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OZET

Bu c¢alismada polilaktik asit (PLA), Poli-hidroksi-biitirat (PHB) ve ipek fibroin (SF)
kullanilarak olusturulacak nano boyutta agsi yapilar, elektro-egirme metodu kullanilarak
tiretildi, doku miihendisligi yaklasimlarindan faydalanildi. Bu ¢alismada PLA, ags1 tabakanin
yapisini mekanik anlamda destekleyip korurken, PHB biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu,
SF ise mekanik yapiyr desteklemek i¢in kullanildi. Bu ¢alismada, Polilaktik Asit/Poli-
hidroksibutirat/ipek Fibroini (PLA/PHB/SF) nanofiberleri elektrospinning islemiyle iiretildi.
Nanofiber malzemenin biyouyumlulugunu artirmak i¢cin PHB ve SF eklendi. Nanofiber
iskelelerinin morfolojik karakterizasyonu i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM)
incelemesi yapildi. Biyouyumlulugu tespit etmek igin mezenkimal kok hiicre (MSC) ile
canlilik testleri yapildi. Nanofiberlerin mekanik dayanimi ¢ekme testiyle, termal dayanimi
diferansiyel kalorimetre cihazi (DSC) ile, kimyasal yapist Fourier doniisimlii kizilGtesi

spektroskopisi (FTIR) ile 6l¢iimlendi.

Anahtar Kelimeler: Yara Ortiisii, Elektrospining, Ipek Fibroin, Poli-hidroksibiitirat (PHB),
Polilaktik Asit (PLA)



ABSTRACT

Nano-fibrous scaffolds were fabricated with polylactic acid (PLA), polyhydroxybutyrate
(PHB), and silk fibroin (SF) using electrospinning method . PLA is incorporated as
a structural reinforcement and protective component for the fibrous
scaffold, and PHB is incorporated to enhance biodegradation and biocompatibility. Silk
fibroin is incorporated as an additional add-on to mechanical reinforcement. PLA/PHB/SF
nanofibers were prepared through electrospinning. PHB and silk fibroin were incorporated
for the improvement of the biocompatibility. Morphological analysis of the nanofiber
scaffolds was conducted through scanning electron microscopy (SEM). Biocompatibility
was evaluated with viability assay using mesenchymal stem cells (MSC). For measuring
mechanical properties, thermal stability and chemical structure of the nanofibers, tensile
testing, differential scanning calorimetry (DSC), and fourier-transform infrared

spectroscopy (FTIR) were performed.

Keywords: Wound Dressing, Electrospinning, Silk Fibroin Protein, Polyhydroxybutyrate
(PHB), Polylactic Acid (PLA)



Semboller

kV  : Kilovolt
mL  : Mililitre
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1.Giris

Gelisen teknoloji ve tip yOntemlerinin ilerlemesiyle biyomalzeme caligmalarina olan ilgi
artmaktadir. Bunun temelinde teknoloji faaliyetleri kullanimiyla uygun tasarimlarin eldesi ve
canliligin desteklenmesi beklentisi yatmaktadir. Bunu saglamak igin ¢esitli yontemler ve
viicudun farkli bolgelerine 6zellesmis caligmalar yapilmaktadir. Dokularin gordiigii hasar,
uygun doku miihendisligi yontemleriyle, farkli iskele tiretim yontemleriyle iyilestirilebilir.
Bu c¢alismada, biyouyumluluklar1 yiiksek olan PLA, PHB ve silk fibroin kullanilarak yara
ortiisii Uretilmistir. Bu g¢aligmay1 destekleyen aragtirma g¢aligmalar1 yapilmig ve sonuglar

belirtilmistir.
2.Yara Ortiileri

Yara tedavisi son yillarda 6nemli gelismeler gostermistir. Yara oOrtiileri, daha iyi iyilesme
oranlari, daha az enfeksiyon riski ve daha fazla hasta konforu gibi bir dizi fayda sunar. Yara
tedavisindeki en son gelismelerle, yaralar1 enfeksiyondan korumak ve iyilesmeyi desteklemek
teknoloji ve malzeme bilimindeki ilerlemelerle giderek daha kolaylasmis ve desteklenmistir.
Glinlimiizde, farkli yara tiplerinin ve hastalarin 6zel ihtiyaglarini karsilamak i¢in ¢ok cesitli
yara tedavileri mevcuttur. Yara debridmani, yani 6lii dokunun temizlenmesi lokal enfeksiyon
ve sepsis riskini azaltarak, yaranin iyilesmesini hizlandirir ve topikal ya da sistemik
tedavilerin etkinligini artiran bir yontemdir. Debridman, ayni zamanda saglikli doku
olusumunu ve cildin yeniden yapilanma siirecini destekler. Ayrica, antibiyotik ve ilag tedavisi
ile yara iyilesmesi desteklenir. Yara iyilesmesini desteklemek amaciyla kullanilan diger
yardimci yontemler arasinda negatif basingh yara tedavisi (VAC), fototerapi, elektroterapi,
akustik terapi ve hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi yer alir. Bu yaklasimlar genellikle diger
tedavilerle birlikte kombine edilerek uygulanir. Tyilesmesi uzun siiren kronik yaralarda, deri
esdegerleri veya deri greftleri gibi ileri tedavi yontemleri devreye girer (Sekil 1). Bu modern
yara pansumanlari, yara tedavisine yaklagimda devrim yaratarak gelismis sonuglar vermekte,

iyilesme siire¢lerini hizlandirmaktadir [1].
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Sekil 1.Yara ortiisii iiretiminde doku morfolojisine uygun yara grefti [46].

Yara tedavisi, yaranin tiiriine, enfeksiyon durumuna ve hastanin genel saglik durumuna bagl
olarak farkli yontemlerle uygulanir. Geleneksel yara bakiminda yara temizligi serum
fizyolojik veya antiseptik soliisyonlarla yapilir ve genellikle steril gazli bez ve bandajlarla
kapatilir. Modern tedavi yontemleri ise daha gelismis teknikler igerir. Biyolojik tedaviler
biiyiime faktorleri, kok hiicre terapileri ve doku miihendisligi triinleriyle dokularin
yenilenmesini destekler. Bunun yaninda, lazer ve ultrasonik tedaviler hiicre yenilenmesini
artirip, inflamasyonu azaltan yontemler arasindadir. Yara ortiileri, yaranin tiiriine ve iyilesme
asamasina gore secilir. Nem dengesini saglayan ortiiler arasinda hidrokolloid ortiiler, hidrojel
ortiler ve aljinat Ortiiler bulunur; bu materyaller yara yiizeyini nemli tutarak iyilesmeyi
hizlandirir. Enfeksiyon oOnleyici Ortiiler ise giimiis iyonu iceren veya medikal bal ile
desteklenen antiseptik ortiilerden olusur. Biyomiihendislik iirtinleri arasinda kollajen, kitosan
ve ipek fibroin gibi biyomateryaller bulunurken, daha ileri diizeyde 3D biyobaskili deri
greftleri de yara onariminda kullanilmaktadir. Ayrica, seffaf film Ortiiler su gegirmez
ozellikleriyle ylizeysel yaralar igin tercih edilirken, kopiik oOrtiiler basing yaralart ve
yaniklarda yiiksek emiciligi sayesinde etkili bir koruma saglar. Yara tedavisinde kullanilan bu
yontemler, yaranin Ozelliklerine uygun olarak se¢ildiginde iyilesme siirecini hizlandirarak

enfeksiyon riskini en aza indirir [2].
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Yara pansumani, dogrudan yaraya uygulanan bir malzemedir ve ideal olarak iyilesmeyi tesvik
etmeyi veya daha fazla doku hasarim1 dnlemeyi amaglar. Iyi bir pansumanmn, uygun bir nem
seviyesi saglamak ve bakteri istilasina karsi bir bariyer olmak gibi gorevleri vardir. ideal bir
yara Ortiisli termal yalitimi, enzim ve biiyiime faktorii takviyesi, gaz degisimini kolaylastirma
ve agriy1 azaltmak icin serbest sinir ug¢larinin korunmasi Ozelliklerini de saglayabilir
olmalidir. Sekil 2’de doku miihendisligi yontemleriyle iiretilecek doku ikamesi i¢in uygun

materyaller ve iskele sekilleri verilmistir.

