememesi ve kati parcaciklarin yapidan tamamen uzaklastirilamamasi

gibi dezavantajlar1 da barindirmaktadir.

a)

Polimer Su

cozeltisi
Gozenekli
Kat yapi
/ parcacik \ 2

— TR

Coziicii

Kat1 parcacik
uzaklastirma

uzaklastirma

b)
Su
e Kati - Gozenekli

Polimer X o
\ parcacik N yapi
/

\ \\ .

A\ /
PONEORORTR ——F ] S— ‘
.00.00.000.'0.-

Kati parcacik
uzaklastirma

Sekil 2.9. Pargacik uzaklastirma yontemleri, a) ¢oziicli-dokiim/pargacik uzaklastirma, b)
eriyik kaliplama/parcacik uzaklagtirma.
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Gaz kopiiklestirme yontemi: Bu yontemde basingli karbondioksit (CO2) gazi ile kati

polimer yapisi etkilestirilir. Polimer karbondioksit gaziyla doygun hale geldiginde gaz
hizlica salinmaya baglar, ardindan polimer yapi igerisinde ¢ekirdeklenmeye bagli olarak gaz
kabarciklar1 olusur (Sekil 2.10). Bu gaz kabarciklar1 gozenekli yapiyt meydana getirir. Gaz
kopiiklestirme  yontemi ile %93 oraninda mikron boyutlarinda  gozeneklilik
saglanabilmektedir. Ancak iskele ylizeyinde film olusumu, gozeneklerin homojen
dagilmamasi ve igsel baglantilarin yoksunlugu bu yoOntemin dezavantajlarini

olusturmaktadir.

*
Pgaz >> Pgaz Pgaz = P*gaz Gaz
kabarciklar:

Sekil 2.10. Gaz kopiiklestirme yonteminde gaz kabarciklarinin olusumu (Pgaz: Gaz basinct,
P*gaz: Kismi basing).

Membran laminasyonu: Coziicii-dokiim/pargacik uzaklastirma yontemi ile elde edilen

gozenekli membranlarin uygun bir ¢6ziicli vasitasiyla birbirine yapistirilmasina dayanan bir
yontemdir. Yiizeyleri birbirine degecek sekilde iist iiste dizilen gozenekli membranlar,
membran1  olusturan polimerin ¢Oziiclisii  eklenerek doyurulur. Bdylece yigilan

membranlarin birlesmesi saglanarak 3 boyutlu, gozenekli iskele yapisi elde edilir.

Bilgisayar destekli yontemler: Otomotiv sanayinde kullanilan “solid freeform” teknikleri

ile malzemelerin mikro boyutlarda iiretilmesi miimkiin hale gelmistir. Farkli alanlardaki bu
gelismeler ozellikle implant malzemelerin sekillendirilmesinde biiyiik yarar saglamistir.
Malzemelerin son alacagi sekil bilgisayar yardimiyla tasarlanmaktadir. “Hizli Prototip
Uretim” teknolojisi, malzemeleri tabaka tabaka ekleme esasina dayanir. Bu iiretim yontemi
ile malzeme {iretimi esnasinda hiicreler de enkapsiile edilebilmektedir. Bunun yaninda
kontrol edilebilir gozenek boyutu ve gozenek yapisi ile istenilen yapisal ozelliklerde
iskeleler elde etmek miimkiindiir. Bilgisayar destekli {iretim ydntemlerine, segici lazer
sinterleme, eriyik depozisyon modelleme, 3 boyutlu baskilama ve stereolitografi yontemleri

ornek olarak verilebilir.

Dondurarak kurutma yontemi ve elektroegirme yontemi sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda
doku iskelesi liretim yontemi olarak kullanildigindan bu yontemler sirasiyla Boliim 2.3.1 ve

2.3.2’de detayh olarak aciklanmustir.
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2.3.1. Dondurarak kurutma yontemi

Dondurarak kurutma yontemi siingerimsi yapida doku iskelesi tiretmeye olanak veren bir
iiretim yontemidir. Bu siire¢ dondurma, birincil (siiblimasyon) ve ikincil (desorbsiyon)
kurutma olmak iizere 3 bdliimden olusur. Bir sivi sistemin sicakligi, sivinin donma
sicakliginin altina dustiigiinde, sivi ¢ozeltiden ayrilir ve buz kristalleri olusur. Coziinen
madde daha fazla yogunlasarak, buz kristalleri arasindaki bosluklara yerlesir. Ancak
¢Ozilinen maddenin biiyiik bir kismi buz kristalleri arasina tam olarak yerlesememektedir. Bu
nedenle ¢oziicli ve ¢ozlinen maddeler arasinda faz ayrimi gergeklesir. Buz kristallerinin
olusumu ise kristallerin ¢ekirdeklenmesi (olusumu) ve biiylimesi olmak {izere iki asamada
gerceklesir. Her iki asamanin hizi olusacak buz kristallerinin son boyutunu belirler. Yiiksek
cekirdeklenme oran1 daha kiiciik, cok sayida ve homojen kristallerin iiretimine neden olur.
Gozenekli yapi ise, buz kristallerinin birincil kurutma agamasinda siiblime edildigi, yani kati
fazdan gaz faza gectigi sirada olusur. Dolayisiyla gozenek morfolojisi dondurma asamasinda
olusan buz kristallerinin boyutu ve dagilimi ile dogrudan iligkilidir. Son olarak ikincil

kurutma asamasinda, gozenekli malzemenin gozeneklerinden kaynaklanan artik nem icerigi

ugurulur [17].
a) b) Uriin yerlestirme
Kritik bolmesi
B
nokta
Erime
Donma Vakum
i B
E KATI Buharlasma ] Pompasi
= o » J‘{
- ' / =
- Yogunlasma - .‘ ;/ !
Z :
Siiblimle S Al ‘= ’\
C Kiragilasma I W 7
s —
Sicakhk Liyofilizator "

Sekil 2.11. a) Faz diyagrami, b) Dondurarak kurutma sistemi.

Temel olarak dondurarak kurutma sistemi Sekil 2.11.b’de goriildiigii lizere; dondurucu
(liyofilizatdr), malzemelerin konulacag: iiriin bolmesi ve vakum pompasindan olusur.
Uygun sicaklikta dondurulan polimer ¢6zeltisi, dondururak kurutma cihazina yerlestirilir.
Dondurma asamasinda ¢ozelti igerisinde olusan buz kristalleri, cihaz igerisinde diisiik
sicaklikta ve vakum kosullarinda siiblimlesir. Siiblimlesmenin arkasinda biraktig1 yap1 doku
iskelesinin gozenekli yapisini olusturur. Dondurarak kurutma isleminde dikkat edilmesi

gereken noktalardan biri malzemenin sicakligini, Sekil 2.11.a’da gdsterilen, maddenin kati,
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stvi ve gaz halinin birlikte bulundugu en diisiik sicaklik olan ti¢lii noktada (triple point)
tutmaktir. Bir diger onemli nokta ise buz kristallerinin tam anlamiyla olusmasi igin
dondurma sicaklifi ve siiresinin uygun degerlerde olmasidir. Dondurarak kurutma
yonteminin en Onemli avantaji gézenek boyutlarinin kontrol edilebilmesidir. Gozenek
boyutlar1 ¢ozelti igerisindeki ¢oOziici veya gozenek yapict ajan degistirilerek
ayarlanabilmektedir. Iskelenin {ist kisminda olusan film tabakas1 bu yontemin dezavantajlart
arasindadir. Ayrica yliksek basingli vakum ortami, diisiik molekiil agirlikli ve diisiik mekanik

dayanima sahip polimerlerin yapisini bozarak, i¢sel baglantili gozenekliligi etkilemektedir.

2.3.2. Elektroegirme yontemi

Sentetik fiber yapisi olusturmak igin elektrostatik kuvvetlerin kullanilma siireci 100 yilt
askin sitiredir bilinmektedir. “Elektroegirme” olarak adlandirilan bu islemde yiiksek gerilim
kaynagi kullanilarak polimer ¢ozeltisi, belirli bir polaritedeki yiikle yiiklenerek, zit
polariteye sahip toplayiciya dogru hizlandirilir. Zit yiiklii polimer ¢6zeltisi ve toplayici
arasindaki elektrostatik ¢ekim kuvveti ve ¢ozelti icerisindeki benzer yiikler arasindaki
elektrostatik itme kuvveti arttik¢a, ¢ozeltinin u¢ kisminda Taylor konisi ad1 verilen yuvarlak
bir meniskiis olusur (Sekil 2.12). Elektrostatik kuvvetler, sivinin ylizey gerilimini yendigi
anda, Taylor konisinden fiberler piiskiirtiilmeye baslar. Olusan fiber jeti, hava ile temas
ettiginden ¢6ziicli buharlasir ve bunun sonucunda kati polimer fiberler toplayiciya ¢okelir
[18].

Sekil 2.12. Taylor konisinin zamana bagli olusumu ([ 19]’dan degistirilerek).

Taylor konisi olusumundan sonra koni ucundan figkiran fiberler toplayici levhaya ilerlerken
farkl1 yollar izler. Jet belirli bir mesafe igerisinde kararliligini korur. Sistem parametrelerine
ve polimer ozelliklerine gore kararsizlik halleri degiskenlik gosterir. Siklikla karsilasilan bir
kararsizlik tiirii olan “Rayleigh kararsizlig1” fiberlerde boncuk olusumuna neden olurken,

~.%

“whipping kararsizli1” ise jet igerisindeki ytiklerin birbirini itmesiyle, jet merkezinden disa
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dogru radyal tork olugsmasina neden olur. Whipping sonucunda ana jet disinda birden fazla

jet meydana gelir [19].

Polimer
Sirmga |c¢ozeltisi igne Jet

/

=1 |

Taylor \
konisi

Sirmga pompasi

£
/-

Toplayici

i
| Voltaj Kaynag
1

Sekil 2.13. Elektroegirme diizenegi bilesenleri.

Sekil 2.13’te sematize edilen geleneksel bir elektroegirme sistemi, polimer ¢6zeltisinin
bulundugu siringa, ¢ozeltinin akmasini saglayan siringa pompasi, pozitif ve negatif
polariteye sahip yiiksek gerilim kaynagi ve topraklanmis toplayicidan olugmaktadir.
Elektroegirme islemi oldukca kolay olmasina ragmen, fiber olusumunu ve fiber yapisini
biliyliik oOlclide etkileyen bircok islem parametresi mevcuttur. Cizelge 2.3’te fiber
morfolojisini etkileyen parametreler verilmistir. Bu parametreler detaylandirilirsa, islem,

¢oOzelti ve cevreye bagli parametreler olmak tlizere 3 grup parametreden sz edilebilir.

Cizelge 2.3. Fiber morfolojisini etkileyen parametreler (/18] 'den degistirilerek)

Parametre Fiber morfolojisine etkisi
Voltaj 1 Baslangigta fiber ¢ap1 |, daha sonra 1
Akis hizi 1 Fiber ¢ap1 1 (Eger akis hiz1 ¢ok artarsa boncuk olusumu gozlemlenir.)
igne-toplayici uzakhgi 1 Fiber cap1 | (Eger mesafe ¢ok kisalirsa boncuk olusumu gézlemlenir.)
Polimer derisimi 7 Fiber ¢ap1 1 (Optimal aralikta)
Cozelti iletkenligi 1 Fiber ¢ap1 | (Genis bir aralikta ¢ap dagilimi)
Coziicii ucuculugu 1 Fiberler mikro dagilim sergiler (Gozenekler artar, yiizey alan1 artar.)

21



Islem parametreleri: isleme etki eden parametreler temel olarak voltaj, polimer akis hiz1

ve siringa toplayict mesafesi olarak siralandirilabilir.

Voltaj: Uygulanan elektrik alan kuvveti, olusan fiberlerin ¢ap boyutlarini kontrol
eder. Ayrica jet olusumu i¢in elektrik alan kuvveti belirli bir degerin {izerinde
olmalidir. Buna ek olarak optimum alan siddeti altinda uygulanan gii¢ boncuk
olusumuna neden olur.

Cozelti_akis hizi: Polimer akis hiz1 fiber boyutunu, seklini ve olusan yapinin

gozenekliligini etkiler. Olusan fiber jeti ile c¢ozelti silirekli yer degistirerek
elektroegirme isleminin devamlilig1 saglanir. Ancak ¢dzelti hizi optimal bir degerde
degilse siringa ucunda Taylor konisi olusumu goriilmez.

Siringa ucu-toplayici mesafesi: Siringa ucu ve toplayici arasindaki mesafe, fiber

boyutunu kademeli olarak etkiler. Ayrica bu mesafe islemin elektroegirme ile mi
yoksa elektrospreyleme ile mi sonuglanacagini belirler. Taylor konisinden
uzaklasildikca fiber capi diiser. Kisacasi, fiber ¢ap1 Taylor konisinden uzakligin bir
fonksiyonudur [18].

Cozelti_parametreleri: Islem parametrelerine ek olarak ¢ozelti parametreleri de fiber

olusumu ve yapisinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu parametreler, polimer derisimi,

¢Oziicii uguculugu ve ¢oziicii iletkenligi olarak siralanabilir.

Polimer derisimi: Polimer derisimi dogrudan polimerin molekiil agirligi ile

iliskilidir. Bu nedenle egirme islemi uygulanacak polimerin molekiil agirligi ve
dolayisiyla olusturdugu ¢ozeltinin viskozitesi ¢ok dnemlidir. Polimer derisimi, bir
¢ozeltinin egilebilirligini, yani bir fiberin olusup olusmayacagini belirler. Polimer
¢ozeltisi zincir dolagikliklara izin verecek kadar yiiksek bir polimer derisimine
sahip olmalidir. Bununla birlikte, ¢6zelti hi¢bir zaman ¢ok fazla seyreltik veya ¢ok
fazla derisik olmamalidir. Polimer derisimi ayn1 zamanda polimer ¢ozeltisinin ylizey
gerilimini de etkiler. Yiizey gerilimi fazla olan bir polimer ¢6zeltisini elektrostatik
kuvvetlerle yenmek zordur. Bu nedenle Taylor konisi olusumu goriilmeyebilir.
Cozelti ¢ok seyreltik ise, polimer ¢ozeltisinin ylizey gerilimi diiseceginden, fiberler
toplayiciya ulagmadan 6nce damlaciklara boliindir.

Coziicii_ucuculugu: Coziicii se¢imi, olusan yapinin gozenekliligini etkileyebilme

kabiliyeti agisindan kritik 6neme sahiptir. Siringa ucu ile toplayici arasinda
¢Oziiclinlin buharlasabilmesi i¢in ugucu bir ¢oziicii kullanmilmalidir. Fiber jeti,

atmosferden toplayiciya dogru ilerledikce, kat1 polimer fiberler ¢gokmeden &nce bir
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faz ayrim1 meydana gelir. Bu durum ¢6ziicliniin ucuculugundan biiyiik Slgiide
etkilenen bir islemdir.

o (Cozelti iletkenligi: Elektroegime islemi elektrostatik kuvvetlerin etkinligine

dayanan bir islemdir. Polimer ¢ozeltisi yliklenerek bir toplayici iizerinde fiber
formunda birikir. Polimer ¢6zeltisinin iletkenligi ne kadar fazla ise fiber olusturma
kabiliyeti de o kadar artar. Yiiksek iletkenlige sahip ¢ozeltiler, diisiik iletkenlige
sahip ¢oOzeltilerden daha fazla yiik tasima kapasitesine sahiptir. Bu nedenle ¢oziicii
iletkenligi 6nemli bir parametredir. Iletkenlik ayni zamanda olusan fiberlerin

caplarim etkileyebilir [18].

Cevresel parametreler: Sicaklik, nem ve atmosfer tiirli, ¢ozeltinin viskozitesini ve

¢oziiciiniin buharlagma hizini etkiler. Yiizey gerilimi degisen polimer ¢ozeltisinden olusan
fiberlerin ¢aplar1 ve morfolojisi degisebilir. Bu nedenle elektroegirme islemi kullanilan

polimere bagli olarak optimal sicaklik, nem ve atmosfer kosullarinda yapilmalidir.

Elektroegirme yontemi doku miihendisligi agisindan 6nemli avantajlara sahiptir. Bu yontem
ile elde edilen mikro ve nanofiberler, genis yiizey alanlari, yiiksek uzunluk/cap oranlart,
esnek yiizey islevleri, ayarlanabilir yiizey morfolojileri ve {istiin mekanik performans gibi
onemli 6zellikler barindirmaktadir. Hiicre digi matris (ECM) farkli dokular1 ayirir, hiicreleri
destekleyici bir ag olusturur. Hiicrelerin tutunmasi, yayilmasi ve farklilasmasinda hem
fiziksel hem mekaniksel hem de biyokimyasal olarak gorev alir. ECM karbonhidratlardan,
proteinlerden ve glikozaminoglikanlardan (GAG) olusur. Bu yapilarin biiyiik bir cogunlugu
fibr6z yapidadir. Elektroegirme ile elde edilen doku iskeleleri fibroz yapisiyla ECM’i iyi bir
sekilde taklit edebilmektedir. Buna ek olarak iskele mimarisi hiicrelerin tutunmasi agisindan
biiyiikk 6nem tasir (Sekil 2.14). Mikro 6lgekli mimarilere sahip iskelelere tutunan hiicreler,
diiz ylizeylerde kiiltiire edilmis gibi diizlesir ve yayilir. Nano 6lgekli mimarilere sahip
iskeleler, proteinleri adsorbe eden ve hiicre membran reseptorlerine daha fazla baglanma
bolgesi saglayan daha biiyiik yiizey alanina sahiptir. Ayrica, nano yapi igerisinde adsorbe
olan proteinlerin konformasyonlarinda meydana gelen degisimler ile hiicre tutunmasini

saglayan farkli baglanma bolgelerini de ortaya cikarabilir [20].
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Mikrogo6zenekli Mikrofiber doku Nanofiber
doku iskelesi iskelesi doku iskelesi

Sekil 2.14. iskele mimarisinin hiicre tutunmasi ve yayilmasi iizerine etkisi [20].

2.3.2.1. U¢ boyutlu fibréz doku iskeleleri iiretiminde kullanilan elektroegirme
yontemleri

Ideal doku iskeleleri, dogal dokular ve organlarda bulunanlara benzer sekilde hiicrelerin
cogalmasini ve farklilasmasini saglamak icin ECM’in topografik ve mekanik 6zelliklerini
taklit edebilmelidir. ECM morfolojisi hedef dokularin ve hiicre tiplerinin fonksiyonlarina
gore degisir. Ornegin, epitel dokunun iist katmani, 2 boyutlu (2B) ECM membran iizerinde
epitel hiicrelerinin kompakt olarak paketlenmesiyle olusur. Fibroblastlarin ve immiin sistem
hiicrelerinin ti¢ boyutlu uzamsal yayilimi deri dokusunun i¢ boliimiinde gerceklesir. Gogiis,
karaciger, mesane, akciger ve diger bir¢cok organ ve dokuda 3 boyutlu (3B) ve rastgele
dagilim gosteren ECM yapisi bulunur. Diiz 2B substratlar tizerinde kiiltiirlenen hiicreler ile
3B ortamda kiiltiirlenen hiicreler arasinda morfoloji ve farklilasma anlaminda 6nemli
farkliliklar bulunmaktadir. Bu nedenle, orijinal dogal dokularin yap1 ve islevlerine gore

belirli morfolojilere ve yapilara sahip iskelelerin iiretilmesi gerekir.

Geleneksel elektroegirme ile liretilen yapilar, fiberlerin toplayiciya paralel olarak hizalandigi
2B iskeleleri olusturur. Bu nedenle yukarida da bahsedildigi gibi bu ylizeyler iizerinde
kiiltirlenen hiicreler sadece 2 boyutlu olarak gelisebilir. Bu durum hiicrelerin dogal
dokudaki morfolojisini ve islevlerini kaybetmesine neden olur. Ayrica geleneksel
elektroegirmede 2B fiberlerin birbirlerine yakin konumlanmasindan dolayr gézenek
boyutlan kiigiilerek hiicrelerin iskele igerisine gocili sinirlanmaktadir. Bu nedenle 3B fibroz
doku iskelelerinin tiretilmesi bilylik 6nem tasimaktadir. Daha biiyiik gézeneklere ve daha

fazla gozeneklilige sahip, hiicrelerin bulundugu ortami daha iyi taklit edebilen fibréz doku
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iskelelerin tiretimi i¢in bircok 3B elektroegirme teknigi gelistirilmistir [21]. Bu

yontemlerden bazilari agsagida 6zetlenmistir, (Sekil 2.15).

Geleneksel elektroegirme ile iiretilmis fibroz tabakalarin bir arava getirilmesi:

Geleneksel elektroegirme islemi ile iiretilen 2B fibroz tabakalar, {ist {iste dizilerek ya da rulo
seklinde sarilarak 3B yapilar elde edilebilmektedir. Her ne kadar 3B bir yap1 elde edilse de,

birlestirilen tabakalar 2B yapinin 6zelliklerini ve dezavantajlarini tagimaktadir.

Toplayict modifikasyonu:

Toplayict sekli ve yapisi1 degistirilerek, geleneksel elektroegirme yontemi ile 3B yapida
fibroz iskelelerin eldesi miimkiindiir. Toplayict tizerinde elektriksel iletkenlikten
etkilenmeyen bolgeler ve bosluklar olusturularak, kiiresel ve silindirik iskeleler elde
edilebilmektedir. Bu yontem ile her zaman 3B yapilar elde edilemese de, 2B fibroz
iskelelerden farkli olarak biiyiik gézenekli iskeleler tiretilebilmektedir. Ayrica bu yaklagim
herhangi bir ajan kullanilmasina gerek olmadig1 ya da ilave bir iglem gerektirmedigi icin de

tercih edilmektedir.

a)

3B fibroz iskele
2B fibroz tabaka
= 2
& . — = .
Sinterleme = 4
2B fibréz tabaka 90 kivks iskele
o
Rulo
i Siringa pompasi
) d)
Voltaj kaynag Polimer
' l \ cozeltisi
k ~_..—. _-_-_—>
N I e

Sivi toplayici

Sekil 2.15. Ug boyutlu fibroz doku iskelesi iiretim yontemleri, a) Geleneksel elektroegirme
ile iiretilmis fibroz tabakalarin bir araya getirilmesi, b) Toplayict modifikasyonu, ¢) iki
boyutlu fiberlerin katmanlar halinde toplanmasi, d) Islak elektroegirme.
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iki boyutlu fiberlerin katmanlar halinde toplanmasi:

Bu yontemde geleneksel elektroegirme yontemi ile iiretilen fiberlerin lizerinde, baska fibroz
matrislerin toplanmasi ile 3B yapilar elde edilmektedir. Aynmi yapi, paralel siringalardan
farkli polimer ¢ozeltilerinin egrilmesi ile de iiretilebilmektedir. U¢ boyutlu yapinin kalinlig

toplama siiresine bagli olarak degismektedir.

Islak elektroegirme:

Bu yontemde geleneksel elektroegirme yonteminde kullanilan toplayicidan farkli olarak, sivi
toplayict kullanilmaktadir. Iki boyutlu egirmede fiberler elektrostatik kuvvetlerin etkisi ile
metal toplayiciya yapisirken, bu yontemde toplayiciya ulagan fiberler sivi derinligi boyunca
batarlar ve 3B fibroz yapiy1 olustururlar. Sivi toplayici olarak yilizey gerilimi gorece diisiik,
hizlica buharlagabilen etanol, biitil alkol ve metanol gibi sivilar kullanilmaktadir. Sivi
toplayic1 olarak yiizey gerilimi yiiksek olan su gibi sivilar kullanildiginda, fiberlerin
batmamasina bagli olarak yogun fibroz matrisler elde edilmektedir. Bu nedenle miimkiin

oldugunda fiber-hava-siv1 arayiiz gerilimi diisiirtilerek, islemin etkinligi arttirilmaktadir.

2.4. Poli (3-hidroksibutirat) (P3HB)’nin Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Polihidroksialkanoatlar (PHA), mikroorganizmalar tarafindan dengesiz biiyiime kosullar
altinda tretilen biyolojik olarak pargalanabilir, biyouyumlu poliesterlerdir. PHA ailesinin
ozellikleri, PHA ve kompozitlerini doku mithendisliginde kullanilan diger biyomalzemeler
kadar cazip kilmaktadir. Yiizden fazla PHA yapis1 bu giine kadar rapor edilmistir. PHA
ailesinin bir tiyesi olan P3HB (poli-3-hidroksibutirat) ilk kez 1926’da Fransiz bilimci

Lemoigne tarafindan Bacillus megaterium bakterilerinde kesfedilmistir [22].

Ayrica bu giine kadar P3HB disinda, 3-hidroksibutirat (3HB) ve 3-hidroksivalerat (PHBV),
poli 4-hidroksibutirat (P4HB) kopolimerleri, 3-hidroksibutirat ve 3-hidroksiheksanoat
kopolimerleri (PHBHHXx) ve poli-3-hidroksioktaonat (PHO) polimerleri de tanimlanmis
olup, doku mithendisligi uygulamalari ve ¢esitli biyolojik uygulamalarda kullanilmaktadirlar

[1]. Cizelge 2.4’te PHA nin baz1 tibbi uygulamalar1 verilmistir.
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Cizelge 2.4. PHA’larin tibbi uygulamalari ([22] 'den degistirilerek)

Uygulama Tipi Uriin

Dikis iplikleri, deri eslenikleri, sinir kelepgeleri,

Yara tedavisi - . .
cerrahi oOrtiiler, zzmbalar, temizleme bezleri

Kalp kapakgiklari, kardiyovaskiiler ortiiler,

Vaskiler sistem perikardiyal yamalar, vaskiiler greftler

Kikirdak doku iskeleleri, spinal kafesler, kemik
Ortopedi greftleri, meniiskiis rejenerasyonu, sabitleme
ekipmanlar (vidalar vb.)

flag tasmnimi Kanser tedavisi i¢in mikro ve nanopartikiiller

Uroloji Urolojik stentler

Periodontit rejenerasyonunda yonlendirme

Dental . . .
i¢in bariyer malzemesi

Bilgisayar destekli tomografi ve ultrason

goriintiileme Kontrast ajani

Elde edildigi bakteri tiirii ve biiylime kosullarina bagli olarak elde edilen PHA ’larin kimyasal
bilesimi ve molekiil agirligi degigsmektedir. Ancak PHA polimerlerinin molekiil agirlig
genel olarak 200.000 Da ile 3.000.000 Da arasindadir. PHAlar zincir uzunluklarina gore 3
gruba ayrilmaktadir. Ilk grup karbon sayisi 3 ile 5 arasinda degisen kisa zincirli (scIPHA)
PHA’lardir. Ikinci grup karbon sayisi 6 ile 14 arasinda degisen orta zincirli (mcIPHA),
ticlincli grup ise karbon sayis1 14’ten fazla olan uzun zincirli (IclPHA) PHA lardir. P3HB,
bu gruplar igerisinde orta zincirli PHA sinifina girmektedir [22]. Sekil 2.16’da PHA ve

P3HB’nin molekiiler yapis1 gosterilmistir.

a) b) — —

R (0] » ) } » OH
— (l:H — (CH,)— ﬂ— o} i O\/C/C\I‘l’/
R F

Sekil 2.16. PHA polimerleri, a) PHA polimerlerinin genel kimyasal yapisi, b) P3HB
polimerinin kimyasal yapist.
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Sekil 2.16.a’da verilen PHA yapisinda m; 1, 2 ve 3 degerlerini alabilirken, n degeri 100 ile
birka¢ bin arasinda degismektedir. “m” degeri 1 iken R=CHz ve monomer yapist 3-
hidroksibutirat ya da R=C3H7 ve monomer yapisi 3- hidroksiheksanoat’tir. Sekil 2.16.b’de
verilen P3HB yapisi ise ayn1 zamanda orta zincirli (mcIPHA) PHA polimerlerinin kimyasal
yapisinin gosterimidir. Tiim P3HB monomerleri R pozisyonunda kiral merkeze (*) sahiptir.
P3HB’nin erime sicakligi 172 ile 179 °C arasinda degismekte olup, molekiil agirlig1 yaklasik
olarak 300 kDa’dur. Cizelge 2.5’te PHA polimerlerinin bazi 6zelliklerinin karsilagtirilmasi
verilmistir.

Cizelge 2.5. PHA polimerlerinin ¢esitli 0Ozelliklerinin karsilastirilmast (/23] ’ten
degistirilerek)

™ Tq Young C.ekme. Kopmadaki
Polimer Modiilii ~ Direnci Uzama
O € (GPa) (GPa) (%)
P(3HB) veya PHB 179 4 35 40 5
P(3HB-ko-%3 mol 3HV) 170 - 2.9 38
P(3HB-ko-%9 mol 3HV) 162 - 1.9 37
P(3HB-ko0-%20 mol 3HV) 145 -1 1.2 32
P(3HB-ko-%3 mol 4HB) 166 - - 28 45
P(3HB-ko-%16 mol 4HB) - - - 26 444
P(3HB-ko-%64 mol 4HB) 50 - 30 17 591
P(4HB) veya P4AHB 53 -51 149 104 1000
P(3HB-ko-%10 mol 3HHX) 127 0 - 21 400
P(3HB-ko-%17 mol 3HHX) 120 -2 - 20 850
P(3HHx-co-3HO) 61 - - 10 300
P(3HB-ko-3HV-ko-3HHX) 113 1.3 0.3 51 263

P3HB, hiicre ici enerji depolama bilesigi olarak bakterilerde bulunmakla beraber 6zellikle
diisiik molekiil agirlikli cPHB (Mw <14000 Da) maya, yer fistig1, ispanak, koyun (bagirsak)
ve kedi (kas) gibi 6karyotik canlilarda da bulunmaktadir [22]. Diisiik molekiil agirlikli P3HB
(cPHB) hiicrelerin icerisinde baska molekiiller ile kompleksler olusturur. Kompleks
olusumu cPHB’nin kimyasal ve fiziksel yapisinda degisimler meydana getirir ve bu

degisimle birlikte cPHB, hiicrenin hem hidrofilik hem de hidrofobik bolgelerinde etkinlik
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gosterebilmektedir. Bu nedenle cPHB sitoplazmada, lipoproteinlerde, hiicreler arasi
stvilarda ve membranlarda bulunabilmektedir. Ayrica cPHB hiicre metabolizmasindaki
tuzlar1 ¢ozerek, tuzlarin hidrofobik bolgelerden gecisini diizenler. Bu bilgiler 1s1ginda
P3HB’nin oligomerlerinin ve monomerlerinin de hiicrelere toksik olmadigi

sOylenebilmektedir [1].

P3HB polimeri insan viicudunda 3-hidroksi butirat (3HB) monomerinden olugsmaktadir.
Insan kaninda keton formunda 3-10 mg/100 mL oraninda bulunan 3HB, genelde dimer ya
da trimer olarak var olan bir yapidir. Beynin glikoz kaynagi sinirlandiginda, enerji kaynagi
olarak 3HB monomeri kullanilir. 3HB dimer ve trimerlerinin sican serumu ile ya da
karaciger homojenatlar1 ile inkiibe edildiginde tamamen monomerlerine ayristigi tespit
edilmistir. Kandaki keton seviyesinin ¢esitli metabolik hastaliklarin kontrolii i¢in belirli bir
seviyede tutulmast gerekir. Protein katabolizmasinin azaltilmasi, istah bastirilmasi,
parenteral beslenme, kardiyak etkinlik, diyabetin ve insiilin direngli durumlarin tedavisinin
yant sira ndrodejeneratif bozukluklar ve epilepsi tedavisi de dahil olmak iizere birgok
metabolik hastaligin kontrolii i¢in ag1z veya damar yolu ile 3HB verilebilmektedir. Genel
olarak polihidroksialkonat ailesinin iiyelerinin bozunma {irtinleri ¢6ziinmez formdadir.
Sitotoksik bir etkileri olsa dahi kolaylikla lipozomlar tarafindan enkapsiile edilerek
sitozollere donistiiriilirler. Fakat bozunma iriinlerinin kanda 20 mg/L’den fazla
olmamasina dikkat edilmesi gerekir. Bu etkinin iistesinden gelebilmek i¢in genellikle
polimerin zincir uzunlugu arttirilir. Bunlara ek olarak 3HB monomerinin kalsiyum
varliginda hiicrenin L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarina etki ederek hiicre

proliferasyonuna destek sagladigi da kanitlanmistir [23].

P3HB yiiksek kristaliniteye [2, 3] ve diisiik biyobozunma hizina (6-12 ay) sahiptir [4-5].
Erime noktas1 civarinda termal kararsizliklar gergeklesir [24, 25]. Bununla beraber oldukca
hidrofobik bir yapidadir [7, 8]. P3HB ayni zamanda piezoelektrik ve piroelektrik 6zelliklere
sahip bir polimerdir [26-28]. Piezoelektrik 6zellik, malzemenin mekanik etkiye maruz
kaldiginda elektrik potansiyel iiretebilme; piroelektrik 6zellik ise, malzemenin mekanik
etkiye maruz kaldiginda voltaj farki tretebilme yetisidir. Bu baglamda mekanik etkiye
maruz kalan P3HB’nin, elektriksel aktivite gostermesi beklenmektedir. Boylece, disaridan
verilen mekanik ve elektriksel etkenlerin baskin oldugu dokularda; P3HB’nin osteojenik,

kondrojenik, nérojenik ve miyojenik farklilasmay1 destekleyecegi dngoriilebilmektedir.
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2.4.1. P3HB’nin doku miihendisliginde kullanim

P3HB biyobozunur, biyouyumlu ve biyolojik metabolizma tarafindan emilebilir olma
Ozelliklerine sahip bir polimerdir. Bu 06zellikler P3HB’yi potansiyel bir doku iskelesi
malzemesi kilar. Literatiirde P3HB’nin doku iskelesi olarak kullanimina yonelik ¢ok sayida

calisma bulunmaktadir.

PHB'nin biyouyumlulugu, osteoblastik ve epitel hiicre hatlarinda adezyona katilan hiicresel
molekiillerin yapisal organizasyonu incelenerek tespit edilmistir [29]. Ayn1 zamanda, P3HB
ve PHBYV filmleri iizerinde kiiltiire edilen fibroblastlar, endotel hiicreleri ve izole edilmis
hepatositlerin yiiksek diizeyde hiicre adezyonu sergiledigi gozlemlenmistir [30]. P3HB ve
kopolimerlerinin iskele olarak kullanildigi bir baska ¢alismada, sinir kok hiicrelerinin
(NSCs) proliferasyonu ve gelisimi hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu matrislerde
incelenmistir [31]. Ayrica Masaeli ve arkadaglar1 elektroegirme ve tuz uzaklagtirma metodu
ile tdrettikleri P3HB iskeleler ile maymun epitel bobrek hiicrelerini (Vero) ve fare
mezenkimal kok hiicrelerini (mMSCs) kullanarak yaptiklar: hiicre kiiltlir calismalarinda

iskele iiretim yonteminin hiicre tutunmasi ve cogalmasindaki etkilerini aragtirmiglardir [32].

P3HB ve kopolimerlerinin tek basma kullanildigi ¢alismalar P3HB’nin doku
mihendisliginde kullanimin1 smirlayan bazi 6zelliklerinin iyilestirilmesi gerektigini
gostermistir. P3HB nin yiiksek kristalinitesi ve yiiksek hidrofobisitesi bu 6zellikler arasinda
sayilabilmektedir. P3HB'nin yiiksek kristallesme derecesi ve hizli kristallesme hizt P3HB
film ylizeyinde gozenekler ve ¢ikintilar iiretir, bu koronaloid yiizey memeli hiicrelerinin
tutunmasini ve ¢ogalmasini engelleyebilmektedir [1]. Ayrica her hiicre tipine gore farkl
olmakla birlikte, malzeme yiizeyine proteinlerin ve hiicrelerin  tutunmasinin
gerceklesebilmesi i¢in malzemenin optimum 1slatilabilirlik degerinde olmasi gerekir. P3HB
bu acgidan yiiksek hidrofobisitesi nedeniyle yetersiz kalmaktadir. Bu dezavantajlar
dolayisiyla P3HB, baska malzemelerle kompozit hale getirilerek, ylizey modifikasyonu
yapilarak ya da diger polimerlerle karistirilarak kullanilmaktadir. Sekil 2.17°de P3HB,
P3HB kopolimerleri ve karisimlari ile yapilmis in vivo g¢alismalardan bazi Ornekler

verilmistir.
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Sekil 2.17. P3HB kopolimer ve kompozitlerini igeren iskelelerin bazi in vivo uygulamalart,
a) Deselliilarize domuz aort kapagi/PHBHHXx hibrit kalp valfi, b) Tavsan abdominal aorta
implante edilen PHBHHXx/desellularize vaskiiler hibrit yamasi, c¢) iki aylik postoperatif
donemde 10 cm PHBHHX 6zofagusta olusan kalin bir hiicre tabakasi, d) Siganlarin siyatik
sinirinde 10 mm'lik kusurlar1 koprilleyen PHBHHx sinir kablolar1, €) TCP, PHBHHx ve
P(3HB-4HB-3HHX) iskeleler tizerinde insan MSC'lerin osteojenik farklilasmasi, f) Kikirdak
hasarlarin1 onaran PHBHHXx implant ([23] ‘ten degistirilerek).

Kemik doku gibi sert dokularin rejenerasyonu i¢in P3HB ve hidroksiapatit (HA) kompozit
doku iskeleleri olusturularak biyoaktif ve biyolojik olarak pargalanabilir yapilarin eldesi
miimkiindiir. Bu baglamda yapilmis bir ¢alismada 37°C'de yapay viicut sivisina (SBF)
daldirilan HA/P3HB kompozitinin {izerinde kisa siirede kemik benzeri apatit tabakasinin
olustugu ve kompozitin in vitro biyoaktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Olusturulan
kompozitin biyoaktivitesinin ve mekanik 6zelliklerinin yapidaki HA oranina gore degistigi
de bulgular arasindadir [33]. Bu bulguyu destekler nitelikteki baska calismalarda ise
HA/P3HB ve trikalsiyum fosfat (TCP)/P3HB doku iskelelerin kemik doku olusumunu
destekledigi tespit edilmistir [34,35]. Ayrica Doyle ve ark.’lari, HA kapli P3HB doku
iskeleleri ile yaptiklari 12 aylik in vivo kemik doku ¢alismasinda, implantasyon sonrasinda
herhangi bir kronik inflamatuar yanitin olugsmadigini ve iskelelerin kemik doku olusumunu
destekledigini gostermislerdir [36]. Bir diger ¢alismada ise gozenekli (P3HB)/(nHA)

kompozit doku iskeleleri {izerinde kemik tiimorjenik MG 63 hiicrelerinin ¢ogalmast
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incelenmis ve kompozitin hiicre tutunmasi ve c¢ogalmasinda P3HB’den iistiin oldugu

sonucuna ulasilmistir [37].

P3HB ve kopolimerlerinin biyouyumlulugunun arttirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir
diger yontem P3HB’nin ylizeyini ¢esitli protein ve ECM bilesenleri ile modifiye etmektir.
Bunun yaninda iyon implantasyonu ve yiizeyde reaktif gruplarin olusturulmasi yoluyla da
yiizey modifikasyonlarina gidilmektedir. Farkli gozenek boyutlarina sahip P3HB iskeleler
ile yapilan bir ¢alismada iskele yiizeyleri lipaz ile modifiye edilerek, jelatin ve glikozamin
gibi fonksiyonel gruplarin malzeme yiizeyine kimyasal olarak baglanmasi saglamistir.
Fonksiyonellik kazandirilan P3HB iskeleler ile embriyonik insan fibroblast hiicrelerinin
tutunma ve ¢ogalma davraniglari incelenerek, yiizey modifikasyonlarinin olumlu sonuglar
olusturdugu gésterilmistir [38]. Insan mezenkimal k&k hiicreleri (hMSCs) ekili kolajen 1
(coll 1)- ve kolajen I/kondroitin siilfat (coll I/CS)-kapli P3HB iskeleler ile fareler {izerinde
yapilan bir in vivo caligmada ise iskelelerin osteojenik farklilagmaya ve damarlanmaya
katkis1 degerlendirilmistir [39]. Calismada yiizeyi modifiye edilmis P3HB iskeleler iizerinde
hMSCs’ler farklilagtirilmis, ardindan bu iskeleler farelere implante edilmistir.
Implantasyondan bir siire sonra damarlanma bulgularina rastlanmis ve osteojenik aktivite
Immiinohistokimyasal ve histolojik analizlerle tespit edilmistir. Tesema ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir ¢aligmada, PHBV filmlerin yiizeylerine kimyasal ve fiziksel olarak kolajen
immobilize edilerek, ylizey modifikasyonunun hiicre tutunmasina olan katkisi incelenmistir
[40]. Chen ve arkadaglarinin yaptiklari ¢calismada ise P3HB, PHBV ve PHBHHx filmlerin
yiizeyleri 40 keV C + iyon implantasyonu ile modifiye edilmis, fibroblast hiicreleri ile
yapilan hiicre kiiltiirii sonucunda iyon implantasyonu yapilmis filmlerin biyouyumlulugunun
yiiksek oldugu gosterilmistir [41]. Jelatin ile kaplanmis P3HB’nin ise adrenokortikal
hiicreleri i¢in uyumlu bir yiizey oldugu, hiicrelerin bu ylizeye rahatlikla tutunup tredikleri
de tespit edilmistir. Modifiye edilmis P3HB’nin, adrenokortikal hiicrelerin transplantasyonu

i¢in iyi bir materyal oldugu sonucuna vartlmistir [42].