Akut yaralar, yara iyilesmesinin dort ana asamasindan geger: Pihtilasma, iltihaplanma, gog-
cogalma ve yeniden sekillenme. Yeniden sekillenme asamasi, kollajenin yeniden
diizenlendigi, olgun bir yaranin olusumuna yol acar. lyilesmis bir yaranin ¢ekme dayanimi
genellikle yaklasik bir yilda zirveye ulasir ve orijinal dayanimin yaklasik %80'ine ulasir. Bir
yara iltihapl fazda sikisip kaldiginda ve diger fazlara dogru ilerleyemediginde kronik bir
yaraya doniigiir. Kronik yaralar siirekli iltihapli bir durumdadir ve enfeksiyon, nekroz veya
sepsis gibi daha fazla olas1 komplikasyona yol agabilir. Baz1 yara ortiileri kronikligin nedenini
ortadan kaldirmay1 ve iltihaph tepkiyi azaltmayi, bdylece yaranin iyilesmeye devam etmesini
saglamay1 amaclar. Enfekte olmayan yaralar icin drenajli m1 drenajsiz mi1 oldugunu ve

graniiler, uygun sekilde iyilesen mi yoksa nekrotik mi oldugunu belirlemek énemlidir[3].

Active components ™ | Wound dressing forms g “iﬂ
i . no& Bleeding wound
atural polymer 2 29 =
e g

Synthetic polymer

= Haemostasis
st ~r

5 Ho=
& ﬁi Nanofibres

Silicon buted motog o
Iicon-based materials Wound

CaQ) Fe@ ZnQ@Q healing £<’ez>s (}M\?j
Metal-containing materials Particles

Sekil 2. Doku miihendisligi teknolojileri kullanilarak yara tedavi semasi [4].
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3.Cilt Dokusu ve Yaralar

Cilt, 1s1ya, 1518a, yaralanmaya ve enfeksiyona kars1 kalkan gorevi goren insan viicudundaki en
bliylik hacmi kaplayan organdir. Viicut sicakligini diizenleme, su ve yag depolama ve duyusal
organ gorevi gorme gibi diger islevleri de yerine getirir. Cilt {ic katmandan olusur: epidermis,
dermis ve deri alt1 yag tabakasi (Sekil 3). Epidermis, cildin ince dis tabakasidir ve tig tip hiicre
igerir: skuaméz hiicreler, bazal hiicreler ve melanositler. Skuamoz hiicreler, epidermisin en
iist katmaninda yer alirlar ve dig ortamla dogrudan temas halindedir. Bu hiicreler yassi ve ¢ok
katli yapilariyla cildi fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi korur. Zamanla o6lii hiicreler
yiizeyden dokiiliirler ve bu sayede cilt siirekli olarak kendini yeniler. Epidermisin alt kisminda
yer alan bazal hiicreler ise yeni cilt hiicrelerinin iiretiminden sorumludur. Bu hiicreler
boliinerek yukariya dogru ilerler, zamanla olgunlagip skuaméz hiicrelere doniisiir.
Melanositler ise bazal hiicrelerle ayni seviyede bulunan pigment hiicreleridir. Bu hiicreler
melanin ad1 verilen ve cilde rengini veren pigmenti iiretirler. Ayrica melanin, giinesten gelen
zararl ultraviyole (UV) 1sinlara karsi cildi korur. Dermis, cildin orta tabakasini olusturur ve
kan damarlari, lenf damarlari, kil folikiilleri, ter bezleri, kolajen demetleri, fibroblastlar,
sinirler ve yag bezlerini icerir. Kan damarlari, cilde oksijen ve besin tasir, atik maddeleri
uzaklastirir ve yara iyilesmesini destekler. Lenf damarlari, dokularda biriken fazla siviyi
toplayarak bagisiklik sistemiyle birlikte enfeksiyonlara karsi koruma saglar. Kil folikiilleri,
viicudun belirli bolgelerinde killarin olusumunu saglar; aynt zamanda bu folikiiller
cevresindeki yapilar, yara iyilesmesi siirecinde de aktif rol oynar. Ter bezleri, viicut
sicakligini diizenlemek ve toksinleri atmak igin ter tiretir. Yag bezleri ise cildi ve saglart nemli
tutan sebum adli yagi salgilayarak, kuruma ve mikroorganizmalara karsi koruma saglar.
Deride bulunan kolajen demetleri, cilde dayaniklilik ve esneklik kazandiran lifli protein
yapidadir. Fibroblastlar bu kolajen ve benzeri bag dokusu elemanlarini iiretir; ayrica yara
iyilesmesinde temel rol oynayan hiicrelerdir. Sinir uglar1 ise dokunma, basing, sicaklik ve agr1
gibi duyularin algilanmasini saglar. Bu yapilar birlikte ¢alisarak cildin sadece bir koruyucu
ortii degil, ayn1 zamanda aktif bir savunma, hissetme ve yenilenme organi olmasini saglar. Bu
tabaka cilde esneklik ve gii¢ saglar. Deri alt1 yag tabakasi, kolajen ve yag hiicreleri ag1 igeren
en derin cilt tabakasini olusturur. Bu tabaka darbeyi yalitir ve emer, viicut 1sisin1 diizenlemeye

ve viicudu yaralanmalardan korumaya yardimei olur.
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Structure of the human skin

Epidermis

Dermis

SeDACHOUS gland
Hair bulb Hypodermis
Blood wessels

Muscle layer
Adipose tissue

Sekil 3. Cilt dokusu katmanlar [47].

Derinin yapisal biitiinliigli ve fonksiyonlari, biiylik Olciide ekstraseliiler matriks (ECM)
tarafindan saglanir. ECM, hiicrelere yalnizca mekanik destek sunmakla kalmaz, ayn1 zamanda
hiicre davraniglarin1 diizenleyen biyokimyasal sinyaller ileterek doku homeostazini ve onarim
stireglerini destekler. Derinin ECM yapist baslica li¢ tip liften olusur: kollajen, elastin ve
retikiiler lifler. Viicutta en bol bulunan proteinlerden biri olan kollajen, deriye yapisal destek
saglar ve dokunun mekanik dayanikliligini artirir; fibriller yapisiyla hiicrelere destek olur ve
doku biitlinliigiiniin korunmasina katkida bulunur. Elastin lifler ise deriye esneklik kazandirir
ve dokunun gerilme sonrasinda orijinal formuna dénmesini saglayarak mekanik streslere karsi
dayanikliligin1 artirir. Retikiiler lifler ise ince kollajen liflerinden olusur ve hiicrelere

destekleyici bir ag sunarak doku organizasyonunda énemli bir rol oynar [5].

Cilt yiizeyindeki bir yaralanma veya yirtilma yara olarak tanimlanir. Ciltteki hasar fiziksel,
kimyasal, mekanik veya termal yollarla meydana gelebilir. Genellikle akut ve kronik olmak
tizere iki tlir yara vardir. Akut yara, travmatik veya cerrahi olarak meydana gelen ve
genellikle iyilesme siirecine iyi yanit veren temiz yaralardir. Bu tiir yaralar, travma, yamik
veya cerrahi miidahaleler sonrasi ortaya ¢ikar. Cerrahi olarak siitiirlerle kapatilmis temiz
yaralar, akut yaralara 6rnek teskil eder. Kronik yara ise iyilesmesi ge¢ veya zor olan, bazen
hi¢ iyilesmeyen yaralardir. Kronik yara, genellikle 6-8 hafta siiresince iyilesmeyen veya 4
hafta boyunca herhangi bir iyilesme belirtisi gostermeyen yaralar igin kullanilan bir terimdir.