P3HB’nin doku miihendisligi alaninda sahip oldugu olumsuz 6zellikleri ortadan kaldirmak
ve yeni Ozelikler katmak i¢in, baska polimerlerle veya plastiklestiricilerle karistirma [43-57]
veya mevcut polimerin kopolimerlerini hazirlama [58-64] en ¢ok iizerinde durulan
yontemlerdir. Daha esnek polimerlerle veya plastiklestiricilerle karistirarak P3HB'nin
mekanik dayaniklilik [43-46] hidrofilisite [2,8] ve biyobozunurluk [65,66] ozelliklerinde

istenen degisimler saglanmaktadir.
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P3HB'nin polietilenoksit (PEO) [49], ve polivinilalkol (PVA) [57] ile homojen (miscible)
karigimlar olusturduguna dair ¢alismalar mevcuttur. Ayrica P3HB'nin karigmayan veya
kismen karisan ikili karisimlar olusturdugu da bilinmektedir. Ornegin, Kumagai ve Doi [65]
P3HB/poli(propiolakton), P3HB/poli(etilen adipat) ve P3HB/poli(3-hidroksi butirik asit -
ko-3-hidroksi  valerik asit) karigimlarinin  termal  Gzelliklerini  ve  enzimatik
biyobozunmalarini incelemislerdir. Bu karisimlarda bilesenlerin her birinin camsi gecis
sicakliklarin gozlendigi ve tamamen karismadiklar1 tespit edilmistir. Buna ek olarak
karistm sonucunda her bilesenin biyobozunma hizinin arttigimi gézlemlemislerdir ve
karisimlarin faz ayrimina sahip yapilarindan dolay1 bir bozunma hiz artigina sahip olduklari
sonucuna varmiglardir. Polimer karigimlarinin biyobozunma davranislart belirlenirken
karisim bilesenlerinin tek tek bozunmalari, karisimin bilesimi, faz yapist ve materyalin
yiizeyindeki karisim bilesimi gibi parametreler goz ontine alinmalidir. Bu anlamda polimer

karigimlarinin karigabilirliginin (uyumlulugu ve homojenitesi) belirlenmesi 6nemlidir.

PLLA ve PHBV polimerlerinin farkli oranlarda ikili karisimlarini igeren doku iskeleleri ile
yapilan bir calismada, Vero hiicreleri ile iskeleler etkilestirilmis, karistm oranmna gore
hiicrelerin tutunma ve ¢ogalma davranislari incelenmistir. En iyi tutunma ve proliferasyon
davranigi (60/40) ve (50/50) oraninda PLLA/PHBYV igeren iskelelerde tespit edilmistir [67].
Cheng ve arkadaslariin yaptig1 calismada ise P3HB ve polietilen glikol (PEG) polimerleri
farkli oranlarda karistirilarak, karisimlarin kan ile biyouyumlulugu test edilmistir. Ardindan
Cin hamster akciger (CHL) fibroblast hiicreleri iskeleler ile etkilestirilmis ve hiicrelerin
iskeleler {izerine iyi bir sekilde tutunduklar1 ve yayildiklar1 goriilmiistiir [68]. Shishatskaya
ve arkadaslar1 P3HB, P3HB/PHYV, ipek ve katgiit siitiirleri deney hayvanlarina intramuskiiler
implantasyon ile yerlestirmisler ve sonuglar1 karsilastirmislardir. Ipek ve katgiite benzer
olarak P3HB ve P3HB/PHV’nin de 1 yil sonunda herhangi bir akut ya da kronik
inflamasyona yol agmadig1 goriiliirken; nekroz, tiimdr olusumu ve fibr6z yara dokusu
olusumuna da rastlanmamistir. PHA polimerlerinden {iretilen monofilament siitiirlerin,
Ozellikle yiiz kaslar1 ile ilgili cerrahi uygulamalarda PHA ’larin mekanik 6zellikler agisindan

uyumlulugu nedeniyle kullanilmasi da tavsiye edilmektedir [30].

P3HB fibroz iskeleler, omurilik yaralanmasindan sonra ndronal sagkalimi ve rejenerasyonu
destekleyen tasiyict iskele olarak da kullanilabilmektedir. Ornegin Novikov ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada aljinat hidrojel ve fibronektin ile kapli P3HB fibroz greftler,
yetiskin sicanlarda servikal omurilik yaralanmasindan sonra lezyon bosluguna implante

edilmistir. Kontrol gruplarinda sadece aljinat hidrojel ve fibronektin veya bunlarin bilesimi
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kullanilmistir. Buna ek olarak, servikal omurilik yaralanmasindan sonra nérotropik faktorler
olan BDNF veya NT-3 ile intratekal olarak tedavi edilen hayvanlarla karsilagtirmalar
yapilmustir. Rubrospinal sistem noronlart deneysel model olarak alinmistir. Aljinat hidrojel
ve fibronektin kapli P3HB, fibréz greftlerin implantasyonu sonrasinda hasarli rubrospinal
ndronlarin, P3HB grefti tasimayan hayvanlara gore, %45 oraninda azaldigir gorilmiistiir.
Ayrica BDNF veya NT-3 ile tedavi goren hayvanlara benzer sekilde hiicre kaybinin %50
oraninda azaldig1 da tespit edilmistir. P3HB destegi tasimayan gruplarda hiicre sagkalimina
rastlanmamistir. Neonatal Schwann hiicrelerinin P3HB greftine eklenmesinden sonra,
yenilenen aksonlarin grefti her iki ucundan sardif1 ve tiim uzunlugu boyunca uzattig
goriilmustiir [69]. Bu uygulamalarin yan1 sira; PHA’larin, P3HB’nin ve modifiye edilmis
P3HB’nin kalp kapak¢igi, damar, kemik, kikirdak, sinir sistemi ve 0Ozofagus doku

miihendisligi alaninda bir¢ok uygulamasi bulunmaktadir.

2.5. Poli-B-alanin (PBA) ve Tiirevleri’nin Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Poli-pB-alanin (PBA veya nylon-3) yiiksek amit grubu igerigi nedeniyle kristal derecesi
yiiksek, alifatik naylonlar igerisinde termal ve mekanik direnci en yiiksek (hatta ipek ile
yarigabilen) poliamittir. PBA zincirleri yapisindaki amit grubu (CONH) nedeniyle protein
molekiillerine benzemektedir. Sentez tiiriine ve kosullarina gore molekiil agirlig1 degismekle
birlikte molekiil agirlig1 yaklasik 40 kDa’dur. Erime sicakligi yaklasik 300°C’dir. PBA ayni
zamanda antibakteriyal [70] antifungal [71] ve protein adsorblayici [72] ozelliklere de
sahiptir. Sekil 2.18.b’de PBA’nin molekiiler yapisi verilmistir.

a) b)

H3& By NH2
(5] ,..\“H OH o OH
HQN)\,( CH,CH,-CO-NH
O (o]

Sekil 2.18. a) a-alanin (sol) ve B-alanin (sag) yapilari, b) Poli-B-alanin’in molekiiler yapisi.

n

Beta-alanin monomeri amino grubunun karboksilat grubuna B-konumunda bagli oldugu
dogal olarak olusan bir beta amino asittir. Alfa-alanin'den farkli olarak, -alanin'in herhangi
bir ti¢ boyutlu merkezi yoktur (Sekil 2.18.a). Alfa-alanin, herhangi bir biiyiik protein veya
enzimin biyosentezinde kullanilmaz. I/n vivo kosullarda dihidrourasil ve karnozinin
bozunmasiyla olusur. Dogal olarak olusan peptidlerin bir parcasi olan karnozin, anserin ve

ayrica koenzim A'nin bir bilesenini olusturan pantotenik asitin (vitamin BS5) yapisinda
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bulunur. Normal kosullar altinda, B-alanin asetik aside metabolize olur. Beta-alanin,
karnozinin hiz sinirlayici dnciistidiir. Karnozin seviyeleri histidine degil, mevcut -alaninin
miktarina baglidir. Beta-alanin desteginin, kaslardaki yorgunlugu azalttigi, karnozin

derisimini ve toplam kas isini arttirdig1 gosterilmistir [73,74].

Sekil 2.19°da, poli(B-alanin-ko-etilenoksit) (PMBA) ve poli(N-(3-metoksipropil)-B-alanin))
(PNMPBA)min molekiil yapilari verilmistir. Poli(B-alanin-ko-etilenoksit) (PMBA) ve
poli(N-(3-metoksipropil)-p-alanin)) (PNMPBA)'nin tekrarlanan birimlerine bakildiginda

sirasityla PBA kopolimeri ve PBA tiirevi olarak diisiiniilebilmektedir.

a) b)

{CHZ-CH-CO-NH} [CHZ-CHZ-CO-N]

n n

CH;

H,CO

Sekil 2.19. PBA kopolimeri ve PBA tiirevi, a) Poli(p-alanin-ko-etilenoksit) (PMBA), b)
poli(N-(3-metoksipropil)-p-alanin)) (PNMPBA).

Poli(B-alanin-ko-etilenoksit)'in, B-alanin yapisina ek olarak yumusak segment olan
etilenoksiti (OCH.CH>) igermesi bu polimerin PBA’ya oranla daha esnek oldugunu
gostermektedir. Benzer sekilde poli(N-(3-metoksipropil)-p-alanin)’in, azota bagh asili
grubu (3-metoksipropil) sayesinde PBA'ya oranla daha esnek zincirli ve PBA’ya kiyasla

karigim olusturma egiliminin daha yiiksek oldugu sdylenebilmektedir.

2.5.1. PBA ve tiirevlerinin doku mithendisliginde kullanimi

PBA, sanayide poliasetalleri kararli kilic1 olarak kullanilmaktadir. Bunun disinda toprak
sartlandirma, katki maddesi, formaldehit siipiiriicii, kaplama materyali olarak kullanilmas1
onerilmektedir [75]. Aym1 zamanda bir poliaminoasit (poli-p-alanin) olmasina ragmen
litaratiirde tek basina biyopolimer olarak higbir ¢alismada adi gegmemektedir. Fakat yakin
zamanda, nylon-3 kopolimerleri ile yapilan bir ¢aligmada nylon-3 kopolimerlerinin
bazilarmin hiicre yapigsmasini destekledigi, polistiren ve kollajen kapli cam gibi pozitif doku
kiiltirii substratlarina gore benzer hatta bazen daha iistiin morfolojiler sergilediklerini
gosterilmistir [76]. Baska bir ¢alismada nylon-3 kopolimerlerin “host-defense” peptitlerinin

favori 6zelliklerini taklit ettikleri ve bu kopolimerlerdeki yapi-aktivite iligkisinin bulundugu
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belirlenmistir [70]. Benzer bir baska ¢alismada nylon-3 kopolimerlerinin akciger yiizey aktif
proteinlerini taklit ettigi ve bu amagla kullanilan spesifik oligomerlere gore daha avantajh

olabilecegi tartisilmistir [77].

Zhang ve arkadaslarimin yeni nylon-3 kopolimerlerinin sentezi ve biyolojik 6zellikleri
tizerine ¢aligmalari bulunmaktadir [78,79]. Nylon-3 polimerlerinin spesifik kimyasal
ozelliklerinin protein adsorpsiyon derecesi ile iliskili oldugunu, bunun da serum igeren bir
ortamda hiicre yapismasiyla orantili oldugunu ortaya koymuslardir [79]. Liu ve arkadaslar
daha uzun zincirli nylon-3'lerin daha iyi fibroblast tutunmasi sagladigini, optimal zincir
uzunlugunda daha az hidrofobik nylon-3 alt birimlerin en {istiin sonug¢ verdigini ve yine bazi
nylon-3 kopolimerlerinin Candida albicans mantar1 i¢in etkili antifungal aktiviteye sahip
oldugunu bazilarinin ise antibakteriyal 6zellik sergiledigini gostermislerdir. Bu davranislari

nylon-3 alt birimlerinin yapisiyla iliskilendirmislerdir [71,80-81].

Her ne kadar poliamitlerin enzimatik bozunmaya direngli olduklari bilinse de sikca
kullanilan bazi poliamitlerin (nylon4 [82], nylon-6 [83,84], nylon-66 [84,85])
biyobozunurlugu ile ilgili ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Ancak PBA ve tez kapsaminda
kullanilan PBA tiirevlerinin biyobozunurlugu ve sitotoksisitesi ile ilgili bilinen c¢alisma
bulunmamaktadir. Poliamitlerin biyobozunmasinin amit grubu iizerinden olacag:
ongoriilerek amit grubu yogunlugunun ¢ok daha fazla oldugu PBA ve tiirevlerinin nylon-66
ve nylon-6’dan daha kolay ve hizli biyobozunma sergileyecegi beklenmektedir. Ayrica,
karigabilir (miscible) poliamit karigimlarinda poliamit  zincirlerinin  istiflenerek
kristallenmesi engellenecegi ig¢in biyobozunma hizinda kristalinite azalmasindan kaynakl

artis da beklenmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu béliimde, tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan malzemelere, farkli doku iskelesi tiretim
tekniklerine ve bu teknikler icin kullanilan deneysel yontemlere yer verilmistir. ilk asamada,
poli-3hidroksibutirat (P3HB) polimeri poli-B-alanin (PBA), poli(a-metil-p-alanin) (PMBA)
ve poli[N-(3-metoksipropil-B-alanin) (PNMBA) polimerleri ile belirli oranlarda
karistirtlarak dondurarak kurutma yontemiyle 3 boyutlu siingerimsi (sponge-like) doku
iskeleleri elde edilmistir. Karakterizasyon ¢alismalarindan sonra bu yontem ile tiretilen doku
iskelelerinin morfolojik ve mekanik 6zelliklerinin doku miihendisligine uygun olmadigi
goriilmiistiir. Bu nedenle ikinci asamada elektroegirme yontemi ile doku iskeleleri
tretilmistir. Calismada geleneksel ve 1slak olmak iizere 2 farkli elektroegirme teknigi
kullanilmis; geleneksel elektroegirmede 2 boyutlu fibroz, 1slak elektroegirmede 3 boyutlu
fibr6z doku iskeleleri elde edilmistir. Son agamada ise, 3 boyutlu fibr6z doku iskeleleri ile
MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicre hatt1 kullanilarak 21 giinliikk hiicre kiltiirii ¢alismast
yapilmistir. Dondurarak kurutma ve elektroegirme yontemleri ile iiretilen doku iskelelerinin
kimyasal, fiziksel ve mekanik Ozellikleri; hiicre kiiltiirii ¢alismast boyunca malzeme
yiizeyindeki hiicrelerin morfolojisi, tutunma ve ¢ogalma davranislar asagidaki basliklarda

detaylar1 verilen analizlerle incelenmistir.

3.1. Kullanilan Malzemeler

Tez calismasi1 kapsaminda kullanilan poli[(R)-3-hidroksi biitirik asit] Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan
iskeleler i¢in kullanilan ¢6ziicii kloroform ve gozenek yapici ajan asetik asit olup, sirasiyla
Merck (Almanya) ve RDH Chemicals (Almanya) firmalarindan satin alinmustir. Iskele
yapiminda kullanilan gii¢lendirici ajanlar; poli-B-alanin (PBA) ya da Nylon3, poli(a-metil-
B-alanin) (PMBA) ve poli[N-(3-metoksipropil-p-alanin) (PNMPBA) sirasiyla akrilamit
(Sigma), metakrilamit (Aldrich) ve N-metoksipropil akrilamit’in (Aldrich) hidrojen transfer
polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Hidrolitik bozunma ¢alismalarinda kullanilan fosfat
tampon ¢ozelti (PBS, pH: 7.4) tabletleri ile enzimatik bozunma g¢alismalarinda kullanilan
lipaz enzimi (30-90 unit/mg) ve sodyum azid Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin

alinmistir.

Elektroegirme yontemi i¢in kullanilan ¢oziiciiler ise formik asit ve 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-
propanol (HFIP) olup Merck (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Yikama ve 3 boyutlu
elektroegirme iglemlerinde kullanilan etanol (%96, v/v) Colony Sugar Mills (Pakistan)

firmasindan temin edilmistir.

37



Sitotoksisite testlerinde kullanilan 1929 fare fibroblastik hiicre hatti ile hiicre kiiltiiri
calismalarinda kullanilan MC3T3-E1 fare preosteoblast hiicre hatt1 sirastyla HUKUK
(Hiicre Kiiltiirti Koleksiyonu) (Tirkiye) ve Riken Hiicre Bankasi’ndan (Japonya) satin
alimmustir. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ile Minimum Essential Medium-
Alfa Modifikasyonu (a-MEM) Kkiiltir ortamlar1 Biochrom (Almanya) ve hiicrelerin
yiizeyden kaldirilmasinda kullanilan  Tripsin-EDTA  ¢6zeltisi  Sigma  (Almanya)
firmalarindan, kiiltiir ortamina eklenen L-glutamin, penisilin-streptomisin ¢ozeltileri, fotal
sigir serumu (FBS) ile Dulbecco’nun fosfat tampon ¢ozeltisi (D-PBS) Biowest (Fransa)
firmasindan temin edilmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromir (MTT) ve izopropanol Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan tedarik edilmistir. Hiicrelerin fiksasyonunda kullanilan glutaraldehit

(GA) ve hekzametildisilazan (HMDS) Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

3.2. P3HB ve PBA/tiirevleri ile Katkilanmis Doku Iskelelerinin Uretimi

P3HB ve PBA/tiirevleri ile katkilanan P3HB doku iskelelerinin iiretimi i¢in dondurarak
kurutma ve elektroegirme yontemleri uygulanmistir. Cizelge 3.1°de doku iskelesi {iretimi
icin uygulanan yontemler, yontemlerde kullanilan polimerler ve katkilama oranlar1 6zet
halinde verilmistir. Dondurarak kurutma ve elektroegirme yontemleri ile iskelelerin tiretim

asamalar1 agagida detaylandirilmistir.
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Cizelge 3.1. Dondurarak kurutma ve elektroegirme yontemlerinde kullanilan polimerler ve
katkilama oranlar1

Polimerler
T Begsell
{CHCH ZICO-()] {CHZCHZ-CO-NH]-H ’ HZ’ & {C Hz-?H-CO-NH}n
e :
>CHZ CH,
H,C
.. \ocm
Uretim Yontemi P3HB (w/v)” PBA(w/w) PNMPBA (w/w) PMBA (w/w)
(%) (%) (%) (%)
Dondurarak 2 2 2
Kurutma 5 5 5 5
(3B) 10 10 10
Geleneksel
Elektroegirme 5 10 - -
(2B)
Islak
Elektroegirme 10 10 - -
(3B)

*P3HB 100 birim kabul edilerek katkilama polimerleri P3HB nin kiitlece %2, %5 ve %I10°u kadar
katkilanmustir.

3.2.1. Dondurarak kurutma yontemi

Bu yontemde kullanilacak polimer ¢dzeltisinin hazirlanmasi asamasinda %5 P3HB (w/v)
polimer ¢ozeltisi, 0.25 g P3HB’nin 5 mL kloroform igerisinde, 80°C’de 48 saat boyunca
siticihi manyetik karistiricida ¢ozdiriilmesiyle hazirlanmistir. Homojen bir ¢ozelti elde
edildikten sonra yapiya gozenek yapici ajan olarak polimer ¢ozeltisiyle hacimce ayni oranda
(1:1) asetik asit eklenerek ayni sicaklikta 10 dk daha karistirma islemine devam edilmis ve
emiilsiyon olusturulmustur. Ug buguk mL hacimli 2 cm? taban alanina sahip cam kaplara
dokiilen emiilsiyon, literatiirdeki yontemlere uygun sekilde -80°C’de 24 saat bekletilerek
liyofilizatére alinmis ve -80°C’de 96 saat boyunca dondurarak kurutulmustur [86-88]. Elde
edilen iskelelerin sulu ortamdaki kararliliginin incelenmesi amaciyla iskeleler PBS igeren

distile su icerisinde 7 giin boyunca 37°C’de bekletilmistir.

P3HB’nin ¢6zme kosullarinin optimizasyonundan sonra gii¢lendirici ajanlarin katkilanmasi
basamagina gec¢ilmistir. Bu basamakta polimer ¢dzeltisi, emiilsiyon olusturma asamasina
kadar ayn1 islem basamaklari izlenerek hazirlanmis ve polimer ¢ozeltisindeki P3HB miktar1
100 birim kabul edilerek kiitlece %2, %5 ve %10’u kadar PBA, PNMBA ve PMBA

katkilamasi1 gerceklestirilmistir. Emiilsiyon olusturmadan once gii¢lendirici ajanlar polimer
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cozeltisine ilave edilmis ve 80°C sicakliktaki 1siticili karistiric1 yardimiyla 48 saat boyunca
karigtirilarak homojen bir ¢ozelti elde edilmesi saglanmistir. Es hacimde asetik asit
eklenerek emiilsiyon olusumu sonrasindaki islemler tekrarlanmis ve polimer karisimlarindan
olusan doku iskeleleri elde edilmistir. Sekil 3.1°de dondurarak kurutma yontemiyle 3B

gozenekli doku iskelelerinin tiretim agamalar1 sematize edilmistir.

1

%S5 (wiv) P3HB
+

Emiilsiyon Buz kristalleri Gézenekler

%2, %5 ,%10 (w/w) (1:1 v/v) x x
PBA,
PNMBA,PMBA CH;COOH L0 oO ®e \o. . .\0.
cHol, 80°C 10 dk ®C0| * %0 "%
80°C 48 saat (U 4
Dondurma Dondurarak kurutma
ad 4 —
3 =
i s ] n i
- 80°C 24 saat Ti.yia)ﬁiiz‘atér
7C £Co®EY (Bo%oy
;;ﬁ“"" = —
=
- 3B Gizenekli
-80°C 96 saat Doku

iskeleleri

Isiticth Manyetik Karistiric

Sekil 3.1. Dondurarak kurutma yontemiyle doku iskelesi eldesi asamalari. 1) P3HB
polimerine %2, %5 ve %10 (w/v) oranlarinda sirasiyla PBA, PNMBA ve PMBA
katkilamasinin yapilmasi. 2) Polimer ¢dzeltisine eklenen gbzenek yapici ajan ile emiilsiyon
olusturulmasi. 3) On dondurma asamasi. 4) Dondurarak kurutma ile 3B gdzenekli doku
iskelesi eldesi.