Kronik yaralardan en yaygin olanlari, diyabetik ayak (diyabetik iilser, noropatik, iskemik,
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noro-iskemik), venoz lilser (ulcus cruris venosum, vendz bacak yarasi, varis ilseri), basing
yarast (bas1 yarasi, dekiibitiis, yatak yarasi), arteriyel yetmezlik yarasi (aterosklerotik,
vaskiilitik) ve radyasyon hasar1 sayilabilir [6]. Deri, viicudu dis etkenlere karsi koruyan,
termoregiilasyon ve bagisiklik gibi hayati islevlere sahip bir organdir. Ancak fiziksel travma,
kesik, yanik gibi durumlarda bu yapisal biitlinliik bozulur ve doku hasarina bagl olarak yara
iyilesme siireci baglar. Bu siire¢ dort temel evrede gerceklesir: hemostaz, inflamasyon,
proliferasyon ve doku yeniden yapilanmasi. ilk olarak hemostaz fazinda kanama durdurulur
ve fibrin agiyla gecici bir bariyer olusur. Ardindan inflamasyon fazinda bagisiklik hiicreleri
(notrofiller, makrofajlar) bolgeye go¢ eder; patojenleri yok eder ve biiylime faktorleri
salgilanarak iyilesme siireci aktive edilir. Proliferasyon asamasinda fibroblastlar aktive olur,
ekstraseliiler matriks yeniden yapilandirilir ve yeni damar olusumu ile birlikte doku meydana
gelir. Son agama olan yeniden yapilanma fazi gergeklesir (Sekil 4). Bu siireglerin sonucunda
epitel hiicreleri ¢ogalarak yaranin yiizeyini kaplarken, ¢cogu zaman orijinal doku tam olarak
geri kazanilamaz ve skar dokusu (fibrotik iz) olusabilir. Bu nedenle yara ortiisii gibi
biyomalzemelerin, iyilesme siirecini hizlandirici ve doku biitiinliiglinii destekleyici sekilde

tasarlanmasi biiyiik nem tagimaktadir [7].

Red blood cell
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Sekil 4.Yara iyilesme siiregleri [4].
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4. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi ¢alismalari, hasarli doku onarimim1 saglayan, klinik ihtiyaclari
karislayabilme potansiyeline sahip bir tedavi yaklagimidir. Doku miihendisligi temelinde,
doku ve organ islevini arttiran biyomalzeme liretimi yatar. Bu malzemeler, viicut dahilinde
uzun siire bulunabilme ve temas edebilme kapasitesine sahip malzemelerdir[8]. Doku
mihendisligi; tip ve mihendisligi i¢inde barindiran interdisipliner bir alandir. Genel

uygulamada hiicreler, sentetik veya dogal materyallerden olusan iskeleye ekilir [9].

4.1 Hiicreler

Rejeneratif tip ve doku miihendisliginin biyomalzeme iiretiminde kullanimi, hiicre bakimini,
farklilastirilmasint ve doku uyumlu hiicre iskelelerinin gelistirilmesini i¢ine alarak oldukca
hizli gelisim gostermistir [10]. Osteoblastlar ve kondrositler gibi somatik hiicreler ¢esitli doku
miihendisligi uygulamalarinda kullanilan hiicre kaynaklar1 arasinda yer alir. Daha sonra kok
hiicre kullanimiyla doku miihendisligi ¢alismalar1 olduk¢a hizli ivme kazanmistir. Yetiskin
canlidan tiiretilen kok hiicre kullanimi hiicre terapilerinde MSC kullanimina oldukga sik
rastlanir [11]. Doku miihendisligi ¢alismalarinda, kaynaktan hiicre toplanmasi, hiicre kiiltiirii
yontemleriyle hiicrelerin biiyiitiiliip ¢ogaltilmasi, biiyiime faktorleriyle desteklenmesi ve bu
ikamelerin hasarli dokularin yerine ge¢mesi saglanir. Hiicre tasiyicilarda, yani iskelelerde,
hiicre yapismasi, hiicre gocii, ¢ogalmas1 ve farklilasmasi gibi hiicresel biiyiime siireclerini
destekleyen bilesenlerden olusan yapilar kullanilir [12]. Evans ve Kaufman'in 1981'de fare
embriyolarindan ve Thomson'm 1998'de insan embriyolarindan embriyonik kok hiicrelerinin
(ESC) izole etmesiyle, doku ve organ olusumu incelemeleri, rejeneratif tip ve doku
mithendisligi gibi alanlarin gelismesine biiylik katki saglamistir [13]. Embriyonik kok
hiicreler hiicre farklilasmas1 yetenekleriyle ilgi ¢ekicilerdir fakat etik sorunlar, timor
olusturma riski, bagisiklik reddi, farklilasmanin zor kontrol edilmesi gibi sebeplerle ESC
kullanimina kuskuyla yaklagilmaktadir [14]. Yetiskin kok hiicreler ise spesifik hiicrelere
doniisebilen ve genellikle daha siirli potansiyele sahip hiicrelerdir [15]. Bu hiicrelerin baslica
kaynaklar1 kemik iligi kok hiicreleri ve kan hiicreleridir (I6kosit, eritrosit, trombosit). Ornegin,
kok hiicreler kemik, kikirdak, yag ve kas hiicrelerine doniisebilmektedir [16]. Deri kok
hiicreleri, deri dokusunun hiicrelerine; sinir sistemi kok hiicreleri ise ndronlar ve glia

hiicrelerine; meme kok hiicreleri meme dokusu hicrelerine; kas kok huicreleri kas hiicrelerine;
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karaciger kok hiicreleri ise karaciger hiicrelerine doniisebilir. Yetiskin kok hiicreler, organ ve

doku onarimlari, hastalik tedavileri ve rejeneratif tipta yaygin olarak kullanilir [15][17].

4.2. Doku iskeleleri

Doku miihendisligi islemlerinde kullanilan “iskele” adi verilen 6zel yapilar {izerinde yeni
dokular olusturulur. Bu iskeleler, olusturulacak dokular i¢in mekanik ve yapisal destek saglar.
Yeni dokuyu olusturan bu yapi i¢in, hiicre, iskele ve biiyiime faktorleri ¢cok 6nemlidir. Doku

iskeleleri, canlilig1 uygun sekilde destekleyecek uygun malzemelerden iiretilmelidir.

4.2.1 Biyomalzemeler

Doku miihendisligi tasarimlar1 yapilirken, kullanilacak bolgede aranan mekanik ve kimyasal
ozellikleri saglamak i¢in dokuya uygun ozellikleri tasiyan malzemeler kullanilmaktadir. Bu
malzemelerin se¢im ve tiretim siireglerine hakim olmak malzemenin yerine gore kullaniminda
avantaj saglar [8]. Biyomalzeme iiretiminde kullanilan malzemeler organik ve inorganik
olarak ikiye ayrilabilir. Biyomalzemeler hiicrelerin dogal alanlarini taklit edecek ortamin
ikamesinin hazirlanmasi1 amaciyla tretilirler. Bunun i¢in uygun malzeme tiirlerinden olan,

dogal, sentetik veya yar1 sentetik polimerler kullanilabilir.

4.2.1.1 Biyopolimerler

Biyopolimerler biyolojik olarak pargalanan, gerektiginde canlilikla uyumlu sekilde
kullanilabilen ve ¢evre dostu polimelerlerdir. Dogal ve sentetik kaynakli polimerler olarak
ayrilabilirler. Biyopolimerler c¢esitli endiistriyel uygulamalarda da kullanilir. Dogal
biyopolimerler, dogal kaynaklardan elde edilirler. Biyolojik uyumluluklar: yiliksektir. Sentetik
biyopolimerler ise daha kontrollii bir sekilde tiretilir ve biyomedikal alanlarda ve biyoplastik
iretimi gibi 6zel uygulamalarda kullanilir. Her iki tiir biyopolimer de c¢evre dostu ve
strdiiriilebilir alternatifler sunmaktadir.Doku miihendisligiyle yara tedavisi yontemlerine

kullanilabilecek dogal ve sentetik malzemeler Sekil 5’de verilmistir.
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Sekil 5.Doku miihendisligi yontemlerinde kullanilabilecek malzeme tiirleri [18].
4.2.1.1.1 Sentetik Biyopolimerler

Sentetik polimerler gerekli kimyasal tepkimeler sonucu elde edilebilen polimer yapili
tiriinlerdir. Uretimleri ve optimizasyonlar1 kolaydir. Bunun haricinde, biyokompozit
tasarimlarinda ve biyomalzeme katkilandirmalarinda sik¢a kullanilirlar. Polietilen glikol
(PEG), etilen polimerizasyonuyla elde edilen sentetik bir biyopolimerdir. Biyouyumlu ve suda
¢ozlniir bir yapiya sahiptir [19]. Doku miihendisliginde biyouyumlulugu artirmak amaciyla
sikca kullanilmaktadir. Benzer sekilde, vinil-asetatin polimerizasyonuyla iiretilen polivinil
alkol (PVA) biyobozunur, biyouyumlu ve mekanik dayanimi yiiksek bir biyopolimerdir.
Genis kullanim alanina sahip olmasi ve ekonomik olusu, tercih edilme nedenlerindendir[20].
Poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA), poli-laktik asit (PLA) ve poli-glikolik asit (PGA)
polimerlerinin farkli oranlarda kopolimerizasyonuyla elde edilmektedir [21]. Bu kopolimer,

biyobozunma siiresinin kontrol edilebilmesi sayesinde 6zellestirilebilir yapiya sahiptir.

O

O/
- CH3 -n

Sekil 6.PLA polimeri formiilii ve yapisi [48].
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Diger yandan, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen poli-hidroksibiitirat (PHB) (Sekil
7), biyobozunur ve biyouyumlu polyesterler grubuna dahildir. Mukavemeti yiiksek olan PHB,
kemik, kikirdak, sinir ve cilt rejenerasyonu gibi doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilmaktadir[22]. Ancak kirilganlig1 ve sinirl elastikiyeti nedeniyle biyokompozit formda
kullanim1 veya biyoaktif dolgu maddeleriyle desteklenmesi tercih gerekmektedir. Bunlarin
yani sira, PLA biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu sayesinde doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilan sentetik bir polimerdir (Sekil 6). Iskele yapilarinda, yiizey
modifikasyon islemlerinde ve biyomiirekkep malzemelerinde yaygin olarak tercih
edilmektedir. Sentetik yapisindan dolayr hiicresel yapisma ve cogalmayr desteklemek
amaciyla farkli biyopolimerlerle birlestirilerek veya yiizey islemlerinden gecirilerek

kullanilabilir [23].

Sekil 7. PHB Polimeri formiilii ve yapisi [49].

4.2.1.1.2. Dogal Biyopolimerler

Doku miithendisliginde kullanilan dogal polimerler, canlilardan elde edilmektedir. Buna bagh
olarak, sentetik polimerlere kiyasla biyouyumluluklar: daha yiiksektir. Biyopolimerler, doku
mithendisligi uygulamalarinda dayaniklilik, elastiklik, jelimsi yapt ve biyouyumluluk gibi
cesitli avantajlar sunarak doku miihendisliginde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bitkilerin hiicre
duvarinda bulunan seliiloz, ii¢ boyutlu yazim yontemiyle doku miihendisligi {iretiminde
materyal olarak kullanilmaktadir[24]. Keratin, sag, tirnak ve tiily gibi biyolojik yapilarda
bulunan yapisal bir proteindir ve elastiklik ile dayaniklilik saglamasi nedeniyle kas ve kemik
doku miihendisligi ¢alismalarinda tercih edilmektedir [25]. Benzer sekilde, boceklerin ve sert
kabuklu bazi canlilarin dis iskeletinde bulunan kitin, yapiya sertlik kazandiran bir biyopolimer
olup, ozellikle yara ve yanik tedavilerinde kullanilmaktadir [26]. Hyaliironik asit, insan ve

hayvan dokularinda dogal olarak bulunan, nem tutucu ve elastik Ozellikleriyle bilinen
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biyopolimerlerden biridir. Jelimsi yapist sayesinde ii¢ boyutlu doku iskelesi iiretiminde ve
kemik doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Deniz canlilarindan elde edilen
aljinat da benzer sekilde jellestirici ve elastikiyet saglayic1 6zelliklere sahip olup, hidrojel
formunda bir¢ok doku tiretiminde kullanilmaktadir [27][28]. Bag dokularinda bulunan elastin
ise esnekligiyle 6ne c¢ikan bir biyopolimerdir. Insan ve hayvan dokularinda dogal olarak
bulunan bu yapi, elastik 6zellikleri sayesinde doku miihendisligi uygulamalarda 6nemli bir
yer tutmaktadir [29]. Ipek fibroin, biyouyumlu ve biyobozunur &zelliklere sahip dogal bir
proteindir ve o6zellikle doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ipekler farkli sekillerde islenerek, hidrojel, film, toz parcacig, lifli(fibroz), siinger gibi
formlarda iiretilebilir. Ipek, igeriginde iki tip protein bulunur; SF lifler ve onlara saril sekilde
bulunan serisin (Sekil 8). ikisi de pek ¢ok kullanim alanina sahip, kendine has 6zellikleri olan
iki farkli proteindir. Doku iskelesi iiretiminde kullanilan fibroin yapisal bir proteindir ve
mekanik ozellikleri iyilestirmek igin kullanilir. Serisin ise yapiskan ozellige sahip bir
polimerdir [30].

Sekil 8.Ipek lifinin serisin ayiklanmadan énceki hali [31].

Ipek fibroinin mekanik &zellikleri, biyouyumlulugu ve hiicre yenilenmesini destekleyen
yapist, doku mithendisligi i¢in olduk¢a uygun ozellikler sunmaktadir[32]. Biyobozunurluk,
kullanilan malzemenin zamanla biyolojik ortamda ¢dziinerek viicutta kalinti birakmadan
atilmas1  6zelligidir. Ipek fibroinin biyobozunurlugu, doku miihendisligi islemlerinde

kullanilirken gegici bir iskele gorevi gérmesi istenen bir 6zelliktir. Ipek fibroin, dogal protein
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olmasi sebebiyle yiiksek mukavemet ve esneklik saglayan bir yapidadir ve mekanik destek
amaciyla kullanilabilir. Canlida diisiik immiinojen yap1 gosteren veya minimum bagisiklik
tepkisi veren malzemeler biyouyumlu yapilardir. Ipek fibroinin doku miihendisligi calismalar1
icin kullaniminda biyouyumlu 6zellik gostermesi olduk¢a oOnemlidir[23]. Dokularda
kullanilacak iirlinlerin hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in uygun ortama sahip olmasi
gerekmektedir. Olusturulacak dokunun yeniden {liretilmesine destek olan bir yapi iiretmek

doku miihendisligi i¢in oldukca énemlidir.