3.2.2. Elektroegirme yontemi

Dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen iskelelerin karakterizasyonu sonrasinda bu
yontem ile elde edilen iskelelerin doku miihendisliginde hedeflenen kullanima uygun
olmadig1 goriilmiis ve elektroegirme yontemine gecilmistir. P3HB ve PBA katkili P3HB
fibroz doku iskeleleri, 2 boyutlu (2B) formda, geleneksel elektroegirme ile ve 3 boyutlu (3B)

formda, 1slak elektroegirme yontemleri ile elde edilmistir.

3.2.2.1. Geleneksel elektroegirme

Kullanilan malzemelerin daha 6nceki ¢alismalarda, tez kapsaminda kullanilan ¢oziiciilerde
ve tez kapsaminda belirlenen oranlarda ¢oziilerek elektroegirme yontemi ile iiretilmemis
olmas1 géz oniinde bulundurularak 2 boyutlu geleneksel yontem ile egirme igin gerekli olan
optimum viskozite ayarlanmaya ¢aligilmistir. P3HB (%10 w/v) ve PBA, PNMPBA, PMBA
(%10 w/w) katkili P3HB (%10 w/v), P3HB (%5 w/v) ve PBA, PNMPBA, PMBA (%10
w/w) katkili P3HB (%5 w/v) karisimlar1 formik asit i¢erisinde karistirilarak 1 gece boyunca
¢Oziilmiistiir. Ardindan 0.8 mm igne c¢apina sahip 2.5 mL’lik siringalara aktarilmistir ve

egirme islemi denenmistir. Coziicliden kaynaklanan viskozite problemleri nedeniyle
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elektroegirme islemi basarisizliga ugramis ve ¢oziicii olarak HFIP kullanilmasina karar
verilmigtir. Ayrica PNMPBA ve PMBA polimerlerinin diisitk molekiil agirliklart nedeniyle
elektroegirme yontemine uygun olmadigi da tespit edilerek, iic boyutlu egirme islemlerine
sadece P3HB ¢ozeltisi ve PBA katkili P3HB ¢ozeltisi ile devam edilmesine karar verilmistir.
Sekil 3.2°de geleneksel elektroegirme yontemiyle 2B fibroz doku iskelelerinin iiretim

asamalar1 sematize edilmistir.

1 %5 (w/v)
P3HB Taylor Konisi

+ T
%10 (w/w) ( ‘ )
PBA \ / Metal Toplayici

HFIP

24 saat

2B Fiber
Doku
Iskeleleri

2.5 mL
0.8 mm

Siringa Pompasi

Isiticilh Manyetik Karistirier Yiiksek Voltaj Kaynag:

Sekil 3.2. Geleneksel elektroegirme yontemiyle 2B fibroz doku iskelesi eldesi agamalari.

3.2.2.2. U¢ boyutlu elektroegirme

P3HB (%5 w/v) ve PBA (%10 w/w) katkili1 P3HB (%5 w/v), P3HB (%10 w/v) ve PBA (%10
w/w) katkilt P3HB (%10 w/v) karisimlart HFIP de c¢oziilerek, 1slak egirme asamasina
gecilmistir. Uc boyutlu elektroegirmede geleneksel 2 boyutlu elektroegirmeden farkli
olarak, fiberler s1v1 banyosunda toplanmustir. Uretim kosullarimmn optimizasyonu igin 15, 20,
25 kV voltaj degerleri, 0.5, 1.0 ve 1.5 mL/saat akis hiz1 degerleri, 16.5 ve 22.5 cm siringa-
toplayict arasindaki uzaklik degerleri denenmistir. Sivi toplayict olarak %96’lik etanol
kullanilmistir. Etanol igerisinde toplanan fibr6z doku iskeleleri etanol igerisinden
uzaklastirilarak distile su ile yikanmis ve 2 giin kurutma etiiviinde bekletilerek kurumasi
saglanmistir. Karakterizasyon ve hiicre kiiltlir calismalarinda kullanilacak 6rneklerin tiretimi
icin, fiberler siv1 toplayici igerisinde 25 dk siireyle toplanmistir. Sekil 3.3’te 1slak

elektroegirme yontemiyle 3B fibroz doku iskelelerinin iiretim asamalar1 sematize edilmistir.
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%10 (w/v)
P3HB Taylor Konisi

+ Sirmga Pompasi ; ‘ TN
%10 (W/w) K )
PBA 2 U

HFIP

ﬁ Yiiksek Voltaj Kaynag:
4
vaG
2.5mL | gﬁ: 1
0.8 mm

3B Fiber
Doku
iskeleleri
2em | % 96 EtOH

Sivi toplayici I

Isiticith Manyetik Karistirica

Sekil 3.3. Islak elektroegirme yontemiyle 3B fibroz doku iskelesi eldesi asamalari.

3.3. Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu

Dondurarak kurutma ve elektroegirme yontemleri ile elde edilen doku iskelelerinin doku
miithendisliginde kullanima uygunlugunun incelenmesi amaciyla g¢esitli karakterizasyon
islemleri uygulanmstir.

3.3.1. Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanmis doku iskelelerinin
karakterizasyonu

Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanmis doku iskelelerinin morfolojik 6zellikleri,
mekanik dayanimlari, bozunma davranislari, kristal yapilart ve sitotoksik etkileri

belirlenmistir.

3.3.1.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi
Dondurarak kurutma yontemiyle elde edilmis doku iskelelerinin morfolojileri, SEM (Zeiss
Evo 50, Almanya) analizi ile incelenmistir. Bu amagla, analiz 6ncesi Ornekler, altin-

paladyum karigimi ile kaplanmistir.

3.3.1.2. Mekanik dayanim testleri

Dondurarak kurutma yontemi ile liretilen doku iskelelerinin mekanik dayanimlari, Universal
Testing Machine (Zwick Roell/Z250) ile dlgiilmiistiir. Ornekler, dl¢iim 6ncesinde 1 saat
boyunca PBS (pH:7.4, 37°C) igerisinde bekletilmistir. Cap1 10 mm, yiiksekligi 8 mm olmak
tizere silindir seklinde kesilen ii¢ boyutlu 6rneklere sikistirma testi uygulanmigtir. Sikistirma
testi 5 mN’luk yiik ve 2 mm/dk sabit piston baslig1 hizi ile gerceklestirilmistir. Tiim 6lgiimler

her 6rnek grubu i¢in 3 kez tekrar edilmistir.

42



3.3.1.3. Enzimatik ve hidrolitik bozunma testleri

Enzimatik bozunma testleri, P3HB (%5 w/v) doku iskeleleri ile %2 ve %10 (w/w)
oranlarinda PBA ile katkilanmis P3HB (%5 w/v) doku iskelelerine, %10 (w/w) oraninda
PNMPBA ile katkilanmis P3HB (%5 w/v) doku iskelelerine ve %10 (w/w) oranlarinda
PMBA ile katkilanmig P3HB (%5 w/v) doku iskelelerine uygulanmistir. Enzim olarak lipaz
kullanmilmistir. Elli mg lipaz enzimi, 100 mL PBS igerisinde ¢6zdiiriilmiis ve ¢ozeltiye
mikroorganizma olusumunu engellemek amaci ile % 0.1 (w/v) oraninda sodyum azid
eklenmistir [89]. Ayrica, doku iskeleleri enzim igcermeyen PBS ortaminda bekletilerek
hidrolitik bozunma davranislari da incelenmistir. Doku iskelelerinin iizerindeki bozunma
ortamlar1 haftada bir yenilenmistir. Iskelelerin kuru agirliklar1 inkiibasyonun 1., 3. ve 5.
haftalarinda 6l¢iilmiis ve gravimetrik olarak kiitle kayb1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Ancak,
anlamli sonuglar elde edilememistir. Bu nedenle bozunurlugun belirlenmesi igin, test

stiresince malzemelerin morfolojilerindeki degisimler SEM goriintiileri ile incelenmistir.

3.3.1.4. X 1s1n1 kirinima (XRD) analizi

P3HB (%5 w/v) ve PBA/tlirevleri karisimlarindan dondurarak kurutma yontemi ile iiretilmis
doku iskelelerinin XRD analizi, Rigaku MultiFlex 2kW X-Isin1 Difraktometresi ile CuKa
radyasyon kaynagi kullanilarak, 6°-50° tarama aralig1 (26), 3°/dk tarama hizi kosullarinda
yapilmigtir. Iskelelerin yiizde kristaliniteleri, OriginPro 8 SRO yazilimi kullanilarak
belirlenmistir. Her XRD spektrumundaki toplam pik alani, XRD egrisinin integrasyonu ile
hesaplanmistir. Spektrumdaki amorf bolgeler referans hat fonksiyonlar1 kullanilarak mutlak
integrasyon sonucunda tespit edilmistir. Kristalin alanlarin tespiti i¢in, her bir spektrumdaki
amorf bolgenin alani ve toplam alan arasindaki fark almmustir. Iskelelerin yiizde

kristaliniteleri;
X (%)= [(kristalin piklerin alan1) / (XRD egrisinin toplam alani)] x 100 (3.1)
esitligi kullanilarak hesaplanmistir.

3.3.1.5. Sitotoksisite testleri

P3HB (%5 w/v) doku iskelelerinin ve % 10 (w/w) oranlarinda PBA, PNMPBA ve PMBA
ile katkilanmis P3HB (%5 w/v) doku iskelelerinin hiicreler iizerindeki etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla 24 saatlik sitotoksisite testi (MEM-ekstrakt testi, MTT test
sistemi) ISO 10993/EN 30993 standartlarina uygun olarak gercgeklestirilmistir. Doku
iskeleleri %70 etanol igerisinde vakum etiiviinde birka¢ defa ¢oktiiriilerek 1 saat boyunca
bekletilmis, etanoliin yapidan uzaklasmasi igin steril D-PBS ile 3 kere yikanmis ve her iki

yiizeyi de 30 dk ultraviyole (UV) 1s18a tabi tutularak sterilize edilmistir. Sterilizasyon
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sonrasinda sitotoksisite testi 1929 fare fibroblast hiicrelerinin canliligmin takibi ile
gerceklestirilmistir. Yontem cercevesinde, 150 g agirligindaki kuru iskeleler 30 mL besi
ortami igerisinde 37°C’de 24 saat boyunca ekstrakte edilmistir [90]. Besi ortami olarak,
hacimce %10 fotal sigir serumu (FBS) igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) kullanilmistir. Yirmi dort saatlik inkiibasyon sonunda, ekstrakt ortami 0.22 um’lik
filtreden gegirilerek iskele dokiintiileri ortamdan uzaklastirilmigtir. Es zamanli olarak 24
gozlii polistiren hiicre kiiltiir kaplarina hiicre yogunlugu 6x10* hiicre/mL olacak sekilde
L.929 hiicreleri ekilmistir. Malzemenin hiicreler lizerindeki sitotoksisitesini belirleyebilmek
icin, 24 saat inkiibasyonun ardindan kiiltiir ortami ¢esitli diliisyonlardaki (%25, %50, %100)
ekstrakt ortamlart ile degistirilmistir. Hiicre canliligt MTT analizi ile, hiicrelerin morfolojik

degisimleri ise mikroskop goriintiileri ile takip edilmistir.

3.3.2. Elektroegirme yontemi ile hazirlanmis doku iskelelerinin karakterizasyonu

Ug boyutlu elektroegirme yontemi ile elde edilen doku iskelelerinin morfolojik incelemesi
icin SEM analizi yapilmis, ayrica su alim kapasiteleri incelenmistir. Mekanik testler
geleneksel egirme ile elde edilmis 2B iskeleler iizerinde yapilmis, su temas agisi analizi ise

ayni polimerlerden elde edilen filmlere uygulanmuistir.

3.3.2.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Geleneksel elektroegirme ve 1slak elektroegirme yontemiyle elde edilmis doku iskelelerinin
morfolojileri, SEM (Zeiss Evo 50, Almanya) analizi ile incelenmistir. Bu amagla, analiz
oncesi oOrnekler, altin-paladyum karisimi ile kaplanmistir. Her iki elektroegirme islemi
sonucu elde edilen iskelelerin fiber ¢aplar1 ise SEM analizinden elde edilen fotograflar

tizerinde ImageJ programi (NIH, Bethesda, MD) kullanilarak hesaplanmaistir.

3.3.2.2. Mekanik dayamim testleri

Geleneksel elektroegirme yontemiyle iiretilen %10 (w/w) PBA ile katkilanmis %10 (w/v)
P3HB ve %10 (w/v) P3HB 2B fibroz doku iskeleleri iizerinde ¢ekme testi uygulanmistir.
Egirme parametreleri olarak 15 kV voltaj, 22.5 cm siringa-toplayici uzakligi ve 1 mL/saat
akis hiz1 se¢ilmistir. Egirme islemine 1.5 saat devam edilmistir. Elektroegirme yontemi ile
uretilen 2B doku iskelelerinin mekanik dayanimlari, Universal Testing Machine (Zwick
Roell/Z250) ile dl¢iilmiistiir. Olciim dncesinde 1 saat boyunca PBS (pH:7.4, 37°C) igerisinde
bekletilen drnekler, 7 mm genislik ve 40 mm uzunluk olacak sekilde dikdortgen parcgalara
kesilmis ve ¢cekme testleri uygulanmistir. Cekme analizi 0.02 N’luk yiik ve 10 mm/dk sabit
piston bashiglr hizi ile gergeklestirilmistir. Tiim Ol¢iimler her 6rnek grubu icin 3 kez

tekrarlanmistir.
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3.3.2.3. Su alim kapasitesi ol¢ciimii

Doku iskelelerinin su alim kapasitesi Olglimii, PBS (pH:7.4, 37°C) igerisinde
gergeklestirilmistir. Doku iskeleleri, PBS igerisine daldirilarak belirli zaman araliklarinda
cikarilmis ve agirliklart Ol¢iilmistiir. Agirlik Olgimii yapilmadan once, iskelelerin
yiizeyindeki fazla su kagida emdirilerek uzaklastiilmustir. Iskelelerin belirlenen zaman
araliklarindaki su alim kapasiteleri (WC), asagidaki esitlikte gosterildigi sekilde

hesaplanmustir.
WC (%) = [(W:—Wi) / Wi] x 100 (3.2)

Esitlikte, W, doku iskelesinin su iceren agirligini, Wi ise ilk (kuru) agirligini géstermektedir
[91].

3.3.2.4. Su temas acis1 (WCA) olciimii

Katkilamanin P3HB'nin hidrofobisitesi {izerindeki etkisinin gézlenmesi, su temas acisi
Olgtimii ile degerlendirilmistir. Saf P3HB ve % 10 (w/w) PBA katkilanan P3HB filmlerin
su temas acist (Kruss DSA 100, Almanya), durgun damla (sessile drop) yontemi ile oda

kosullarinda 6l¢tilmiistiir.

3.4. Hiicre Kiiltiir Calismalari

Karakterizasyon calismalari sonrasinda 1slak elektroegirme yontemiyle elde edilen 3 boyutlu
fibroz doku iskelelerinin hiicresel uyumlulugunun incelenmesi amaciyla MC3T3-E1 hatti ile
21 giinliik hiicre kiiltiirii caligmas1 gergeklestirilmistir. Hiicrelerin malzeme yiizeyindeki
tutunma ve yayilma davraniglar1 SEM analizi ile morfolojik olarak incelenirken, MTT

analizi ile canliligin kantitatif incelemesi yapilmistir.

3.4.1. MC3T3-E1 hiicre hatti ile yapilan hiicre Kiiltiir ¢caliymalar:

MC3T3-E1 hiicre hatt1 ile hiicre kiiltiir ¢aligmalari, 1slak egirme yontemiyle elde edilen
P3HB (%10 w/v) ve PBA (%10 w/w) katkili P3HB (%10 w/v) doku iskeleleri ile yapilmistir.
Bu doku iskeleleri ile yiiriitiilen hiicre kiiltiir ¢caligmalarinda, hiicrelerin yiizey {izerine
tutunmalar1 ve ¢ogalmasi incelenmistir. Flasklarda ¢ogaltilan hiicreler i¢in biliylime ortami
olarak %10 FBS (v/v), %1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin i¢eren a-MEM besi
ortami kullanilmustir. Oncelikle 24-gdzIii polistiren hiicre kiiltiir kaplarinin yiizeyi agaroz ile
kaplanmis ve boylece TCPS yiizeyler hidrofobik hale getirilerek, hiicrelerin doku
iskelesinden kiiltiir kabinin yiizeyine go¢ etmeleri engellenmistir. Daha sonra doku iskeleleri
%70’lik etanol igerisinde vakum etiiviinde ¢oktiiriilerek 1 saat boyunca bekletilmis ve

etanolil uzaklagtirmak amaciyla D-PBS ¢ozeltisi ile 3 kere yikanmistir. Yikama sonrasi her
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iki yiizeyi de 30 dk boyunca UV sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Doku iskeleleri, %10
FBS, %1 penisilin-streptomisin igeren a-MEM ortami igerisine alinarak, serum proteinleri
ile etkilesmeleri i¢in 3 saat beklenmis, ardindan hiicre ekimine gegilmistir. Hiicreler, 2.5x10°
hiicre/mL yogunlugunda doku iskelelerine ekilmistir. Hiicre ekimi yapildiktan 1 saat sonra
ornekler iizerine 1 mL hiicre biiyiime ortanmi eklenmistir. Ornekler, %95 nem ve %5 CO,

iceren inkiibatorde 3 giinde bir ortamlar1 tazelenerek 21 giin boyunca kiiltiire edilmislerdir.

3.4.1.1. SEM analizi

Hiicrelerin doku iskelelerinin yiizeyine tutunmalari, yayilmalar1 ve ¢ogalmalari, SEM analizi
ile morfolojik olarak incelenmistir. SEM analizi i¢in, 6rneklerin {izerindeki kiiltiir ortami
uzaklastirilip 2 kez PBS ile yikandiktan sonra fiksasyon islemi i¢in 30 dk boyunca %2.5
(v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi igerisinde bekletilmis ve analize kadar 1’er mL PBS igerisinde
4°C’de saklanmistir. Analiz 6ncesi, 6rnekler %30, %50, %70, %90 ve %100’lik etanol serisi
igerisinde 1’er dk bekletilerek susuzlastirma islemi gergeklestirilmistir. Susuzlastirma
isleminin ardindan 6rnekler hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde 5 dk bekletilmis ve bir
gece boyunca ¢eker ocakta kurutulmustur. Iskeleler SEM analizi 6ncesinde altin-paladyum
karigimi ile kaplanmistir. SEM analizi, hiicre kiiltiir calismasinin 1, 7, 14 ve 21. giiniinde

yapilmugtir [92].

3.4.1.2. MTT analizi

Doku iskeleleri tizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin mitokondriyal aktiviteleri ve canlilig
MTT analizi ile belirlenmistir. Analizde MTT tuzunu ig¢eren sar1 renkli MTT ¢ozeltisi, hiicre
mitokondrisinde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri tarafindan mor renkli
formazan kristallerine indirgenmektedir. Indirgenen formazan kristallerinin yogunlugu,
kiiltiir ortaminda bulunan hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi hakkinda, yani buna bagl
olarak hiicre canlilig1 hakkinda bilgi vermektedir. Bu baglamda doku iskeleleri itizerindeki
besi ortamu kiiltiirtin 1., 4., 7., 14. ve 21. giinlerinde uzaklastirilmis ve her bir géze 600 uL
serumsuz besi ortam1 ve 60 uL MTT ¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklenmistir. Ardindan 3
saat boyunca 37°C CO; etiiviinde inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda doku
iskeleleri tizerindeki ortam uzaklastirilmis ve her bir géze 400 pL 0.04 M HCI igeren
izopropanol ¢ozeltisi eklenerek formazan kristallerinin ¢éziinmesi saglanmistir. Elde edilen
¢ozeltiden 200 pL alinarak 96-gdzlii kiiltiir kaplarma aktarilmistir. Olgiimler, 690 nm
referans olmak iizere 570 nm’de spektrofotometrik (Asys UVM 340, Avusturya) olarak
yapilmis ve ¢ozeltilerin optik yogunluklart belirlenmistir [93].
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3.4.1.3. Istatistiksel analiz

GraphPad InStat yazilimi kullanilarak istatistiksel analizler yapilmistir. Tiim analiz verileri
lic defa tekrar edilen deneyin ortalama + standart sapmasi ile birlikte verilmistir. Gruplar
arasindaki anlamli farklar1 degerlendirmek i¢in tek yonlii Anova testi ve Student’s t-test

kullanilmis, p degerlerinin 0.05’ten kii¢lik oldugu durumlar anlamli olarak alinmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan deneyler, analizler ve sonuglar1 bu boliimde verilmis ve
tartistlmustir. Ilk olarak poli-p-alanin (PBA) polimerinin sentez ve karakterizasyonuna yer
verilmig, ardindan P3HB ve katki polimerlerini i¢eren dondurarak kurutma yontemi ve
elektroegirme yontemiyle iiretilen doku iskelelerinin karakterizasyon c¢alismalarinin
sonuglar1 degerlendirilmistir. Son olarak, 1slak elektroegirme yontemiyle elde edilen 3
boyutlu fibroz doku iskeleleri ile MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicre hattiyla gergeklestirilen
hiicre kiiltiir caligmalarinin sonuglari tartisilmis ve tiim sonugclar literatiir ile karsilastirmali

olarak yorumlanmustir.

4.1. P3HB ve PBA Polimerleri

Tez kapsaminda yapilan g¢aligmalarin amaci P3HB’nin biyomalzeme olarak kullanimini
siirlayan 6zelliklerini azaltmak ve P3HB’ye yeni olumlu o6zellikler kazandirmaktir.
P3HB’nin tek basina kullanildiginda doku miihendisligine uygun olmayan o6zellikleri,
P3HB’ye cesitli polimerler katkilanarak iyilestirilebilmektedir. Bu baglamda P3HB ile

polimer karisimlar1 hazirlamak i¢in PBA ve bazi tiirevleri kullanilmistir.

P3HB; optik¢e aktif, biyouyumlu ve biyobozunur bir polimerdir. Ayrica P3HB’nin
piezoelektrik ve piroelektrik 6zelliklerinin arastirildigi caligmalar da mevcuttur. Tiim bu
ozellikleri nedeniyle biyomalzeme olarak kullanimina ydnelik ¢ok sayida calisma
yapilmustir. P3HB bu ¢aligmalarin birgogunda ya kimyasal yollarla modifiye edilmis ya da
kopolimerleri hazirlanarak hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapilmistir. Bunun baslica nedenleri
arasinda; yiiksek kristalinite kaynakli kirilganlik, polilaktitlere gore diisiik biyobozunma
hiz1, erime noktas1 civarinda termal kararsizliktan kaynakli islenebilme zorlugu ve yiiksek
hidrofobisite gibi doku miihendisligi agisindan olumsuzluklar olusturan 6zellikler

sayilabilmektedir.

Termal ve mekanik direnci oldukga yiiksek olan ve yapisindaki amit grubu (CONH)
nedeniyle protein molekiillerine benzeyen PBA, tek basina hicbir doku miihendisligi
calismasinda kullanilmamistir. Bu 06zellikleriyle PBA’nin oldukca kullanigli bir katki
malzemesi olabilecegi varsayilabilmektedir. Yukarida belirtilen P3HB’ye ait olumsuzluklari
ortadan kaldirmak ve yeni 6zellikler katmak igin Dog. Dr. Efkan Catiker’in yiiriitiiciiligiini
ve Prof. Dr. Menemse Giimiigderelioglu’'nun danismanhigint  yaptigi  “Poli(3-
hidroksibutirat)/Poli-B-alanin ve Tiirevlerinin ikili Karisimlari: Yeni Doku Iskelesi

Malzemeleri” baslikli 1142039 no’lu TUBITAK tarafindan desteklenen proje kapsaminda
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PBA ve tiirevleri sentezlenerek karakterizasyonu yapilmis ve P3HB ile karigimlar

hazirlanmistir [94].

4.1.1. Polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu

Tez kapsaminda kullanilan katk: polimerleri; poli-p-alanin (PBA), poli(N-3-metoksipropil-
B-alanin) (PNMPBA) ve poli(a-metil--alanin) (PMBA), Dog. Dr. Efkan Catiker tarafindan,
hidrojen transfer polimerizasyonuyla sentezlenmistir. Sentezlenen polimerlerin yapisal
karakterizasyonu FTIR ve 'H-NMR analizleri ile yapilmustir. Cizelge 4.1°de, katki
polimerleri olan PBA, PNMPBA ve PMBA’nin sentez kosullar1 ve ¢esitli 6zellikleri

verilmisgtir.

Cizelge 4.1. PBA, PNMPBA ve PMBA’nin sentez kosullar1 ve 6zellikleri [94]

T Zaman Verim DP
Polimer Coziicii Baslatici
O (saat) (%)
PBA 100 DMSO* 24 t-NaOBu** 85 430
PNMPBA 90 Bulk 96 t-NaOBu** 65 20
PMBA 100 DMSO* 24 t-NaOBu** 43 100

*Dimetil siilfoksit

**t-NaOBu: Sodyum t-butoksit

'H-NMR spektrumlarinda u¢ grup analizi yapilarak polimerlerin ortalama mol kiitleleri
belirlenmigtir. Termal davranislari ise DSC-TG analizi ile tespit edilmistir [94]. Asagida tez
caligmasinda temel katki polimeri olarak kullanilan PBA polimerinin sentez ve

karakterizasyonuna ait 6zet bilgi sunulmustur.

4.1.1.1. Poli-p-alanin (PBA) sentezi ve karakterizasyonu
PBA sentezinde monomer olarak akrilamit kullanilmistir. Baz katalizli hidrojen transfer

polimerizasyonu ile sentezlenen PBA, %85 polimerizasyon verimiyle elde edilmistir.

(0]
meLen—d_gam) T fewcncon}
n
Akrilamit Poli-B-alanin

Sekil 4.1. PBA polimerinin akrilamitin hidrojen transfer polimerizasyonuyla sentezi.
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FTIR Spektroskopisi

Polimerizasyondan sonra izole edilip kurutulan PBA polimer 6rneginin FTIR analizi, ATR
teknigi ile 700-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda yapilmustir. Sekil 4.2°de verilen spektrum
incelendiginde NH gerilme bandi (3283 cm™), ikincil amit karbonil asimetrik gerilme band1
(1632 cm™) ve NH egilme band1 (1535 cm™®), yapinin PBA’ya ait oldugunu desteklemektedir
[94].

293952~
289322

3074 53—

Gecirgenlik (%)

88,5

MM [N NINIIN NS NNMNND SUNINE: SENSS NNINDG NN SINNDE SENS——
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Dalga Sayis1 (cm!)

Sekil 4.2. Poli-B-alaninin (PBA) FTIR spektrumu.
'H-NMR Spektroskopisi

PBA polimerinin *H-NMR spektrumu, 10 mg PBA iceren 0.2 mL formik asit ¢ozeltisi
igerisine  bir damla DMSO-d6 damlatilarak Bruker AVANCE 11l 400
MHz NMR Spektrometresi ile elde edilmistir. Sekil 4.3’te verilen spektrum incelendiginde
7.65,7.90,8.20 ve 11.1 ppm de gbzlenen formik asit pikleri ve 2.50 ppm de gézlenen DMSO
piki dikkat cekmektedir. Polimere ait 2.24, 3.22 ve 7.50 ppm de 2:2:1 siddetindeki pikler
sirastyla karbonil grubuna komsu metilen (CO-CH2) ve amit grubuna komsu metilen (NH-

CH>) ve NH protonlaridir [94].
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Sekil 4.3. Poli-B-alaninin (PBA) *H-NMR spektrumu.
Ortalama Mol Kiitlesinin Belirlenmesi

Siirli sayida ¢oziiciide (formik asit, trifloroetanol, hekzafloroizopropanol vb.) ¢dziinen
poliamit ailesine ait polimerlerin mol kiitlesini belirlemek olduk¢a zordur. Belirtilen
coziiciilerin hareketli faz olarak kullanildigi GPC sistemleri tilkemizde mevcut degildir. Bu
nedenle, genisletilmis *H-NMR spektrumundaki u¢ grupta bulunan akrilamit birimine ait
olefinik protonlarinin (5.5 ve 6.0 ppm civarinda) pik siddetleri ile tekrarlayan birimlerde
bulunan metilen protonlarinin pik siddetlerinin oranlar1 kullanilarak mol kiitlesi
belirlenmistir (Sekil 4.4). U¢ grup analizi ile polimerizasyon derecesi (DP) ~ 1140/2 = 570
olarak hesaplanmustir. Akrilamitin baslangi¢ mol kiitlesi Mo= 71 gmol™ olmak iizere,
PBA’nin sayica ortalama mol kiitlesi yaklasik Ma = Mo X DP = 71x570 = 40470 gmol™

olarak bulunmustur [94].
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Sekil 4.4. Poli-B-alaninin genisletilmis *H-NMR spektrumu.

DSC Analizi

DSC analizi i¢in ilk tarama; azot akis1 varliginda, 10°C/dK 1sitma hiz1 ile ve oda sicakligindan
baslayarak 200°C’a kadar olan sicaklik arasinda yapilmustir. Yapidaki kristal suyu
uzaklasinca (75-175°C araliginda) hizla sogutma islemi uygulanarak ikinci tarama
yapilmigtir. Erime tamamlanmadan bozunmaya baslayan polimer yaklasik 300°C civarinda

erimeye baslamistir. Bu 1s1l davranis literatiirdeki bilgilere uygun olarak gerceklesmistir

[94].
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Sekil 4.5. Poli-B-alaninin (PBA) DSC termogrami.
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4.2. P3HB ve PBA/Tiirevleri ile Katkilanms Doku Iskelelerinin Uretimi

Bu béliimde, kemik doku miihendisliginde kullanilabilecek yeni bir doku iskelesi eldesi i¢in
tiretilen P3HB ve gii¢lendirici ajan katkili P3HB doku iskelelerinin tliretim kosullarmin
optimizasyonu, yapilarin karakterizasyonu ve iskelelerle gergeklestirilen in vitro hiicre
kiiltiir calismalarinin sonuglar1 karsilastirmali olarak tartistlmistir. Ik olarak, P3HB ve
giiclendirici ajan katkili P3HB doku iskelelerinin dondurarak kurutma yontemi ile {iretimi
ve tretilen doku iskelelerinin karakterizasyon sonuglari verilmistir. Ardindan elektroegirme
yontemi ile 2B ve 3B iskelelerin tiretimi ve iretilen doku iskelelerinin karakterizasyon
sonuglar1 verilmis, 3B elektroegirme yontemi kullanilarak elde edilen fibréz doku
iskelelerinin MC3T3-E1 hiicre hatt1 ile yapilan in vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin

sonuclar1 incelenmistir.

4.2.1. Dondurarak kurutma yontemi

Dogal polimer igerigine sahip doku iskelelerinde, iiretim yontemi olarak dondurarak
kurutma yontemi kullanilabilmektedir. Yontem temel olarak polimer ¢dzeltisinin uygun
sicaklikta dondurulmasi ve ardindan ¢ozeltinin liyofilizatore alinmasiyla, ¢ozelti icerisinde
olusan buz kristallerinin, cihaz igerisinde diisiik sicaklikta ve vakum altinda siiblimleserek
mikro gozeneklerin olusmasina dayanmaktadir. Polimer ¢dzeltisinin derisimi ve dondurma
sicakligt dogrudan gozenekliligi ve gdzenek boyutunun dagilimimi etkilemektedir.
Dondurarak kurutma yonteminde gozenekliligin gézenek yapici ajan ve diger parametrelerle
kontrol edilebilmesi, doku iskelelerinin istenilen mekanik 6zelliklere, ylizey topografisine

ve kararliliga getirilebilmesine olanak saglamaktadir.

Bu yontemde kullanilacak polimer ¢ozeltisinin hazirlanmasi agamasinda 6ncelikle; kiitlece
%5, %7.5 ve %10 P3HB igeren polimer ¢ozeltileri 65°C sicaklikta 1siticili manyetik
karistirict kullanilarak hazirlanmistir. Polimer ¢6zeltisi 1 saat boyunca karistirilmstir.
Homojen bir ¢ozelti elde edildikten sonra yapiya gozenek yapici ajan olarak polimer
cozeltisiyle ayn1 oranda asetik asit eklenerek emdiilsiyon olusturulmustur. Emiilsiyon cam
kiiltiir kaplarina dokiilerek kademeli olarak 6nce 12 saat -20°C’de ve ardindan 24 saat
boyunca -80°C’de dondurulmustur. Iskeleler liyofilizatore koyularak 96 saat boyunca
kurutulmus ve kurutma isleminden sonra analizlerin yapilacag tarihe kadar desikatorde
saklanmistir. Bu denemenin sonucunda liyofilizatérden alinan Orneklerin iskele yapisina
benzer morfoloji gostermedigi saptanmis ve polimer ¢ozeltisinin karigtirma siiresi ve

sicaklig1 gibi parametreler degistirilerek deneyler tekrarlanmistir.

53



Kullanilan polimerin yiiksek molekiil agirligi (=300 kDa) g6z oOniinde bulundurularak
kloroform igerisindeki ¢6ziiniirliigiiniin daha uzun siirede gergeklesecegi Ongoriilmiistiir.
Ayrica iiretici firmadan alinan bilgiler 1s183inda %10 P3HB igeren polimer ¢dzeltisinin
jellesme egilimi gosterdigi ve doku iskelesi yapimina uygun olmadig: belirlenmistir. Bu
nedenle, kiitlece %5 ve %7.5 P3HB iceren polimer ¢ozeltileri ilk denemeden farkli olarak
80°C’de 48 saat boyunca 1siticili manyetik karistirict yardimiyla hazirlanmistir. Polimer
¢ozeltisi homojen hale geldiginde hacimce ayn1 oranda asetik asit eklenmis ve ayni sicaklikta
manyetik karigtirict ile 10 dk karigtirma islemi sonucunda emiilsiyon elde edilmistir. Cam
kiiltiir kaplara konulan emiilsiyon -80°C’de 24 saat bekletilerek liyofilizatdre alinmis ve -
80°C’de 96 saat boyunca kurutma yontemi tekrarlanmistir. Sonug¢ olarak 3 boyutlu,
gozenekli saf P3HB ve katkilama polimerleri iceren P3HB doku iskeleleri elde edilmistir.

4.2.2. Elektroegirme yontemi

Elektroegirme yontemi, hiicre dis1 matriste bulunan fibrillerin taklidi i¢in oldukc¢a kullanish
bir doku iskelesi iiretim teknigidir. Buna ek olarak P3HB’ nin fiziksel ve kimyasal yapisina
daha uygun bir tiretim teknigi olacagi diisiiniildiiglinden ikinci iiretim yontemi olarak
elektroegirme se¢ilmistir. Dondurarak kurutma yontemindeki basarisizliklarla elektroegirme
yonteminde karsilagilmamis, aksine liretim yonteminin malzemenin manipiile edilebilirligini
arttirdig1 goézlemlenmistir. Geleneksel elektroegirme ve 1slak elektroegirme yontemleri ile

doku iskeleleri iiretilerek karakterizasyon calismalar1 yapilmistir.

4.2.2.1. Geleneksel elektroegirme

Elektroegirme yontemi ile fibroz matrislerin elde edilmesinde en 6nemli nokta ¢ozeltinin
viskozitesinin egirme islemine uygun olmasidir. Diisiik viskozite boncuk olusumuna, kesikli
fiber elde edilmesine ve heterojen morfolojiye sahip fiberlere neden olmaktadir [95]. Katki
ajani olarak kullanilan PNMPBA ve PMBA ’nin molekiil agirliklari, P3HB ve PBA’ya gore
daha diistiktlir. Bu katki ajanlar1 ile hazirlanan ¢6zeltilerin viskozitesi yetersiz oldugundan
siringadan akis hiz1 ayarlanamamis ve kaliteli fiberler elde edilememistir. Ayrica ¢oziiciisii
formik asit olan c¢ozeltilerin viskozitesi yeterli olmadigindan, ¢oziicii olarak HFIP
kullanilmasina karar verilmistir. HFIP kullanilarak elde edilen doku iskeleleri igin, 15 kV
voltaj, 22.5 cm siringa-toplayici uzakligi ve 1.0 mL/sa akis hiz1 kosullart optimum kosullar

olarak belirlenmistir.

4.2.2.2. U¢ boyutlu elektroegirme
Ug boyutlu egirme igin ¢dziicii olarak HFIP kullanilmis ve fiber eldesi i¢in gerekli viskozite

ayarlanmaya calisilmistir. P3HB (%5 w/v) ve PBA (%10 w/w) katkili P3HB (%5 w/v)
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karigimlarinin 3 boyutlu egirme icin viskozitesinin yeterli olmadig1 goriilmiis, bu nedenle
tiretimde yalnizca P3HB (%10 w/v) ve PBA (%10 w/w) katkili P3HB (%10 w/v)
karisimlarinin kullanilmasina karar verilmistir. Uretim kosullarmimn optimizasyonu igin
denenen degerler arasindan 15 kV voltaj, 1 mL/sa akis hiz1 ve 16.5 cm siringa-toplayici

uzaklig1 kosullarinin sec¢ilmesine karar verilmistir.

4.3. Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu

Dondurarak kurutma ve elektroegirme yontemleri ile elde edilen doku iskelelerinin doku
mithendisligine uygunlugunun incelenmesi amaciyla ¢esitli karakterizasyon caligsmalari
yapilmustir.

43.1. Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanmms doku iskelelerinin
karakterizasyonu

Dondurarak kurutma yontemiyle hazirlanmis doku iskelelerinin karakterizasyonu
asamasinda, morfolojinin belirlenmesi amaciyla SEM analizi, mekanik 6zelliklerin tespiti
i¢cin basma mekanik testi, in vitro kosullarda bozunma davranislarinin incelenmesi amaciyla
enzimatik ve hidrolitik bozunma testleri, yapilan katkilamalarin P3HB’nin kristalinitesi
tizerine etkilerinin arastirilmasi i¢cin XRD analizi ve son olarak daha 6nce hi¢bir doku
miithendisligi ¢alismasinda P3HB ile birlikte kullanilmamis olan katkilama grubu
polimerlerinin sitotoksik etkilerinin incelenmesi amaciyla indirekt sitotoksisite testi
uygulanmigtir. Sekil 4.6’da dondurarak kurutma yontemiyle hazirlanmis en yiiksek oranda
katki polimeri iceren (%10 w/w) doku iskelelerinin analizler oncesindeki fotograflar

verilmistir.

Sekil 4.6. Dondurarak kurutma yontemiyle hazirlanmis doku iskeleleri a) %5 (w/v) P3HB,
b) %5 (w/v) P3HB-%10 (w/w) PBA, c) %5 (w/v) P3HB-%10 (w/w) PNMPBA, d) %5 (w/v)
P3HB-%10 (w/w) PMBA.
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Liyofilizator icerisindeki yiiksek vakum ortami, iskelelerin pargalanmasina ve dagilmasina
neden olmustur. Sekil 4.6’da fotograflar verilen iskelelerden P3HB ve PBA katkili P3HB
iceren iskeleler haricindeki diisiik molekiil agirligina sahip polimerlerle katkilama yapilmis
P3HB gruplarinin yapisal olarak biitiinliik saglayamadigi, belirli sekle sokulamadigi

goriilmektedir.

4.3.1.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Dondurarak kurutma yontemiyle fiiretilmis iskelelerin PBS ve distile su igerisindeki
hidrolitik bozunma davraniglar1 7 giin boyunca 37°C’de bekletilerek gozlemlenmistir. Bu
stirecte iskelelerin bozunmadigi saptanmis ve hiicre kiiltiiriinde doku iskelesi olarak
kullanima olanak sagladig belirlenmistir. Bu denemenin sonucunda liyofilizatorden alinan
orneklerin gozenekliliginin ve gozenek morfolojisinin belirlenmesi icin SEM analizi

yapilmustir.

Sekil 4.7. P3HB’nin %5’lik ¢ozeltisiyle hazirlanan doku iskelelerinin iist ve alt yiizleri
(farkl1 biiyiitmeler i¢in kirmizi 6lgek ¢ubuklart sirasiyla 100 um, 20 pum, 10 pm ve 2 pm’yi
temsil etmektedir).
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Sekil 4.7°de verilen SEM goriintiileri %5 P3HB igeren polimer ¢ozeltisiyle hazirlanmis doku
iskelelerine ait olup, sol tarafta yer alan fotograflar kurutma islemi sirasinda iskelenin hava
ile temas eden iist yiizeyine; sag tarafta yer alan fotograflar kurutma islemi sirasinda
iskelenin cam Kkiiltiir kabr ile temas eden alt yiizeyine aittir. Gozenek yapict ajanin
stiblimlesmesi sonrasi arkasinda biraktig1 gézeneklerin birbirleri ile baglantili ve biiytikliik
acisindan homojen olmasi beklenmektedir. Ust yiizeyden alian gériintiilerden anlagilacag
tizere %5 (w/v) P3HB igeren ¢ozelti ile hazirlanan doku iskelelerinde i¢sel baglantili
gozenekler mevcuttur. Igsel baglanti ve gdzeneklilik acisindan iist yiizey ve alt yiizey
goriintilileri arasinda belirgin bir fark goriilmemekle birlikte, alt ylizey goriintiileri de icsel
baglantili gézeneklerin varligini desteklemektedir. Fakat gozenek boyutu agisindan homojen

bir dagilim saglanamadig: agiktir.

UST ALT

500 X

1 KX

5 KX

10 KX

Sekil 4.8. P3HB’nin %7.5’luk ¢ozeltisiyle hazirlanan doku iskelelerinin iist ve alt yiizleri
(farkl1 biiyiitmeler i¢in kirmizi 6lgek ¢ubuklari sirasiyla 100 um, 20 um, 10 um ve 2 um’yi
temsil etmektedir).
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Sekil 4.8’de verilen SEM goriintiileri %7.5 P3HB igeren polimer ¢ozeltisiyle hazirlanmig
doku iskelelerine ait olup, sol tarafta yer alan fotograflar kurutma islemi sirasinda iskelenin
hava ile temas eden iist yilizeyine; sag tarafta yer alan fotograflar kurutma islemi sirasinda
iskelenin cam kiiltiir kab1 ile temas eden alt yiizeyine aittir. P3HB’nin %5°lik ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanan iskelelere ait SEM goriintiileri ile karsilastirildiginda %7.5 P3HB
iceren iskeleler her ne kadar oldukga piiriizlii bir yiizey yapisina sahip olsa da, katkilama
oraninin artistyla beraber daha siki ve yogun bir yapiya sahip oldugu, goézeneklerin bu
yapisal degisim nedeniyle sayica daha az ve kapali oldugu gozlemlenmistir. SEM
goriintlilerinden elde edilen sonuglar ve iiretici firma ile yapilan goriismeler sonucu kiitlece
%S5 polimer igeren P3HB ¢ozeltisinin doku iskelesi yapiminda kullanilmasina karar verilmis
ve Onceki yontemden farkli olarak homojen sicaklik degisimi elde edilebilmesi i¢in d6rnekler

karistiriciya su banyosu igerisinde konulmustur.