5.Doku Miihendisliginde Iskele Uretim Yontemleri

Doku miihendisliginde farkli {iretim metotlar1 kullanilabilir. Bu ¢aligmalarda ilgili dokunun
canliligini ve iyilesmesini saglayabilecek kalinlikta, hiicrelerin rahat¢a ¢cogalabilecegi yapida
ve topografide bir ikameye ihtiyag duyulur. Ayn1 zamanda kiginin immiin sistemi tarafindan
reddedilmeyen bir fiziksel ve kimyasal yapida olmasi olduk¢a Onemlidir. Ayrica
biyobozunurluk ve yiizeysel boyut uyumu da aranan bir 6zelliktir. Bu ozellikleri tasiyan

yapilar iiretmek i¢in kullanilan farkli yontemler vardir.
5.1.Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon) Yontemi

Bu yontem dondurulma isleminden sonra diisiik basing altinda siiblimlestirme ydntemi
kullanarak sivinin uzaklastirilmasi iglemine dayanir. Bu islemin yapildigi cihaz Sekil 9’da
gosterilmigtir.  Bu islem sayesinde kontrol edilebilir gozenekli yapilar elde edilir.

Biyouyumlu, gézenekli ve biyobozunur malzemeler iiretilebilir[33].
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Sekil 9.Dondurarak kurutma cihaz (liyofilizator) [50].

5.2.Uc Boyutlu Yaziciyla Biyobasim islemi

Bir eklemeli imalat metodu olan 3B baski, malzemenin katman katman olusturulmasi
temeline dayanir. Miirekkep olarak biyobasim materyalleri kullanilir. Genelde bilgisayar
temelli, lic eksenli platformlar kullanilarak, yazici basliginin hareketlerine bagli olarak
yonetilir (Sekil 10). Biyobaskida, igerigini yasayan ve biiyiime goOsteren hiicrelerin

olusturdugu biyomiirekkepler sayesinde, dogal doku benzeri dokular tiretilir[23].

Sekil 10. U¢ boyutlu biyobasim [51].
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5.3.Elektrospininig Yontemi

Bu yontem elektrik voltajiyla calisan bir cihaz sayesinde toplayici plakaya polimer lifleri
firlatilmas1 islemidir. Giiclii bir elektrostatik alanda, ilgili {iriin malzemenin piiskiirtiilmesi,
gerilmesi, boliinmesi, kiirlenmesi ve ¢oziiciiniin buharlastirilmasi iglemiyle nanofiberler elde
edilen bir teknolojidir. Elektrospining yontemi, genis malzeme kullanimi, uygun islem
parametreleri, diisiik maliyet gibi avantajlariyla, nanofiber malzemelerinin hazirlanmasi i¢in

en basit ve etkili yontemlerden biridir [34].
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Sekil 11. Elektrospinning yontemi [52].

Elektrospining yonteminde kullanilan ekipman Siringa, polimer piiskiirtme ucu,siringa
pompasi, yiiksek voltaj giic kaynag1 ve toplayict plakadan olusur (Sekil 11). ilgili ¢ozelti, bir
siringaya yiiklenir. Yiiksek voltaj giic kaynaginin elektrotlarindan biri ignenin ucuna, digeri
ise toplayici plakaya yerlestirilir. Boylece bir elektrik alan olusturulur. Polimer ¢ozeltisi
pompa yardimiyla toplayict plakaya dogru tutulur ve basingli itici bir kuvvet uygulanir. ilk
olarak bazi damlaciklar gozlemlenir. Ardindan yiiksek elektrik alaninin etkisi altinda “Taylor
Konisi” olarak bilinen sekil olusur ve ¢ozelti plakaya piiskiirtilmeye baglanir. Cozeltisi
ignenin ucundan toplayici plakaya dogru akmaktadir. Son olarak toplayict plakada
nanofiberler olusmaktadir [35]. Elektrospinning metoduyla piiskiirtiilecek polimerin uygun bir
coziiciide ¢oziilmesi, isleminin ilk admmidir. Coziiciiler uygun kaynama noktalarina,
ucuculuga, buhar basincina sahip olmalidirlar. Polimer ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in kullanilan
¢oziiciilerin morfolojileri iizerinde oldukga etkilidir. Islem sirasinda, olusan jet toplayiciya
dogru hizlandikga ¢oziicii buharlagir. Fazla buharlasma olursa, lifler tekli olusacaktir. Lif

olusmayabilir veya ¢oziicii buharlasmazsa toplayici {lizerinde polimer ¢ozeltisi birikebilir.
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Elektrospinning metodunda kullanilan polimerlerin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde ¢oziinmez [36].
Elektrospinning yontemi, farkli doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan
bir teknik olup, ¢esitli polimer kombinasyonlar1 ile basarili sonuglar elde edilmistir. Ornegin,
jelatin, poli(e-kaprolakton) (PCL) ve hidroksiapatit kullanilarak kemik doku miihendisligi
alaninda 6nemli ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Kardiyak doku miihendisligi kapsaminda ise
aljinat ve kitosan bazli yapilarin tretilmistir. Hiicresel uyumluluk agisindan umut verici
sonuglar alimmistir. Ayrica PCL, jelatin ve grafen kombinasyonlari ile basarili néral doku
ikameleri gelistirilmis, bu yapilar sinir rejenerasyonu agisindan potansiyel gostermistir. Tim
bu caligmalar, elektrospinning yonteminin biyomedikal alandaki genis uygulama yelpazesini

ve etkinligini ortaya koymaktadir [36].
6.Calismanin Amaci

Ipek fibroinin diisiik immiinojenitede, toksisite gdstermeyen, yiiksek gerilme mukavemetine
sahip, kontrollii porozite saglayan, biyouyumlu bir materyal oldugu bilinmektedir. Ayrica
esneklik ve mukavemet acisindan olduk¢a avantajlidir. Dolayisiyla kimyasal ve mekanik
yapist ile olduk¢a uygun bir biyomalzeme olma potansiyeli gostermektedir. Islemler
hassasiyetle gerceklestirildiginde doku iskelesi olarak kullanilabilmektedir. PHB ise uygun
ortam saglandiginda biyobozunur 6zellik gosterir. Mekanik stabilite saglar bir yapisi vardir.
Bu ozelliklerin birlikte kullanilmasi ile yara Ortiisii tiretimi igin biyouyumlu bir tabaka
tretilebilir [37]. PHB ve SF kombinasyonlarinin kullanildigi aragtirmalara dair dogrudan
ornekler, genellikle bu malzemelerin etkilerini inceleyen ¢aligmalara dayanmaktadir. Bu iki
polimerin birlikte kullanimi, iskele olusturmak, biyouyumluluk ve hiicre proliferasyonu
saglamak i¢in umut vadetmektedir. PHB'in yapisal biitiinligi ile SF’nin esnekligi ve
biyouyumlulugu birlestiginde, doku miihendisliginde kullanilmak iizere olduk¢a uygun bir
potansiyeli bulunmaktadir. Bu kombinasyonun kullanilmasiyla ilgili PLA, PHB ve SF’nin
birlikte kullanildig1 bir ¢alisma bulunmamaktadir [38]. Bu calisma elektrospinning yontemi
kullanilarak, PHB/SF ve PLA polimerlerini bir araya getirildigi bir doku iskelesi iiretimini

amaclamaktadir. Bu iskelelerin yara ortiisii olarak kullanilmasit 6n goriilmektedir.
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7. Malzemeler ve Metotlar

7.1.ipek Fibroin Sentezi

Kuru ipek kozalan (Filiz Yiin, Bursa) parcalanip 3 kere %0,5 Na.COs (Solarbio Science &
Technology Co., Ltd.) soliisyonunda 90°C de kaynatilip, 1 giin oda sicakliginda kurutuldu
(Sekil 12), CaCl>-CH3CH2OH-H20 (44:45:11 oraninda) ¢ozeltisinde, 4-6 saat arasinda
fibroinler tamamen ¢oziilene kadar karistirildi. Coziinen SF’ler kullanilmak tizere +4°C’de

bekletildi (Sekil 13).