P3HB %5 (W/v)

PBA

PNMPBA

PMBA

%2 (w/w) katkilama %3 (w/w) katkilama %10 (w/w) katkilama

Sekil 4.9. Kiitlece %2, %5 ve %10 PBA ve tiirevlerini iceren P3HB (%5 w/v) iskelelerin,
%35 P3HB (w/v) igeren iskeleler ile karsilastirildigt SEM fotograflar1 (Kirmizi 6lgek gubugu
20 um’yi temsil etmektedir).

58



Saf P3HB igeren doku iskelesi iiretim kosullarinin optimizasyonu saglandiktan sonra,
giiclendirici ajanlarla katkilama basamagina gecilmistir. Sekil 4.9’da farkli oranlarda PBA
ve tiirevleri ile katkilanarak elde edilen %5 P3HB iskelelerin, sadece %5 P3HB (w/v) (Sekil
4.9 ist sira) iceren iskeleler ile karsilastirmali olarak verilen SEM fotograflar1 yer

almaktadir.

Sekil 4.9 incelendiginde PBA ve tiirevleriyle katkilanmis iskelelerde katkilama orani arttikga
gozenekliligin azaldig1 goriilmektedir. Ancak tiim katkilama gruplari, %5 (w/v) P3HB iceren
iskelelere gore daha piriizliidiir. Fakat belirgin gozeneklilik artisi sadece PBA ile
katkilanmis gruplarda goriilmektedir. Katkilama gruplart igerisinde %2 PBA igeren
iskelelerin morfolojik olarak doku miihendisliginde kullanimi agisindan daha uygun oldugu

sonucuna varilmistir.

4.3.1.2. Mekanik dayamim testleri

Doku iskeleleri, in vivo ya da klinik ¢alismalarda implantasyon sonrasi ¢esitli kuvvetlere
maruz kalirlar. Bu nedenle mekanik ag¢idan maruz kaldiklar1 kuvvetlere karst dayanikli
olmalar1 gerekmektedir. Ayni zamanda manipiilasyonun kolaylastirilmas: i¢in optimum
dayanim degerlerinin de belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle doku iskelesi tiretimi
sirasinda malzemelerin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi olduk¢a Onemlidir [96].
Dondurarak kurutma yontemiyle elde edilen doku iskeleleri siinger benzeri yapilar
oldugundan bu iskelelere sikistirma testi uygulanmistir. Sikistirma direngleri ile modiil
degerleri, test sonucu elde edilen gerilim-gerinim (stress-strain) egrisinden hesaplanmis ve

Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelgede goriildiigii gibi, 2 grup (P3HB ve %2 PBA katkili P3HB) doku iskelesi disindaki
gruplarin mekanik test sonucunda sikistirma direnci ve elastik modiilii degerleri elde
edilememistir. Bunun en 6nemli nedeni olarak dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen
iskelelerin morfolojik olarak standarda uygun sekle getirilemeyisi gosterilebilir. Dondurarak
kurutma islemi boyunca cihaz tarafindan wuygulanan vakum da g6z Onilinde
bulunduruldugunda, piezoelektrik ozellikler baskin hale gelmis ve iskelelerin
manipiilasyonu neredeyse imkansizlagmistir. Sekil biitlinliiglinii koruyamayan iskelelerin
sikigtirma testi yapilamamis ve olumlu sonug alinamamistir. Fakat 6l¢iim alinabilen 6rnek
gruplar arasinda %2 PBA katkili P3HB’nin sikistirma direncinin (5.66+1.04 kPa) ve elastik
modiliniin (12.06+3.20 kPa) P3HB’nin sikistirma direncine (14+0.00 kPa) ve elastik
modiiliine (27.440.00 kPa) oranla diisiik oldugu goriilmektedir. Yiizde 2 PBA katkil1 P3HB
doku iskeleleri, P3HB doku iskelelerinden daha fazla gbzenege sahiptir. Bir doku iskelesinin
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gozenekliligi arttik¢a, mekanik dayanimi azalmaktadir. Buna ek olarak katkilama malzemesi
PBA’nin molekiil agirligt (40 kDa) P3HB’nin molekiil agirligindan (300 kDa) daha
diisiiktiir. Bu nedenle bu tip bir katkilamanin mekanik direnci diisiirmesi beklenen bir
durumdur. Ayrica cogu polimerik malzemede oldugu gibi ¢caligmada iiretilen polimerik doku
iskeleleri de baski altinda ince bir disk haline gelmesine ragmen, sekilsel olarak tam
anlamiyla bozulmamistir. Bu nedenle basma testi ¢iktilarinin birbirleriyle karisilagtiriimasi
her zaman dogru sonug vermeyebilir. Ozellikle bosluk kesri ¢cok fazla olan gdzenekli doku

iskeleleri gibi 6rneklerde bu durumla sikga karsilasiimaktadir [97].

Cizelge 4.2. Dondurarak kurutma yontemi ile iiretilen doku iskelelerinin mekanik test
sonuglari

Doku iskelesi Slklstn&lkn:a;)irenci Elasti(il:l)\:;)dﬁlii

P3HB" 14.00+0.00 27.40+0.00

P3HB - %2 PBA 5.66+1.04 12.06+3.20
P3HB - %5 PBA 0A™ 0A
P3HB - %10 PBA OA 0A
P3HB - %2 PNMPBA 0A 0A
P3HB - %5 PNMPBA 0A 0A
P3HB - %10 PNMPBA OA 0A
P3HB - %2 PMBA OA 0A
P3HB - %5 PMBA OA 0A
P3HB - %10 PMBA 0A 0A

*: Tiim P3HB ler ¢ozelti icerisinde kiitlece %5 (w/v) oraminda olup, katki polimerleri P3HB ¢ozelti icerisinde
100 birim kabul edilerek P3HB 'ye oranla kiitlece (w/w) katkilanmustir.

**OA: Olgiim alinamad.
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4.3.1.3. Enzimatik ve hidrolitik bozunma testleri
Olgiimler ve analizler bozunma testlerinin 1., 3. ve 5. haftasinda gerceklestirilmistir. Sekil

4.10°da bozunurlugunun 5. haftasindaki doku iskelelerinin SEM goériintiileri verilmistir.

Enzimatik ve Hidrolitik Bozunma Enzimatik Bozunma Hidrolitik Bozunma
Ortam Oncesi Iskeleler Ortamindaki Iskeleler Ortamindaki Iskeleler

' «."\\?,. h . . < (<) ’& 8 2

%5 P3HB (W/v)

%2 PBA (w/w) katkili
%S5 P3HB (w/v)

%10 PBA (w/w) katkili
%35 P3HB (W/v) %35 P3HB (w/v)

%10 PNMPBA (w/w) katkih

%10 PMBA (w/w) katkih
%35 P3HB (w/v)

Sekil 4.10. Kiitlece %2 PBA ve %10 PBA tiirevleri ile katkilanmis P3HB (%5 wi/v) doku
iskelelerinin 5 haftalik hidrolitik ve enzimatik bozunma analizi sonundaki SEM fotograflari
(Kirmiz1 6l¢ek cubugu 20 pm’yi temsil etmektedir).
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P3HB ve tiirevleri poliester ailesine dahil olup, yiizey erozyonu ile bozunmaktadirlar. Bu tip
polimerlerde enzimler polimer matrisine difiize olamadigindan, bozunma ancak yiizeyde
gerceklesebilmektedir [14]. SEM fotograflar1 incelendiginde bozunmanin ylizeyde
gerceklestigi goriilmektedir. Bunun yaninda P3HB oldukca kristalin bir yapidadir ve
molekiil agirhgr yiiksektir. Chen ve ark.’nin 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada, P3HB nin 6
aylik implantasyon sonucunda icerdigi katkilama oranlarina gore (hidroksivalerat, HV ve
hidroksiheksanoat, HHx katkilamalar1) %15 ile % 43 oraninda bozundugu rapor edilmistir
[23]. Bu nedenle yapilan in vitro bozunma c¢alismalarinda kantitatif sonuglar elde
edilememis, bozunma gorsel olarak incelenmistir. PBA ve tiirevleri ile katkilanan P3HB’nin
kristalinitesindeki azalmaya bagli olarak bozunma hizinin artacagi teorik olarak

soylenebilmektedir.

Ancak fotograflarda goriildiigii gibi, yiiksek katkilama oranina sahip iskelelerde gézenek
boyutu gorece daha kiigiik ve gdzeneklilik daha azdir. Ozellikle %10 PNMPBA (w/w) katkil1
%S5 P3HB (w/v) ve %10 PMBA (w/w) katkil1 %5 P3HB (w/v) iskelelerde bozunmaya bagl
sinirh bir deformasyonun oldugu goériilmektedir. Bunun yaninda, 5. hafta sonunda %2 PBA
(w/w) katkili %5 P3HB (w/v) ve %10 PBA (w/w) katkili %5 P3HB (w/v) iskelelerin daha
fazla bozunmaya ugradigi agikg¢a gozlenebilmektedir. Bunun en 6nemli nedeni olarak
PBA’nin protein absorplayict 6zellikleri gosterilebilir [72]. Lipaz enzimini absorplayan
PBA, bozunma miktarin1 ve hizini arttirmis olabilir. Ayrica, gdzenekliligin yogun oldugu
iskelelerin yliksek yiizey alani/hacim oranina sahip olmasi daha hizli bozunmasim

saglamistir.

Doku iskeleleri, enzimatik bozunmanin yani sira, enzim i¢cermeyen PBS ortaminda da
bekletilerek hidrolitik bozunmalar1 incelenmistir. Uretilen doku iskelelerinin yiizeyinin,
lipaz igermeyen PBS ortaminda da yiizey erozyonuna ugramasi, hidrolitik bozunmaya
ugradigini gostermektedir (Sekil 4.10). Ancak bozunma ortaminda, bozunmayi katalizleyen
herhangi bir enzimin bulunmamasi, bozunma hizini diisiirmiis ve gorsel olarak belirginligini

azaltmistir.

Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanmig ve belirli oranlarda PBA ve tiirevleri ile
katkilanmig P3HB’nin in vitro testlerinin verdigi sonuglardan yola c¢ikilarak, bu

malzemelerin in vivo ortamda da bozunmaya ugrayacagi 6ngortilebilmektedir.
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4.3.1.4. X 1s1m kirinimi (XRD) analizi

Dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen saf P3HB ve katkilama yapilmis P3HB
iskelelerinin XRD spektrumlart karsilastirma amacli olarak kaydedilerek katki ajanlarinin
P3HB kristal 6rgiisiine etkisi incelenmistir. Sekil 4.11°de P3HB ve PBA/tiirevleriyle farkli
oranlarda katkilanmis doku iskelelerinin XRD spektrumu verilmistir. P3HB kristallenme
egilimi ¢ok yiiksek bir termoplastik oldugundan diisiik orandaki katkilama ajanlarinin Kristal
yapty1l bir miktar bozdugu goriilse de spektrumda hala kristalin yapiy1 gosteren pikler
gozlenmektedir. Ancak her ii¢ katki ajaninin P3HB kristal orgiisiine girerek kristallenme

egilimini azalttig1 pik siddetlerindeki azalmadan agikca goriilmektedir.

10000 - /A \M’M o, 10

1 /I\,./’\—/"M..M —— 9
8000 - m - 8
4 2 . T
o000 S/ NN\ A i s e 6

Tarama Siddeti

4000 - /uwﬂ — ‘ "

2000 | K A s 2

2 Theta

Sekil 4.11. Dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen saf P3HB ve katkilama yapilmis
P3HB iskelelerin XRD Spektrumlari, 1) %5 (w/v) P3HB, 2) %5 (w/v) P3HB-%2 (w/w)
PBA, 3) %5 (w/v) P3HB-%5 (w/w) PBA, 4) %5 (w/v) P3HB-%10 (w/w) PBA, 5) %5 (w/v)
P3HB-%2 (w/v) PMBA, 6) %5 (w/v) P3HB-%5 (w/v) PMBA, 7) %5 (w/v) P3HB-%10 (w/v)
PMBA, 8) %5 (w/v) P3HB-%2 (w/v) PNMPBA, 9) %5 (w/v) P3HB-%5 (w/v) PNMPBA
10) %5 (w/v) P3HB-%10 (w/v) PNMPBA.

Ayrica pik alanlarindan yapilan hesaplamalarla amorf ve kristalin bolgelerin orani da tespit
edilmistir. Cizelge 4.3’te katkilamaya bagli olarak degisen yiizdece kristalinite oranlari
verilmistir. Her {i¢ grupta da saf P3HB’ye oranla kristalinitede belirgin bir diisiis
goriilmektedir. Bu davranis P3HB zincirleri arasma katki maddesinin girmesi sonucu,

kristalinitenin azalmasi olarak yorumlanabilir.
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Cizelge 4.3. P3HB ve PBA/tiirevleri ile katkilanmig P3HB doku iskelelerinin katkilamaya
bagli olarak degisen kristalinitesi (%)

Katkilama
Doku iskeleleri P3HB PBA PNMPBA PMBA Oram
(%)
48.84 42.50 46.84 2
Kristalinite (%0) 52.70 46.46 46.01 46.61 5
36.91 41.21 46.27 10

4.3.1.5. Sitotoksisite testleri

Cesitli diliisyonlardaki ekstraktlarla (%25, %50, %100) etkilestirilen 1929 hiicrelerinin
cogalmast MTT testi araciligiyla 1 giin boyunca belirlenmistir. Kontrol grubu olarak iizerine
ekstrakt eklenmemis hiicre grubu secilmistir. Elde edilen absorbans degerleri, hiicre
¢ogalmasmin ve canhiliginin bir dlgiisiidiir. Uzerine farkli diliisyonlarda ekstrakt eklenen
hiicre gruplari, lizerine ekstrakt eklenmemis hiicre grubunun %100 canlilik gosterdigi kabul
edilerek absorbans degerleri iizerinden oranlanmis ve Sekil 4.12°de ylizde canlilik olarak

verilmistir.

140 0%S5PHB 0%10 PBA 0%10 PNMPBA E9%10 PMBA

120

100

80

60

Hiicre Canhihg: (%)

40

20

25 50 100
Ekstrakt orani (%)

Sekil 4.12. L1929 hiicrelerinin indirekt sitotoksisite testi sonucundaki canliliklari.
(Istatistiksel anlaml1 farkliliklar *p<0.05 ayni1 ekstrakt diliisyonlar1 icin P3HB nin kontrol
grubu oldugu durum ve **p<0.01 %100 ekstrakt diliisyonundaki P3HB kontrol grubu
oldugu durum).
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ISO 10993-5/ EN 30993 standardina gore indirekt testlerde bir malzemenin sitotoksik
etkisinin oldugunun gostergesi %70’in altindaki canlilik olarak belirtilmistir. Ayrica
ekstraksiyon diliisyonlar1 azaldik¢a, hiicresel canlilik da azaliyorsa, bu durum materyalin
hiicreler iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu gosterir. MTT analizinin sonuglari, saf
P3HB ve PBA/tiirevleri ile katkilanmigs P3HB’nin, katkilama oran1 %10’a ¢ikarildiginda bile
hiicreler i¢in sitotoksik etki yaratmadigini gostermektedir. PBA ve tiirevleri protein benzeri
yapilar oldugu i¢in proliferasyonun uyarilmasi beklenen bir sonugtur. Buna bagli olarak,
hemen hemen tiim diliisyonlar ve gruplarda, ekstraksiyon ortaminin bulunmadigi ortama

kiyasla % 100'den fazla canlilik gézlenmistir.

Sitotoksisite testinden elde edilen sonuglarda istatistiksel farkliliklarin belirlenmesi amaciyla
t-testi uygulanmustir. Test sonucunda %25 PBA, %100 PBA ve %100 PMBA ekstraktlarin
iceren kiiltlir ortamindaki canliligim (p<0.05), aym diliisyonlardaki P3HB ile
karsilastirdiginda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu goriilmiistiir. PBA ve
PMBA gruplari i¢in kontrol grubu %2100 P3HB ekstrakt ortami oldugunda istatistiksel olarak
(p <0.01) anlamli farklar elde edilmistir.

4.3.2. Elektroegirme yontemi ile hazirlanmis doku iskelelerinin karakterizasyonu

Geleneksel elektroegirme (2B) ve 1slak elektroegirme (3B) yontemiyle elde edilen doku
iskeleleri, karakterizasyon tiirli ve standardina bagli olarak karakterizasyonun farkli
asamalarinda kullanmilmistir. Bu baglamda, mekanik testler 2 boyutlu iskeleler iizerinde
yapilirken; su alim kapasitesi 6l¢iimii 3 boyutlu iskeleler iizerinde yapilmistir. iki ve 3
boyutlu doku iskelelerinin morfolojisinin incelenmesi amaciyla SEM analizi yapilmis, fiber
caplar1 ImageJ programi ile belirlenmistir. Su temas agis1 analizleri ise fiber iiretimindeki
katkilama oraniyla ayni olacak sekilde iiretilen filmlerde gergeklestirilmistir. Tim
karakterizasyon asamalar1 tamamlandiktan sonra 3 boyutlu fibréz doku iskeleleri ile 21
giinliik hiicre kiiltiiri ¢aligmalar yiiriitiilmiis, hiicre canliligi ve morfolojisinin takibi i¢in

sirastyla MTT analizi ve SEM analizi yapilmistir.

4.3.2.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Daha 6nce 1slak egirme yontemi ile P3HB ve PBA katkil1 P3HB doku iskeleleri iiretilmemis
oldugundan ¢ok asamali optimizasyon siirecleri uygulanmustir. ilk asamada hangi
¢oziiciiniin kullanilacagina karar verilmistir. Bu asamada geleneksel 2B elektroegirme
yontemi kullanilmistir. P3HB (%10 w/v) ve PBA (%10 w/w) katkili P3HB (%10 w/v), P3HB
(%5 w/v) ve PBA (%10 w/w) katkili P3HB (%5 w/v) karisimlart formik asit ve HFIP

igerisinde c¢oziilerek siringaya aktarilmistir. Ardindan ¢6ziiciisii formik asit olan ¢ozeltilerin
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viskozitesi yetersiz oldugundan, ¢oziicii olarak HFIP kullanilmasina karar verilmistir.
Cozicii degisikliginin asil nedeni ¢ozelti viskozitesinin fiber morfolojisini etkileyen en
onemli faktorlerden biri olusudur. Viskozite arttiginda, polimer molekiil zincirlerinin
dolasikliginin artisina bagli olarak diizgiin morfolojiye sahip, boncuksuz ve kesintisiz
fiberler elde edilir. Viskozitenin artiginin fiber ¢apini da artirmasi ve jet ¢ikisini zorlastirarak
fiber olusumuna engel olabilme ihtimali gbz 6niinde bulundurularak optimal viskozite
araligi bulunmalidir [10]. HFIP ¢6zeltisi kullanilarak tiretilen P3HB ve PBA katkili P3HB 2
boyutlu fiberlerinin egirme kosullar1 olusan jetin kararliligina bagli olarak, 15 kV voltaj,

22.5 cm sirmga-toplayict uzakhig ve 1.0 mL/sa akis hiz1 seklinde secilmistir. Uretilen 2

boyutlu iskelelerin SEM goriintiisti Sekil 4.13°de verilmektedir.

& o® I LIEAE [T S s

Sekil 4.13. Geleneksel elektroegirme yontemi ile 15 kV voltaj, 22.5 cm siringa-toplayici
uzakligt ve 1.0 mL/sa akis hizi parametrelerinde iiretilmis 2 boyutlu fiberlerin SEM
fotograflari (sol-%10 w/v P3HB, sag-%10 w/w PBA katkilanmis %10 w/v P3HB) (Kirmiz1
Olcek cubugu sirasiyla 20 um ve 2 um’yi temsil etmektedir).