Sekil 12.Ipek kozalarinin temizlenme ve yikanma siireci.
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Sekil 13.Ipek fibroinin ¢éziinmesi ve diyaliz siireci.

7.2.Hidrojel Hazirlanmas: ve iskelelerin Olusturulmasi

PLA polimeri dikloro-metan (DCM) VE dimetilformamid (DMF) ¢oziiciilerinde %10
oraninda ¢ozdiiriildiikten sonra, %0,5 agirlik oraninda PHB eklendi. Ardindan, %0/5 agirlik,
%1 agirlik ve %1/5 agirlik olmak tizere farkli SF konsantrasyonlar1 %10 agirlik PLA ve %0,5
agirlik PHB c¢ozeltisine eklendi ve bu karisim 10 dakika karistirildi. Kurulum bir siringa
pompasindan (NE-300, New Era Pump Systems, Inc., ABD), tek bir piring igneden (¢ap1 1,63
mm), igneye bagl yiiksek voltajli bir gii¢ kaynagindan ve laboratuvar olg¢ekli bir
elektrospinning {tinitesinden (NS24, Inovenso Co., Tiirkiye) (Sekil 14) olusturulmustur.
Polimer ¢ozeltileri 10 ml'lik plastik siringalara dolduruldu. Toplayici ve ignenin ucu yiliksek
voltajli bir gii¢ kaynagina baglandi. Elektrospinning igin ¢ozeltiler bir siringa pompasi

kullanilarak sabit 4 ml/saat akis hiziyla verildi. Gerilim 28 kV'a maruz birakilmistir.
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Sekil 14.Deneyler yapilirken kullanilan elektrospinning cihaz.
7.3.Mekanik Test
Dikdortgen seklinde 1cm X 5cm olgiilerinde pargalara boliinen nanofiberler her numunenin
kalinlig1 yliksek hassasiyetli dijital mikrometre (Mitutoyo,ABD) kullanilarak o6lgiildii.
Elektrospinning yontemiyle elde edilmis numunelerin ¢ekme testleri 6zel yazilimli test
cihaziyla (Shimadzu, Japonya) (Sekil 15) gergeklestirildi. Biitiin numuneler kopma noktasina
kadar 5mm/dak hiziyla ¢ekildi. Test oda sicakliginda gerceklestirildi.

Sekil 15.Deneyler yapilirken kullanilan ¢ekme testi cihaz.
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7.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Spektroskopisi

Molekiiler yap1 tespiti ve kimyasal karakterizasyonunun tespiti i¢in Fourier Doniistimlii
Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR4700 Jasco, Japonya) (Sekil 16) yontemiyle tespit edildi.
Spektrum analizi 450-4000cm™ tarama araliginda ve 4 cm ¢oziiniirliikte gergeklestirildi.

Sekil 16.Deneyler yapilirken kullanilan FTIR test cihaz.

7.5. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Iskelelerin yiizey morfolojilerinin tespiti i¢in taramali elektron mikroskobundan (SEM)
(EvaMA 10, Zeiss, ABD) faydalanildi (Sekil 17). Goriintilleme gerceklestirilmeden once altin
kaplama makinesiyle (Quorium, SC7620, ABD) 120 sn boyunca,altin (Au) kaplama yapildi.
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Sekil 17.Nanofiberlerin morfolojik yapisi incelenirken kullamlan SEM cihaz [58].

7.6.Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Iskelelerin termal gegis noktalarin1 hesaplamak iizere DSC cihazindan (Shimadzu, DSC 60)
faydalanildi (Sekil 18). Numuneler (5mg), 10°C/dk 1sitma hiziyla, 30-600°C araliginda
kosullandirilmis kalorimetre hiicrelerine yerlestirildi. Sonuglar kaydedilip sonuglar grafik

olarak islendi.
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Sekil 18.Nanofiberlerin termal yapisi incelenirken kullamilan DSC cihaz [58].

7.7.Nanofiberlere Hiicre Ekimi ve Karakterizasyon Testleri

MSC’ler biiytime besi yeri (L-Glutaminli MEM Alfa Modifikasyonu, %10 FBS, %l
antibiyotik) biiyiitiildii. Uygun sayida hiicre elde edildiginde tripsin ile kaldirild1. Iskeleler 1
cm capinda kesilip UV altinda sterilize edildikten sonra, besi yerindeki proteinlerin iskelelere
tutunmasini saglamak igin bir gece boyunca biiyiime ortaminda birakild:. Iskele basma 5.000
MSC ekildi. Tiim 6rnekler besi yeri ile inkiibe edildi ve ortam her iki giinde bir yenilendi.
MSC'lerin in vitro proliferasyonu, hiicre ekilmesinden sonraki 1., 3. ve 7. giinlerde MTT Kkiti
kullanilarak kantitatif olarak degerlendirildi. Kontrol grubu i¢in hiicreler dogrudan doku
kiiltiirii plakasina ekildi. Absorbans degerleri bir mikro plaka okuyucu (BioTech, Epoch
ABD) ile 570 nm'de o6l¢iildii ve daha sonra Onceden ¢izilmis bir kalibrasyon egrisi

kullanilarak hiicre sayis1 degerlerine doniistiiriildi[39].

7.7.1.DAPI ile Immiinofloresan Boyama

Hiicre kiiltiiriiniin yedinci gilinlinde, MSC’lerin nanofiberler {izerindeki yerlesimlerini
gozlemlemek amaciyla hiicre cekirdekleri floresan boyayla isaretlenerek gozlem yapildi.
Bunun i¢in, hiicre ekilmis nanofiberler 30 dakika boyunca %4 paraformaldehit iginde
sabitlendi. Hiicreli nanofiberler PBS ile yikandiktan sonra DAPI (Sigma) ile boyandi.
Goriintiiler EVOS™ M5000 goriintiileme cihazi (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, ABD)
kullanilarak analiz edildi [40].
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8. Bulgular ve Tartisma

8.1. Morfoloji ve Yiizey Ozellikleri

Mevcut ¢alismada kullanilan optimize edilmis elektrospinning kosullari, 28 kV uygulanan
voltaj ve 0,4 mL/saat akis hiz1 olarak belirlenmistir. Elektrospinning sonucu elde edilen
liflerin morfolojilerini belirlemek i¢cin SEM kullanildi. Nanofiber numuneleri isimlendirilerek
gruplandirilmistir (Tablo 1). Sekil 19°da goriilen SEM mikrograflari, SEM incelemeleri

sonucunda hesaplanmis olan fiber ¢aplar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1.Nanofiberlerin malzeme oranlarina gore isimlendirilmesi.

Numune Ad1 PLA PHB Ipek Fibroin (SF)
PLA %10 - -

PLA:PHB %10 %0.5 -
PLA:PHB:SF0.5 %10 %0.5 %0.5
PLA:PHB:SF1 %10 %0.5 %1
PLA:PHB:SF1.5 %10 %0.5 %1.5

Nanofiberlerin  morfolojisini  belirlemek i¢cin SEM  kullanilmistir.  Sekil 19°’da
elektrospinlenmis nanofiberlerin morfolojik yapilarin1  gosteren SEM mikrograflar
goriilmektedir. Bunlara gére, homojen bir yapmin gézlenmistir. PLA fiberi igin ortalama lif
cap1 1500,39+299,93 nm olarak olglilmiistiir. PLA:PHB fiberinin SEM goriintiisiinde (Sekil
19b), %1 PHB ilavesiyle lif ¢apinin arttigi gézlenmektedir. PLA:PHB fiber icin ortalama lif
cap1 1639,91+534,57 nm'dir. Ayrica PLA:PHB fiber i¢in heterojen lif dagilimi gbzlenmistir.
PLA:PHB:SF0.5 fiberinde (Sekil 19¢c), %0,5 SF ilavesiyle fiberlerin ¢ap1 tekrar azalmustir;
ayrica, heterojen yapilar elde edilmistir. PLA:PHB:SFO0.5 fiberi i¢in ortalama fiber ¢api
1392,64+490,87 nm olarak ol¢tilmiistiir. Sekil 19d'de gosterilen PLA:PHB:SF1 fiberinde, SF
oranindaki artisla homojen fiber yapilar1 elde edilmistir. Homojen fiber dagilimlar
gozlenmistir. PLA:PHB:SF1 fiberi i¢in ortalama fiber ¢ap1 1482,40+417,53 nm olarak
Olgiilmiistiir. PLA:PHB:SF1.5 fiberinde (Sekil 19.e) fiber caplarindaki artis gézlenmistir ve
homojen yapilar devam etmistir. Ortalama lif ¢ap1 1414.12+497.68 nm olarak 6l¢tilmiistiir.
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Tablo 2.Nanofiberlerin fiber ¢aplari.

Numune Fiber Capi(nm)
a PLA 1500.39+£299.93
b PLA:PHB 1639.91+534.57
C PLA:PHB:SF 0.5 1392.64+490.87
d PLA:PHB:SF 1 1482.40+417.53
e PLA:PHB:SF 1.5 1414.124+497.68

Sonug olarak, SF konsantrasyonu arttik¢a gozenekli lif yapilarinin olustugu gozlemlenmistir.
En homojen morfoloji PLA:PHB:SF1 lifinde gozlenmistir. Bircok calisma, polar bir
polimerin polar olmayan bir polimerden daha yiiksek iletkenlige sahip oldugunu bildirmistir.
SF, hidroksil ve karboksil gruplari gibi birgok polar grup igeren bir biyopolimerdir. %10 PLA
ve %0,5 PHB'nin SF ile karistirildiginda ¢6zeltinin iletkenliginin arttigi ve boylece homojen
liflerin olusumuna yol agtig1 sonucuna varilmistir [21]. SF, hidroksil ve karboksil gruplar1 gibi
birgok polar grup igeren polar bir biyopolimerdir. PLA ve PHB, SF ile Kkaristirilip
elektrospinlendiginde, ¢ozeltinin iletkenligi artmis ve boylece diizgiin lif olusumuna yol agmis

oldugu kanaatine varilmistir [38].
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8.2.FTIR ile Nanofiberlerin Kimyasal Analizi

PHB ve SF ve PLA’nin gozeltileri, nanofibroz iskelelere elektrospinlendi ve iskelelerde PHB,
SF ve PLA’nin varligin1 dogrulamak i¢in FT-IR kullanilarak analiz edilmistir. Sekil 20'de
verilen nanofiberlerin FT-IR spektrumlari PHB, PLA ve SF bilesenlerine atanan tepeleri
gostermektedir. Sekil 20a, PLA nanofiberinin FTIR spektrumlarimi gostermektedir ve ~1700
cm-1'de (karbonilin gerilme titresimi), ~1400 cm-1'de (bir karbon-hidrojen baginin
deformasyon titresimi), ~1300 cm-1'de, ~1260 cm-1'de (karbonilin antisimetrik gerilme
titresimi), ~1100 cm-1'de (karbonilin gerilme titresimi), ~1000 cm-1'de (bir karbon-oksijen
baginin antisimetrik gerilme titresimi), ~800 cm-1'de, ~750 cm-1'de ve ~690 cm-1'de (karbon-
hidrojen bagmin biikiilme titresimi) ana tepeler gbzlenmistir[38]. Sekil 20b'de, PLA:PHB
nanofiberi, PLA spektrumunun aksine, ~1750 cm-1'de (karbonilin gerilme titresimi), ~1300
cm-1'de (bir karbon-oksijen bagmin deformasyon titresimi) baskin tepe noktalar
gozlemlenmistir. Ayrica daha diisiik frekansli bir karbonil tepe noktasi ve farkli ester
titresimleri gozlenmistir. Sekil 20c'de, SF’nin karakteristik kizil6tesi bantlar1 ~1620-1650
cm™' (Amid I, C=0 gerilmesi), ~1515-1580 cm™ (Amid II, N-H bag1) ve ~1200-1300 cm™"'de
(Amid 11, C-N ve N-H bagi) gozlenmistir. Sekil 20d, 20e ve 20f'de, SF’nin PLA ve PHB'ye
ek olarak sirasiyla %0,5, %1 ve %1,5 konsantrasyonlarinda mevcut oldugu durumlarda,
~1700-1750 cm™"de baskin tepeler tespit edilmistir. Bu tepeler, PLA ve PHB'nin karbonil
tepelerine karsilik gelmektedir. Yogunluklari bilesim oranlarina gore degismistir, ~1620-1650
cm™"'de gozlemlenen tepeler, fibroin igerigi arttikga daha belirgin hale gelmesi beklenen SF
Amid I tepesine isaret etmektedir. Ayrica, ~1515-1580 cm™'deki Amid II titresimleri, SF
oranina bagl olarak degismektedir[41].

34



400

a)

VW
- ) ) Y V\/\V\VFW\A/—
" i

c)

T W
e)
100 N
Y &
f)
0 ' | X | ' | L | ! | ! | L | 1 | ' | L |
3200 2000 1600 1200 800 500

Wavenumber [cm-1]

Sekil 20.Nanofiberlerin FTIR diyagram sonuglari. a)PLA:PHB:SF1.5,
b)PLA:PHB:SF1, c) PLA:PHB:SF0.5, d) ipek Fibroin, €) PLA:PHB f)PLA

8.3.DSC ile Nanofiberlerin Termal Analizi

Nanofiberlerin termal 6zellikleri, DSC yontemi kullanilarak elde edilmistir. PLA, ergime
sicakligi 150-170 °C arasinda olan bir polimerdir [42]. Sekil 21a'da goriildigii gibi, PLA'nin
ergime sicakligl 165 °C'de goriilmiistiir. PLA, oran agisindan en baskin 6rnek oldugundan, bu
tepe tiim nanofiberlerde gozlenmistir. PHB, ergime sicakligi (Tm) 160,98 °C ve cams1 gecis
sicakligi (Tg) 8,69 °C olan yari kristalin bir polimerdir [43]. Sonuglarda %0,5 PHB ilavesinin,
PLA'min ergime sicakligim1 hafifce diisiirdiigli goriilmistir (Sekil 21b). Ayrica, cesitli
konsantrasyonlarda SF ilavesiyle, PLA'min ergime sicakliginin neredeyse diistigi

gbzlemlenmistir (Sekil 21 c, d, e).
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Sekil 21.Nanofiberlerin DSC diyagram sonuclari. a- PLA, b- PLA:PHB, c-
PLA:PHB:SF0.5 ,d- PLA:PHB:SF1,e-PLA:PHB:SF1.5

8.4.Nanofiberlerin Mekanik Ozellikleri

Nanofiber iskelelerin mekanik ozellikleri ¢ekme dayanimi testi ile Ol¢lilmiistiir. Tablo 3
cekme dayanimi ve kopma uzamas: dahil olmak {izere mekanik sonuglar1 gostermektedir.
PLA i¢in 6l¢iilen ¢ekme dayanimi 1,320 + 0,119 MPa, PLA:PHB: numuneleri i¢in ise 0,939 +
0,100 MPa olarak bulunmustur. PLA:PHB:SF0.5 numunesinin ¢ekme dayanimi degeri 0,953
+ 0,325 MPa olarak bulunmustur. Bununla birlikte, PLA:PHB:SF1 nanofiberlerinin ¢ekme
dayanimmm 1,933 + 0,241 MPa olacak sekilde arttigi gozlemlenmistir. Daha sonra
PLA:PHB:SF1.5 nanofiber numunesinin ¢ekme dayanimi 0,842 + 0,116 MPa degerine
diismiistiir. PLA nanofiber numunesinin uzama kopma degeri %21,569 + 2,381, PLA:PHB
nanofiber numunesinin uzama kopma degeri %8,694 + 4,993, PLA:PHB:SF0.5 nanofiber
numunesinin uzama kopma degeri 3,494 + 1,825, PLA:PHB:SF1 nanofiber numunesinin
uzama kopma degeri ise 14,702 + 0,841 degerine yiikselmistir. SF'nin PHB ile daha fazla
etkilesimi, PHB/SF kompoziti i¢in uzama kirilmasi degerinde %10,164 + 2,088'lik bir
azalmaya yol agmustir. Bu sonuglar, PLA:PHB:SFlnumunesinin en yiiksek mekanik
mukavemete sahip oldugunu ve doku miihendisligi i¢in ideal bir yapi olusturabilecegini

gostermistir [38].
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Tablo 3. Nanofiberlerin mekanik ozellikleri.