Coziicli secimi yapildiktan sonra ikinci asamaya gegilmis, P3HB (%5 w/v) ve PBA (%10
w/w) katkilt P3HB (%5 w/v), P3HB (%10 w/v) ve PBA (%10 w/w) katkili P3HB (%10
w/v) karisimlart HFIP’de ¢oziilerek, 1slak egirme i¢in gerekli olan viskozite ayarlanmaya
calisilmigtir. P3HB (%5 w/v) ve PBA (%10 w/w) katkili P3HB (%5 w/v) karisimlarinin 3
boyutlu egirme i¢in viskozitesinin yeterli olmadig goriilmiis, P3HB (%10 w/v) ve PBA
(%10 w/w) katkili P3HB (%10 w/v) karisimlarinin kullanilmasina karar verilmistir. Son
asamada ise ¢ozliciisline ve viskozitesine karar verilen karisimlarin egirme parametrelerinin
optimizasyonu yapilmistir. P3HB’nin piezoelektrik 6zelliklerinin kurutma asamasinda da
etkili oldugu goriilmiis, dondurarak kurutma yontemindeki vakum ortaminin fiberleri
morfolojik olarak degistirdigi tespit edilmistir. Bu nedenle kurutma igin etiiv ortami
secilmigtir. Sekil 4.14’°de birden fazla voltaj, akis hiz1 ve uzaklikta egirilen fiberlerin farkli

kurutma islemlerine tabi tutulduktan sonraki SEM goriintiileri verilmektedir.
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Kurutma Etiiviinde Kurutulmus Liyofilizatorde Kurutulmus

1.0 mL/h 16.5¢m 20 kV 1.0 mL/h 16.5¢cm 15 kV 1.5mL/h 16.5cm 20 kV 1.5 mL/h 16.5¢cm 15 kV

1.0 mL/h 16.5¢m 20 kV

Sekil 4.14. Farkli parametrelerde islak elektroegirme islemi ve farkli kurutma islemi
uygulanmis %10 (w/v) PBA katkili %10 (w/v) P3HB fibroz doku iskelelerinin SEM
fotograflar1 (Kirmizi 6lgek ¢ubugu 100 um’yi temsil etmektedir).
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Sonug olarak 15 kV voltaj, 16.5 cm siringa-toplayici uzakligi ve 1 mL/sa akis hizinin optimal
egirme parametreleri olduguna karar verilmistir. Sekil 4.15’de belirtilen parametrelerde
iretilmis P3HB (%10 w/v) ve PBA (%10 w/w) katkili P3HB (%10 w/v) fiber doku

iskelelerinin farkli biiytitmelerdeki SEM goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.15. Islak elektroegirme yontemi ile 15 kV voltaj, 16.5 cm siringa-toplayici uzaklig
ve 1.0 mL/sa akis hiz1 parametrelerinde tiretilmis 2 boyutlu fiberlerin SEM fotograflar1 (sol-
%10 (w/v) P3HB, sag-%10 (w/w) PBA katkilanmis %10 (w/v) P3HB) (Kirmiz1 6lgek
cubugu sirastyla 100 um ve 20 um’yi temsil etmektedir).

Iki boyutlu geleneksel elektroegirmede elektrik alan varhiginda igne ucu ile toplayict
arasindaki yiik gegisi sonucu olusan fiberler metal toplayiciya yapisarak iist {iste yogun bir
sekilde birikir. Ug boyutlu 1slak egirmede ise siv1 toplayicida toplanan fiberler, derinlik
boyunca batarak daha az yogunlukta birikir. Siv1 toplayici olarak kullanilan etanol, yiizey
gerilimini diigiirerek fiberlerin sivi icerisinde daha rahat hareket etmesini saglar. Coziicii
olarak kullanilan HFIP ise EtOH igerisine difiize olarak fiberlerin birbirine yapismasini
engellemektedir [98]. Bu nedenle 2B doku iskeleleri oldukga siki bir yapiya sahipken, 3B
doku iskeleleri pamuksu bir yapidadir (Sekil 4.17).

Sekil 4.16. Islak elektroegirme yontemiyle hazirlanmis doku iskeleleri a) %10 (w/v) P3HB,
b) %10 (w/v) P3HB-%10 (w/w) PBA.
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Buna ek olarak 2B geleneksel elektroegirmede olusan fiberler diiz ve kat1 bir yiizeyde
toplandigindan, fiberler sadece yatay diizlemde hizalanmaktadir. Ug boyutlu 1slak
elektroegirmede ise EtOH toplayicida biriken fiberler, yalnizca yatay diizlemde degil

derinlik boyunca da hizalanarak daha dolasik ve kivrimli bir morfolojiye sahip olmaktadir.

Cizelge 4.4. Geleneksel elektroegirme yontemi ile iiretilen 2B ve 1slak elektroegirme
yontemi ile iiretilen 3B doku iskelelerinin fiber ¢aplari

Doku fskelesi Boyut Cap (um)

%5 (wiv) P3HB 2B 444+ 181

%10 (Wiv) P3HB 3B 5.08+1.57

95 (Wiv) P3HB - %10 (w/w) PBA 2B 321182
910 (Wiv) P3HB - %10 (w/w) PBA 3B 5124 1.63

Cizelge 4.4’te goriildiigii izere li¢ boyutlu 1slak elektroegirme ile iiretilen fiberlerin ortalama
cap1, 2B geleneksel elektroegirme ile iiretilen fiberlere kiyasla daha yiiksektir. Bunun ilk
nedeni, 3B elektroegirmede kullanilan P3HB ¢ozeltisinin derisiminin (%10), 2B
elektroegirmede kullanilan P3HB ¢o6zeltisinin derisimine (%5) gore daha yiiksek olmasidir.
Ikinci nedeni olarak ise geleneksel elektroegirme ydnteminde viskoz kuvvetler ve elektriksel
alan kuvvetleri baskinken; 1slak elektroegirmede bu kuvvetlere ek olarak yer ¢ekimi
kuvvetinin de etkin olmasi gosterilebilir. Yer ¢ekimi kuvveti elektroegirmede kararsizlik hali
olarak adlandirilan “whipping” durumuna neden olabilmektedir. Whipping, jet yiizeyindeki
yiiklerin karsilikli olarak birbirlerini itmesiyle yiiklerin bir arada bulunamamalarindan
dolay1 jette merkezden dis kisimlara dogru radyal tork olusmasidir. Bu esnada molekiil
zincirleri st {iste binerek ¢apin artmasina neden olabilirler [19]. Fakat bu durum 3B 1slak
elektroegirme ile tiretilmis PBA ile katkilanmis P3HB fiberler ile katkisiz P3HB fiberlerin
cap degerleri icin gecerli degildir. Bu iki grubun c¢ap degerleri birbirine olduk¢a yakindir.
PBA, P3HB’ye gore ¢ok daha kiigiik zincirlidir. Bu nedenle egirme sirasinda capa etki

edecek kadar molekiiliin st iiste y1gi1lmasi s6z konusu degildir.

4.3.2.2. Mekanik dayanim testleri

Doku iskeleleri, in vivo ya da klinik ¢alismalarda implantasyon sonrasi ¢esitli kuvvetlere
maruz Kkalacagi i¢in dayanikli olmalari ve ayni zamanda iskelelerin manipiilasyonun
kolaylastirilmasi i¢in de optimum dayanim degerlerinin belirlenmesi gerekir. Bunun yaninda
implante edilecek dokunun mekanik Ozelliklerine yakin davraniglar sergilemeleri

beklenmektedir. Bu nedenle doku iskelesi iretimi sirasinda malzemelerin mekanik
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Ozelliklerinin incelenmesi oldukc¢a Onemlidir. Cekme testlerinde elde edilen sonuglar
Cizelge 4.5’te verilmistir. Cekme direngleri ve modiil degerleri, test sonucu elde edilen

gerilim-gerinim (stress-strain) egrisinden hesaplanmuistir.

Cizelge 4.5. Elektroegirme yontemi ile tiretilen doku iskelelerinin mekanik test sonuglari

. Cekme Direnci : e
Doku iskelesi Elastik Modiilii
(MPa) (MPa)
%10 (w/v) P3HB 4.0+0.0 152.0+0.0
%10 (w/v) P3HB - %10 (w/w) PBA 8.2+0.0 290+0.0

Cekme testleri, %10 (w/w) PBA ile katkilanmis %10 (w/v) P3HB ve %10 (w/v) P3HB nin
geleneksel elektroegirme ile iiretilmis 2B iskelelerine uygulanmistir. Her ne kadar 1slak
elektroegirme yontemiyle 3B doku iskeleleri elde edilmis ve hiicre kiiltiirii calismalar1 bu
iskeleler lizerinde yapilmigsa da, 3B iskeleler pamuksu yapida olduklarindan ASTM D695
standardina getirilememektedir. Ayrica yapisinda bulunan fiberler i¢in en dogru mekanik
Olciim, ¢cekme testi sonucunda elde edilmektedir. Bu nedenle 3B islak elektroegirmede
kullanilan polimer ¢ozeltileriyle ayn1 oranda polimer derisimi kullanilarak hazirlanan 2B

doku iskeleleri izerinde mekanik analizler yapilmstir.

Cizelge 4.4’te goruldiigi gibi, PBA katkilamast P3HB’nin ¢ekme direncini ve elastik
modiiliinii belirgin sekilde arttirmistir. P3HB iki boyutlu filmlerin ¢ekme direnci 4 MPa iken
PBA katkilanmasi ile 8.23 MPa degerine, elastik modiilii 152 MPa iken 290 MPa degerine
yiikselmistir. PBA, P3HB’ye oranla daha esnek zincirlere sahiptir. Bu nedenle elektroegirme
davranig1 agisindan olusan fiberlerin daha esnek ve ¢ekme direncinin daha yiiksek olmasi
beklenebilir. Bunun yaninda aminoasit tlirevi olan PBA, elektrik alan igerisinde dipol
rotasyonlar1 gostererek elektriksel polarizasyonlar iiretebilir. Bu nedenle oryante kristal ve
oryante olmamis kristal fazlar olusabilir [28]. Bu mekanizma elektroegirme sirasinda
polimer zincirlerinin daha kolay hareket etmesini ve PBA zincirlerinin hidrofobik-hidrofilik
etkilesimler ile olusan P3HB fiberlerin etrafinda dizilerek daha elastik olmasini saglamis
olabilir. Sert dokularin rejenerasyonu i¢in kullanilan doku iskelesinin mekanik direnci 10 ile
1500 MPa arasinda olmalidir [99]. Uretilen 2B iskelelerin mekanik direncleri de bu aralikta

oldugundan, sert doku uygulamalarinda bu malzemenin kullanilmas1 uygundur.
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4.3.2.3. Su alim kapasitesi ol¢iimii
Uc boyutlu doku iskelelerinin denge durumundaki su alim kapasiteleri, Cizelge 4.6’da

sunulmustur.

Cizelge 4.6. Islak elektroegirme yontemi ile iiretilmis 3B fibréz doku iskelelerinin denge
durumundaki su alim kapasiteleri

Doku iskelesi Denge durumundaki su miktari

(%)
%10 (w/v) P3HB 356.7425.0
%10 (W/v) P3HB - %10 (w/w) PBA 443.6£101.0

Ug boyutlu fibréz doku iskelelerinin su alim kapasitelerinin yiiksek oranlarda oldugu
goriilmektedir. Fibroz matrislerin yiiksek gozenekliligi ve esnekligi, yapilarina kisa siirede
fazla miktarda su alabilmelerini saglamistir. Sekil 4.17°de, doku iskelelerinin su alim

kapasitelerinin zamana gore degisim grafigi verilmistir.

600
sy %10 (W/v) P3HB-%10 (w/w) PBA
o 500
>
: 400 amgue %10 (W/v) P3HB
E
=~ 300
<
=
o 200
100
0
1 3 5 15 1 4 7
Zaman (dKk) Zaman (giin)

Sekil 4.17. Islak elektroegirme yontemiyle elde edilen %10 (w/v) P3HB ve %10 (w/w) PBA
katkil1 %10 (w/v) P3HB fibr6z doku iskelelerinin su alim kapasitesinin zamanla degisimi.

Sekil 4.17°de de goriildigi gibi PBA katkili P3HB 3B fibroz doku iskelerinin su alim
kapasitesi siirekli artis gostermis ancak P3HB 3B fibroz doku iskelelerinin su alim hizinda
1. glinden itibaren azalma goriilmistiir. Islak elektroegirme ile iretilen 3B fibroz doku
iskelelerinin, yiiksek gozenekliligi, esnekligi ve hidrofobisitesi nedeniyle dengeye ulagmasi
7. gliniin sonunda bile tamamen gozlemlenememistir. PBA katkili P3HB 3B fibroz doku

iskelelerinin yapilarina P3HB 3B fibroz doku iskelelerinden daha fazla su aldig: tespit
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edilmistir. Bunun nedeni PBA’nin P3HB’nin hidrofobik 6zelliklerini iyilestirmesi ve daha
once XRD sonuglarinda tartigilan P3HB’ nin kristalin yapisinda deformasyona yol agmasi
olarak gosterilebilir. Fakat 4. giinden itibaren her iki grupta da su alim hizinda azalma oldugu

agiktir.

4.3.2.4. Su temas acis1 (WCA) ol¢iimii

P3HB yiiksek kristalin yapis1 ve hidrofobisitesi dolayisiyla islatilabilirligi oldukga diisiik bir
polimerdir. Hiicrelerin bir yiizeye tutunmalari i¢in o yiizeyin optimum degerde 1slatilabilir
olmasi gerekmektedir. Bu nedenle PBA katkilamas1 yapilmis P3HB’nin 1slatilabilirlik

ozelliklerindeki degisim durgun damla metodu ile oda sicakliginda incelenmistir.

Uretilen 2B ve 3B fiber doku iskeleleri gozenekli yapidadir. Bu nedenle bu ydntem ile
yapilan Olgiimler gézenekli yiizey lizerinde dogru sonuglar vermeyebilir. Ayrica burada
aragtirtlmak istenen nokta P3HB polimerinin 1slatilabilirligindeki degisimdir. Bu nedenle 3B
1slak elektroegirmede kullanilan polimer c¢ozeltileriyle ayni oranda polimer derigimi
kullanilarak ¢o6ziicii buharlagtirma teknigiyle hazirlanan filmler iizerinde su temas agisi
Olgtimleri gergeklestirilmistir. Cozilicti buharlastirma teknigi i¢in %10 (w/w) PBA ile
katkilanmis %10 (w/v) P3HB ve %10 (w/v) P3HB polimer ¢dzeltileri cam kiiltiir kaplara
dokiilmiis ve ¢oziicliniin ¢eker ocak igerisinde 3 giinde buharlagmasi saglanmistir. Su temas
acist Olctimleri her bir 6rnek i¢in 3 kez tekrar edilmis ve dl¢lim sonuglar Cizelge 4.7°de

verilmistir.

Cizelge 4.7. P3HB ve PBA katkil1 P3HB filmlerin su temas agis1 degerleri

Doku iskelesi Su Temas Acisi (°)
%10 (W/v) P3HB $8.3419.9
910 (Wiv) P3HB - %10 (w/w) PBA 48.949.0

Bir yiizeyin hidrofobik ve hidrofilik 6zellikleri genellikle su temas agist dlctimleri ile
belirlenmektedir. Su temas agist Ol¢limlerinde su damlas1 yiizeyde yayilma egilimi
gosteriyorsa bu ylizeylere hidrofilik yiizey adi verilmektedir. Fakat su damlasi yayilmak
yerine kiiresel bir sekilde durma egilimi gosteriyorsa bu yiizeylere hidrofobik yiizey adi
verilmektedir. Bu durumda su damlasinin yiizey ile yaptig1 aci1 kiigiikse bu hidrofilik bir bu
ac1 biiyiik ise hidrofobik bir yilizeyle c¢alisilmaktadir. Temas agisint etkileyen en onemli
parametre ylizeyin enerjisi ve piirizliiliglidiir. Malzemelerin kristal 6rglisiiniin igerisindeki

her bir atomun tiim yonlerden ¢ekme kuvvetine maruz kalmasi o malzemeyi kararli hale
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getirir ancak malzeme ylizeyindeki atomlar i¢in bu gecerli degildir. Yiizey atomlarina, kristal
Orgiisiiniin i¢cinde bulunan bir atoma uygulanan ¢ekme kuvvetinden daha az ¢ekme kuvveti
uygulanir. Bu nedenle yiizey atomlar ylizeyden kopma egilimi gosterirler. Kopma egilimi
gosteren atomlar yiizeyde gerilim olustururlar. Bu gerilimden ise yiizey enerjisi dogar. Bir
malzemenin yiizey gerilimi ne kadar fazlaysa yiizey enerjisi de o kadar fazladir. Yiizey
gerilimi diistiikce, su damlacig1 yilizeyde daha rahat hareket edeceginden temas acis1 da diiser
[100]. Bir yiizeye hiicrelerin rahatlikla tutunmasi ve yayilmasi i¢in o yiizeyin optimal bir
slatilabilirlik degerine sahip olmasi gerekir. Bu nedenlendoku iskelesi olarak iiretilen

malzemelerin su temas acist 6l¢iimleri yapilmaktadir.

Yiiksek ylizey enerjisi ve gerilimine sahip P3HB, bu 0&zelliklerinden dolayr oldukga
hidrofobik bir polimerdir. P3HB’nin elde edildigi bakteri tiirline ve ekstraksiyon metoduna
gore molekiil agirligt ve buna bagh olarak fiziksel, kimyasal ve mekanik o6zellikleri
degismektedir. Ayrica doku iskelesi lretim yontemleri de P3HB’nin 1slatilabilirlik
Ozelliklerini  degistirmektedir. Bu nedenle literatiirde optimal bir hidrofobisite
belirlenememistir. Ornegin Masaeli ve ark.’larinin yaptig1 calismada P3HB nanofibréz doku
iskelelerinin hidrofobisitesi dinamik temas acist metoduyla Sl¢iilmiis ve 109.17 £3.21°
olarak bulunmustur [32]. Gene Masaeli ve ark.’larmin yaptigi bir bagka c¢alismada
PHB/PHBYV iskelelerde ganiometre ile yaptiklari dlgiimlerde temas agis1 107.4 + 5.0° olarak
tespit edilmistir [101]. Buradan da goriildiigii iizere P3HB’ye gore daha esnek zincirli ve
daha amorf yapilarla yapilan katkilamalarda temas agisinin diistiigli goriilmektedir. Tez
calismasinda da P3HB’ye gore daha diisiik molekiil agirligina ve kristaliniteye sahip olan
PBA, P3HB’nin hidrofobisitesinde diisiis yaratmistir. Burada XRD sonuglariyla kristalinite
diisiisii ve hidrofobite diisiisii agisindan paralellik bulunmaktadir. P3HB ve PBA nin benzer
molekiiler konformasyonlar1 sayesinde daha kisa zincirli PBA daha uzun zincirli P3HB
molekiiliiniin arasina girerek, hidrofobisitede diisiis saglamis olabilir. Proteinler elektrik alan
icerisinde elektriksel polarizasyonlar iiretir, yonelimli ve yonelimli olmayan kristal fazlar
olusturarak dipol rotasyonlara girebilirler [28]. PBA da protein benzeri yapisindan dolay1
ayn1 davranis1 sergilemis olabilir. Bu davranis sonucunda PBA ve P3HB molekiilleri
arasinda elektrik alan etkisiyle hidrofilik-hidrofobik etkilesimler olusmasi ve buna bagl
olarak P3HB’ nin hidrofobisitesinde diisiis gériilmiis olmas1 muhtemeldir. Cizelge 4.8’de tez
calismasinda kullanilan iretim yontemleri ile elde edilmis doku iskelelerinin

karakterizasyon ¢aligmalarinin sonuglari 6zet halinde verilmistir.
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Cizelge 4.8. Farkli iiretim teknikleri ile iiretilmis doku iskelelerinin karakterizasyon ¢alismalar1 6zeti

Doku iskelesi Uretim Doku iskelesi iskeleler
Yontemi Ozellikleri
P3HB %2 (W/w) %2 (Wwiw) %2 (w/w) % 10 (w/w) %10 (w/w) %10 (w/w)
PBA PNMPBA PMBA PBA PNMPBA PMBA
Stkistirma 14.00+0.00 5.66+1.04 OA* OA OA OA OA
Dondurarak Kurutma Direnci (kPa)
(38) ElaStlll‘(Fl,\/IOdulu 27.40£0.00 12.06+3.20 OA OA OA OA OA
(%5 wiv P3HB) (kPa)
Kristalinite (%) 52.70+0.00 48.84+0.00  42.50+0.00  46.84+0.00 36.91+0.00 41.21£0.00  46.27+0.00
Cekme 3 #* # # 3 # #
Direnci (kPa) 4x10 +0.00 8.20x10 +0.00
Geleneksel Elektroegirme Elastik 3 # # # 3 # #
(2B) Modilii (kPa) 152x10°£0.00 290.00% 10 %0.00
%5 w/v P3HB Su Temas
( ) 88.30+19.90 # # # 48.90+9.00 # #
Agisi (°)
Fiber Cap1 (um) 4.44+1 81 # # # 3.21+1.82 # #
Islak Elektroesirme (3B Su Alim 356.70425.00 # # # 443.60+101.10 # #
sla ektroegirme (3B) Kapasitesi (%) . . . .

(%10 w/v P3H B) # # # # #

Fiber Cap1 (um)

5.08+1.57

5.12+1.63

*0A: Olgiim almamad.

**4- Iskeleler iiretilmedi.



4.4. Hiicre Kiiltiirii Sonuclari

Nanofiber doku iskeleleri, ECM’in ve ECM yapisinda bulunan fibrillerin taklidi agisindan
hiicresel organizasyon, sag-kalim ve fonksiyonlar i¢in son derece uygun bir morfolojiye
sahiptir. Ayrica nanofiber yapisi yiiksek gozeneklilik ve yiizey alani/hacim oranindan dolay1
hiicrelerin tutunmasini desteklerken, iskelenin i¢ kisimlarina dogru filtrasyona izin verdigi
icin hiicrelerin migrasyonunu da destekler. Son yillarda doku miihendisliginde hiicresel
fonksiyonlarin kontrol edilebilmesi amaciyla 3B yapilarin {iretimi ve bu yapilarin
maniplilasyonu popiiler bir arastirma konusudur. Ciinkii 3B yap1 hiicrelerin dogal
ortamindaki sinyalizasyonun taklidi agisindan nem tasir. iki boyutlu kiiltiirdeki hiicreler, in
vivo kosullardaki hiicre morfolojisinden anlamli derecede farkliyken; 3B kiiltiirdeki
hiicrelerin morfolojisi in vivo kosullardaki morfolojiye olduk¢a yakindir. Ug¢ boyutlu yap1
uzaydaki yerlesiminden dolayr mekanik sinyaller ile hiicresel ligasyona ve hiicreler arasi
sinyalizasyona yardimci olur. Bununla beraber, besin maddelerinin, biiylime faktorlerinin ve
enzimlerin diflizyonunu; proteinlerin ylizeye yiiksek miktarlarda yapismasina olanak
saglayan yapisiyla da hiicre canliligini destekler [102]. Bu nedenle in vitro hiicre kiiltiirii
caligmalarinda in vivo kosullarin taklidi i¢in 3B yapilarin {iretilmesi biiylik 6nem
tagimaktadir. Tez ¢alismasinda 2B ve 3B fibroz doku iskeleleri tiretilmis, ancak yukaridaki
bilgiler 1s18inda hem hiicrenin mikro-¢evresinin taklidi hem de malzemenin hiicresel
uyumlulugunun aragtirilmasi amaciyla islak egirme yontemiyle elde edilmis 3B doku
iskeleleri ile hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilmistir. Sekil 4.18’de hiicre kiiltiir calismasinin

21. gliniindeki iskelelerin fotograflar1 verilmistir.

Sekil 4.18. Hiicre kiiltiir caligmasinin 21. giiniindeki a) %10 (w/v) P3HB, b) %10 (w/w) PBA
katkili %10 (w/v) P3HB fibroz doku iskelelerinin fotograflari.
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MC3T3-EI hiicre hattiyla yapilan 21 giinliik kiiltlir calismasinda hiicre tutunmasi, yayilimi
ve morfolojisi SEM analizi ile takip edilirken; hiicre canliliginin takibi MTT analizi ile
yapilmis ve sonuglar istatistiksel olarak yorumlanmistir. Asagida SEM ve MTT analiz

sonuclar1 verilmistir.

4.4.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

SEM analizi; hiicre yapismasini, ¢ogalmasini, canliligin1 ve morfolojisini belirlemek tizere
hiicre kiiltiir ¢aligmasinin 1, 7, 14 ve 21. giinlerinde gerceklestirilmistir. P3HB (%10 w/v) ve
PBA (%10 w/w) katkili P3HB (%10 w/v) 3B fibroz doku iskelelerinin yiizeyindeki

hiicrelerin morfolojileri Sekil 4.19°da goriilmektedir.

%10 (w/w) PBA katkih
%10 (w/v) P3HB
B Ve LY (o o

\?\‘

% 10 (w/v) P3HB

b e,

14. Giin

Sekil 4.19. Hiicre kiiltiir ¢alismasinin 1, 7, 14 ve 21. giinlerinde P3HB (%10 w/v) ve PBA
(%10 w/w) katkili P3HB (%10 w/v) 3B fibroz doku iskelelerinin yiizeyindeki MC3T3-E1
hiicrelerinin SEM fotograflart (Kirmizi 6lgek ¢ubugu sirasiyla 100 um ve 20 pm’yi temsil
etmektedir).
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Hiicre kiiltiirtiniin 1. giiniinde, tim doku iskelelerinin ylizeyinde hiicre tutunmasinin
gergeklestigi gozlenmektedir. Dordiincii glinden 7. giine kadar hiicrelerin ¢ogalmasinin ve
yayilmasinin her iki grubun yiizeyinde de basariyla gerceklestigi ve hiicrelerin olusturduklar
uzantilarla hiicre-hiicre iletisiminin saglandigi goriilmektedir. On dordiincii giinde P3HB
fibroz doku iskelelerinde hiicre canlilig: yiiksek olmakla birlikte, % 10 PBA katkili P3HB
fibroz doku iskeleleri ile karsilastirildiginda hiicre yayilimlarinin gérece gelisigiizel oldugu
ve kimi bolgelerde yayilimin daha az oldugu goriilmektedir. Yiizey kimyasi, malzeme
morfolojisi ve mekanik 6zellikleri, hiicre tutunmasini ve yayilimini dogrudan veya dolayli
olarak etkilemektedir. Kiiltiir sirasinda ilk meydana gelen olay, serum proteinlerinin ylizeye
yapigmasidir. Hiicrelerin ylizeye tutunmasi ise yiizeye tutunmus proteinler ile saglanir.
Yiizde 10 PBA katkili P3HB doku iskelelerinde hiicre yayilimlarinin daha diizenli olmasi,
PBA’nin protein benzeri olusunun da katkisiyla, yiizey yapisi ile agiklanabilir. Buna ek
olarak fibr6z doku iskeleleri, diger doku iskeleleri ile karsilastirildiginda daha yiiksek yiizey
alanina sahiptir ve bu nedenle daha ¢ok miktarda serum proteininin adsorpsiyonunu saglar

[102].

ECM’de bulunan 1.5 nm ¢apinda 300 nm uzunlugundaki kollajen molekiilleri bir araya
gelerek c¢ap1 10 ile 300 nm arasinda degisen kollajen fibrilleri olustururlar [103]. Tez
kapsaminda iretilen fiberlerin ¢ap1 bu degere olduk¢a yakindir. Bu nedenle kollajen
fibrillere morfolojik olarak benzeyen fiberler hiicrenin dogal ¢evresinde bulunan ortami
taklit edebilmis, hiicrelerin ¢ogalmasi ve yayilmasi i¢in uygun ortami yaratabilmislerdir.
Kiiltiirin 21. giinlindeki SEM goriintiilerine bakildiginda %10 PBA katkili P3HB fibroz
doku iskeleleri tizerindeki hiicre yogunlugu P3HB doku iskelelerine oranla daha fazladir.
PBA’nin aminoasit benzeri bozunma friinleri hiicrelerin daha fazla ECM salgilamasina
katkida bulunarak yogunlugu artirmis ve yapisinda bulunan protein absorplayict gruplarin
varlig1 nedeniyle hiicrelerin daha diizenli yayilmasini saglamis olabilir. Tiim bunlara ek
olarak, PBA’nin varligt P3HB’nin kristal yapisin1 bozarak kirilganligini azaltmis ve
elastikiyet kazandirmistir. MC3T3-E1 hiicreleri 6nciil kemik hiicreleri oldugundan mekanik
dayanim1 gorece daha yiiksek olan yiizeylere tutunabilmekte ve yayilabilmektedirler. Bu
teoriyi destekleyecek sekilde ozellikle 14. giinden sonra hiicrelerin yayilimi, %10 PBA
katkili P3HB fibr6z doku iskelelerinde, malzeme yiizeyini saran, fiberlerle birlikte

oryantasyona giden bir goriiniim ¢izmistir.
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Kemik hiicrelerinin gelisiminde piezoelektrik 6zelliklerin etkisinin oldugu bilinmektedir
[26]. P3HB ve tiirevlerinin piezoelektrik 6zellikleri goz oniine alindiginda hiicrelerin %10
PBA katkili P3HB fibr6z doku iskelelerinde daha etkin tutunma ve yayilim gostermesi
olagandir. MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleriyle yapilan hiicre kiiltiir ¢calismas1 sonucunda,
tiim doku iskelelerinin herhangi bir biyoaktif ajanla modifiye edilmediginde dahi hiicrelerin
tutunmasini ve ¢ogalmasmi destekledigi gozlenmistir. PBA katkilamasi yapilan grupta
hiicrelerin daha diizenli oldugu ve daha yogun ECM salgiladigi, SEM goriintiilerinden yola

cikilarak soylenebilir.

4.4.2. MTT analizi

P3HB ve PBA katkili P3HB iskelelerdeki hiicre tiremesi, 21 giinliik inkiibasyon periyodunda
Bolim 3.4.1.3’te agiklanan mitokondriyal aktivite tayin testi (MTT testi) kullanilarak
incelenmistir. Sonuglar optik yogunluk degeri olarak Sekil 4.20°de verilmistir.

097 0 %10 (w/v) P3HB MTT Analizi
081 ® %10 (w/v) P3HB-%10 (w/w) PBA g

0.7 4 * % % L 2 . &

0.6 - 0?0

051 X 3 &
04 4 N p—
034 _T.

Absorbans (570 nm ref: 690 nm)

Sekil 4.20. Hiicre kiiltiir ¢alismasinin 1, 7, 14 ve 21. giinlerinde P3HB (%10 w/v) ve PBA
(%10 w/w) katkil1 P3HB (%10 w/v) 3B fibroz doku iskelelerinin yiizeyindeki MC3T3-E1
hiicrelerinin mitokondriyal aktiviteleri (Istatistiksel anlamli farkliliklar n = 4, #p < 0.05,
+4p <0.01, ¢44p <0.001 P3HB’nin iizerindeki hiicrelerin ilk giin canlilik degerinin kontrol
grubu oldugu durum, *p < 0.05, ***p < 0.001 ayn1 giinde farkli gruplarin karsilagtirildig:
durum ve esp < 0.01 %10 PBA igeren iskelelerin tizerindeki hiicrelerin ilk giin canlilik
degerinin kontrol grubu oldugu durum).

Doku iskeleleri ile yiiriitiilen ¢alismalarda hiicre canliliginin belirlenmesi amaci ile yapilan
MTT testi incelendiginde her iki iskele grubunun da hiicrelerin tutunup ¢ogalmasina uygun
oldugu goriilmektedir. Hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri her iki grupta da ilk 7 gilinde

neredeyse sabittir ve gruplarin birbirleri arasinda, hiicre canlilig1 agisindan, 7. giine kadar
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anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Kiiltiiriin 14. giiniinde P3HB grubunda %10 PBA
katkili gruba gore belirgin bir bi¢imde hiicre canliligi agisindan istiinliik vardir (p<0.001).
P3HB grubundaki hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri 4. giinden itibaren 21. giline kadar
(swrasiyla, p<0.01, p<0.05, p<0.001 ve p<0.001) ilk giinkii mitokondriyal aktiviteleriyle
karsilastirildiginda anlamli derecede artmistir. PBA katkilanmig P3HB grubundaki
hiicrelerin ise ilk glinkii mitokondriyal aktiviteleri ile 21. giin mitokondriyal aktiviteleri
arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p<0.01). MTT sonuglar1 ile SEM goriintiileri
arasinda paralellik bulunmaktadir. Kiiltiiriin 21. glintindeki PBA ile katkilanmis P3HB doku
iskelelerindeki canlilik ve SEM goriintiileri dikkate alindiginda PBA katkilamasinin

P3HB’nin hiicresel etkilesimleri {izerinde olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez c¢alismasinda P3HB polimeri PBA, PNMPBA ve PMBA ile katkilanmistir.
Doku iskelesi tiretimi i¢in dondurarak kurutma yontemi, geleneksel elektroegirme yontemi
ve 1slak elektroegirme yontemleri uygulanmigtir. Dondurarak kurutma yontemi ile PBA,
PNMPBA ve PBA katkili P3HB 3B siingerimsi doku iskeleleri, geleneksel elektroegirme
yontemi ile PBA katkili P3HB 2B fibroz doku iskeleleri ve 1slak elektroegirme yontemi ile
PBA katkili P3HB 3B fibr6z pamuksu doku iskeleleri iiretilmistir. Yapilan katkilamalar ile
P3HB’nin doku miihendisligi agisindan dezavantaj olusturan yiiksek kristalinite, yliksek
hidrofobisite ve diisiik biyobozunma hizi gibi &zellikleri iyilestirilmeye calisilmigtir.
Ardindan, Yyapilan katkilamalarin P3HB’nin hiicresel uyumluluguna olan etkisi
arastirilmistir. Elde edilen doku iskeleleri ile yiiriitiilen karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii

calismalar1 sonucunda ulasilan 6nemli bulgular asagida 6zetlenmistir.

« Daha oOnce higbir doku miihendisligi ¢alisgmasinda kullanilmamis olan PBA,
PNMPBA ve PMBA polimerleri ile P3HB’nin ¢6zme kosullar1 ve karisma oranlari

optimize edilmistir.

¢ Dondurarak kurutma yontemi i¢in ¢oziicii olarak kloforom, P3HB oran1 %5 (w/v)
olarak belirlenirken; katkilama ajanlarinin oranlari, her katkilama polimeri i¢in,
P3HB ¢ozelti igerisinde kiitlece 100 birim kabul edilerek P3HB’ye oranla %2, %5
ve %10 (w/w) olarak belirlenmistir. Ardindan ¢esitli dondurma islemleri
uygulanarak, polimer karisimlar1 dondurarak kurutma cihazina alinmis ve 96 saat
sonunda 3B siingerimsi doku iskeleleri elde edilmistir. Uretilen iskelelerin
morfolojik incelemesi SEM analizi ile yapilmistir. PBA tiirevleriyle katkilanmis
iskelelerde katkilama orani arttikga gozenekliligin azaldigi, belirgin gozeneklilik
artisinin  sadece PBA ile katkilanmis gruplarda oldugu, ancak tiim katkilama

gruplarinda P3HB ye gore piirtizliiliik artis1 oldugu tespit edilmistir.

¢ Dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen iskelelerin mekanik 6zelliklerinin
belirlenebilmesi i¢in basma mekanik testi uygulanmigtir. Analiz sonucunda P3HB
ve %2 PBA katkili P3HB iskelelerin sikistirma direncleri sirasiyla 14.00+0.00 kPa
ve 5.66£1.04 kPa olarak, elastik modiil degerleri ise sirasiyla 27.40+0.00 kPa ve
12.06£3.20 kPa olarak bulunmustur. Diger iskelelerden, iskelelerin analiz i¢in

uygun Olgiitlere getirilememesi nedeniyle dl¢lim alinamamistir. Ayrica PNMPBA
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ve PMBA igeren doku iskelelerinin dondurarak kurutma cihazinin uyguladigi

yiiksek vakum ile pargalandig1 gdzlemlenmistir.

Katkilama polimerlerinin P3HB’ nin kristal yapisinda yarattig1 degisiklikler X-11n1
kirmimi (XRD) analizi ile tespit edilmistir. Saf P3HB igeren iskelelerin kristalinitesi
%52.70 olarak, %2 PBA, PNMPBA ve PMBA katkilamasi yapilmis gruplarin
kristalinitesi ise sirasiyla %48.84, %42.50 ve %46.84 olarak; %5 PBA, PNMPBA
ve PMBA katkilamas1 yapilmis gruplarin kristalinitesi sirastyla %46.46, %46.01 ve
%46.61 olarak; %10 PBA, PNMPBA ve PMBA katkilamasi yapilmis gruplarin
kristalinitesi de sirasiyla %36.91, %41.21 ve %46.27 olarak bulunmustur.
Kristalinitedeki en fazla diistisiin %10 PBA katkilamasi yapilan grupta oldugu tespit

edilmistir.

Yapilan sitotoksisite testi sonucunda, saf P3HB ve PBA/tiirevleri ile katkilanmis
P3HB’nin, katkilama oran1 %10’a ¢ikarildiginda bile hiicreler i¢in sitotoksik etki
yaratmadiglr goriilmiistiir. Ayrica tiim diliisyonlar ve gruplarda, ekstraksiyon

ortaminin bulunmadig1 ortama kiyasla % 100'den fazla canlilik gozlenmistir.

Calismada kullanilan katkilama polimerlerinin bozunma davraniglar1 daha once
hicbir ¢aligmada incelenmemistir. Bu nedenle P3HB ve katkili P3HB iskelelerin
enzimatik ve hidrolitik davranislar1 takip edilmistir. Gravimetrik olarak kiitle kayb1
Olcimlerinden anlamli sonuglar elde edilememistir. Bu nedenle bozunurlugun
belirlenmesi i¢in, test siiresince malzemelerin morfolojilerindeki degisimler SEM
gorintiileri ile incelenmistir. Yapilan gorsel incelemelerden sonra %2 PBA katkili
P3HB ve %10 PBA katkil1 P3HB iskelelerin daha fazla bozunmaya ugradig: tespit

edilmistir.

Dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen iskelelerin karakterizasyon ¢alismalari
sonucunda iskelelerin mekanik ve morfolojik 06zelliklerinin doku miihendisligi
uygulamalarina elverigli olmadigi belirlenmistir. Bu nedenle P3HB polimerine daha

uygun oldugu diisiiniilen elektroegirme yontemine gecilmistir.

Elektroegirme yonteminde iki farkli teknik kullanilmistir. Geleneksel elektroegirme
yontemi ile ¢oziicii, katkilama orani, elektroegirme kosullari gibi parametreler
belirlenmeye calisilmistir. Elektroegirme yonteminde ¢oOziicii olarak HFIP
kullanilmasina karar verilmis ayrica, PNMPBA ve PBA polimerlerinin bu yonteme

uygun olmadig1 tespit edilmistir. Bu nedenle elektroegirme yontemine sadece PBA
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katk1 polimeri ile devam edilmistir. En uygun viskoziteye %5 (w/v) P3HB ve %10
(w/w) PBA katkili P3HB c¢ozeltilerinin sahip oldugu ve egirme i¢in optimal
kosullarin 15 kV voltaj, 22.5 cm siringa-toplayict uzakligr ve 1.0 mL/sa akis hizi
oldugu tespit edilmistir.

Islak elektroegirme asamasinda, geleneksel elektroegirmede kullanilan ¢ozeltilerin
viskozitesinin yeterli olmadig goriiliip, P3HB oran1 %10’a ¢ikarilmistir. Yapilan
optimizasyon caligmalar1 sonrasinda ise 15 kV voltaj, 16.5 cm siringa-toplayici
uzakligi ve 1 mL/sa akis hizinin optimal egirme parametreleri olduguna karar

verilmigtir.

Elde edilen fibroz doku iskelelerinin morfolojik incelemesi SEM analizi ile
yapilmustir. Iki boyutlu fiberler oldukca siki bir yapida iken, 3B fiberlerin pamuksu
bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica ImageJ programi ile yapilan ¢ap
analizinde, geleneksel elektroegirme yontemiyle iiretilen %5 P3HB ve %10 PBA
katkili P3HB fiberlerin caplar1 sirasiyla 4.44+1.81 pm ve 3.21+1.82 pm, 1slak
elektroegirme ile iiretilen %10 P3HB ve %10 PBA katkili P3HB fiberlerin caplar
sirastyla 5.08+1.57 pm ve 5.12+1.63 pm olarak bulunmustur. Ug boyutlu 1slak
elektroegirme ile iretilen fiberlerin ortalama ¢api, 2B geleneksel elektroegirme ile

uiretilen fiberlere kiyasla daha yiiksektir.

Elde edilen fiber doku iskelelerinin mekanik dayanimlari 2B fibroz iskelelere gekme
testi yapilarak belirlenmistir. Iskelelerin gekme direngleri sirastyla 4.00 MPa ve 8.20
MPa olarak bulunurken, elastik modiil degerleri sirasiyla 152.00 MPa ve 290.00
MPa olarak bulunmustur. Yapilan katkilama ile P3HB’nin mekanik o6zellikleri
iyilestirilmistir.

Ayrica fibroz 3B iskeleler ile ayn1 polimer oranindaki filmler lizerinde su temas agis1
analizleri gerceklestirilmistir. Iskelelerin su temas acilar1 %5 P3HB igin
88.30+19.90° iken %10 PBA katkili P3HB icin 48.90+9.00°°dir. Yapilan katkilama

hidrofobisiteyi 6nemli oranda azaltmistir.

Su alim kapasitesi Ol¢limleri ise 1slak elektroegirme yontemi ile {iretilen 3B doku
iskeleleri ile yapilmistir. Ug boyutlu fibréz doku iskelelerinin su alim kapasiteleri
%10 P3HB i¢in %356.70+£25.00 olarak, %10 PBA katkili P3HB i¢in
%443.60+£101.10 olarak tespit edilmistir. PBA katkilamasinin yapiya elastikiyet

kazandirarak su alim kapasitesini de arttirdig belirlenmistir.
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% Hicresel uyumlulugun incelenebilmesi i¢in P3HB ve PBA katkilit P3HB fibréz 3B
iskeleler ile MC3T3-El preosteoblastik hiicre hatti kullanilarak hiicre kiiltiirii
caligmalar1 yapilmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla kiiltiiriin 1, 4, 7, 14
ve 21. glinlerinde MTT analizi ve hiicre morfolojisinin takibi i¢in kiiltiirtiin 1, 7, 14

ve 21. giinlerinde SEM analizi ger¢eklestirilmistir.

X/
°

Hiicrelerin %10 PBA katkili P3HB fibroz doku iskelelerinde daha etkin tutunma ve
yayilim gosterdigi, hiicrelerin daha diizenli oldugu ve daha yogun ECM salgiladigi,
SEM goriintiilerinden yola ¢ikilarak sdylenebilmektedir. MTT sonuglari da bu
bulguyu desteklemektedir.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, bir aminoasit tiirevi olan PBA katkilamasinin,
bir bakteriyal biyopoliester olan P3HB’nin kristalinitesini ve hidrofobisitesini azalttig1 ve
buna bagli olarak bozunma hizin1 arttirdigi belirlenmistir. PBA ve P3HB karigiminin
herhangi bir toksik etki gdstermeden, hiicre tutunmasi, ¢ogalmasini ve yayilmasini saf
P3HB’ye gore daha iyi destekledigi tespit edilmistir. Ayrica 1slak elektroegirme ile elde
edilen 3B boyutlu fibr6z yapmin boyutsal olarak dogal ECM’yi iyi bir sekilde taklit ettigi,
bunun yaninda hiicrelerin tutunma ve yayilma davranislar1 agisindan daha uygun bir ortam

yarattig1 da bulgular arasindadir.
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