Nanofiberler Cekme Gerilmesi (MPa) Kopma Uzamasi(%)
PLA 1.320+0.119 21.569+2.381
PLA:PHB 0.939+0.100 8.694+4.993
PLA:PHB:SF0.5 0.953+0.325 3.494+1.825
PLA:PHB:SF1 1.933+0.241 14.702+0.841
PLA:PHB:SF1.5 0.842+0.116 10.164+2.088

8.5. Hiicre Canhlik Analizi

Nanofiberler iizerindeki hiicre canlilig1 sonuglar1 1, 3 ve 7 giinliik inkiibasyondan sonra Sekil
22°de gosterilmistir. Hiicre yapismasi 1. giinde tiim nanofiberlerde gozlemlenmistir. Ugiincii
giinde, hiicre biiylimesi PLA hari¢ tiim nanofiberlerde belirgindi. Bu, biyomalzemelerin
bozunma yan irlinlerinden kaynaklanan hafif bir toksisite veya iiretim siirecinden kalan
kalintilarla iliskili olabilecegi goriilmistiir [44]. Sonug olarak, SF ve PHB'nin eklenmesinin
PLA bazli nanofiberlerin biyouyumlulugunu artirdigi gézlemlenmektedir. En yiiksek hiicre
sayist 7. ginde PLA:PHB:SF0.5 nanofiberinde kaydedilirken, en yiiksek hiicre canlilig
PLA:PHB:SF1'de gozlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla PLA ve PLA:PHB:SF1.5
nanofiberlerinde hiicre sayisinda Onemli bir azalma tespit edilmistir; bu, SF
ekstraksiyonundan elde edilen serisin kalintilarinin  potansiyel sitotoksik etkilerine
atfedilebilmektedir [45]. Genel olarak, PLA:PHB:SF nanofiberlerinin biyouyumlu oldugu,
ozellikle PLA:PHB:SF1 bilesiminin hiicre canliligini destekledigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 22. Nanofiberler iizerindeki hiicrelerin canhlik grafigi.
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Nanofiberlerin 7 giinliik inkiibasyondan sonraki immiinofloresan DAPI boyama goriintiileri
Sekil 23’de gosterilmistir. Gorlintiilere gore PLA:PHB nanofiberlerinde hiicre ¢ekirdeklerinin,
yani hiicrelerin, homojen dagilim gosterdigi soylenebilir. PLA:PHB:SF1.5 o6rneginde
hiicrelerin nanofiberin belirli bolgelerinde kiimeler olusturdugu goézlemlenmistir. Bu, MTT
analizi sonucunda go6zlemlenen hiicre sayisindaki diislisii dogrular niteliktedir. Diger
nanofiberlerde (23b,23c) hiicre dagiliminin homojen olmadigi gézlemlenmistir, ancak hiicre
sayisinda azalma goriilmemistir. Hiicrelerin kiiltiir sirasinda yeterince ¢ogalmamis olmasi ve
malzeme iretiminde kullanilan toksik bilesenler, hiicre sayisinin az olmasma sebep
olabilmektedir [46]. Bunun yani sira, fiksasyon siirecinde hiicrelerin zarar gormesi, yanlis
fiksatif kullanimi, asir1 yikama ya da mekanik hasar hiicre sayisinda azalma
gosterebilmektedir. Hiicrelerin ylizeye iyi yapisamamasi, yikama adimlari sirasinda hiicre

kaybina neden olabilmektedir [47].
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Sekil 23. Hiicreli nanofiberlerin 7.giin sonunda floresan mikroskop goriintiileri, a-

PLA:PHB, b-PLA:PHB:SF 0.5, c-PLA:PHB:SF 1, d-PLA:PHB:SF 1.5
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Elektrospinning yontemiyle elde edilen nanofiberlerin hiicreli SEM goriintiileri, Sekil 24’de
gosterilmistir. Nanofiber matrislerin hiicre tutunmasi ve yayilimi iizerindeki etkisinin
nanofiber igerigine bagli olarak degistigi goriilmektedir. Saf PLA numunesinde lifler oldukca
diizgiin ve homojen dagilmis olsa da hiicre yapismasinin sinirlt oldugu, hiicre uzantilarinin
belirgin sekilde gozlenmedigi anlasilmaktadir. PLA:PHB numunesinde ise lif yogunlugu
artmig ve kalinlik farkliliklar1 olusmustur; bu durum hiicrelerin ylizeye daha iyi tutunmasini
saglamig, bazi hiicre uzantilarimin liflere baglandigi goriilmiistiir. SF katkisinin basladigi
PLA:PHB:SF 0.5 numunesinde yiizeyin daha piiriizli bir hal aldigi gdzlemlenmistir. Bu yapi,
hiicrelerin yiizeye daha fazla tutunmasina olanak saglamis ve hiicrelerin yiizeyde daha fazla
yayildigi goriilmistir. Bu yayilma, PLA:PHB:SF 1 numunesinde daha belirgin olarak
gozlenmekte ve hiicreler arasinda baglantilarin da olustugu goriilmektedir. SF oraninin arttig1
PLA:PHB:SF 1.5 numunesinde de hiicreler yilizeye tutunma yayilma gostermislerdir. Genel

olarak, SF oranmin artmasi ile birlikte nanofiber yiizeylerin biyouyumlulugunun belirgin

sekilde arttig1 ve hiicre davranislarinda olumlu yonde etki yarattigi sdylenebilir.
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Sekil 24. Hiicreli nanofiberlerin 7.giin sonunda hiicreli SEM goriintiileri,
a-PLAb-PLA:PHB, c-PLA:PHB:SF 0.5, d-PLA:PHB:SF 1, e-PLA:PHB:SF 1.5

Elektrospinning yontemiyle elde edilen nanofiberlerin SEM goriintiilerinin, SF igeriginin
artisiyla birlikte fiber morfolojisinin daha homojen hale geldigini ve gozenekli yapilarin

olustugunu gostermistir. Ozellikle PLA:PHB:SF1 numunesi, homojen fiber dagilimi ve uygun
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cap araligi ile en ideal morfolojik yapiya sahip numune olarak belirlenmistir. FTIR analizleri,
kullanilan her bir bilesenin karakteristik piklerini dogrulamis ve SF konsantrasyonunun
artistyla amid gruplarina ait tepelerin belirginlestigi goriilmistiir. DSC sonuglari, PHB ve SF
ilavesiyle PLA’nin ergime sicakliginda diisiis oldugunu ortaya koymus, bu durum bilesenler
arasi etkilesimle agiklanmistir. Mekanik testlerde ise, PLA:PHB:SF1 numunesi hem ¢ekme
dayanimi hem de kopma uzamasi agisindan en yiiksek performansi gostererek yapisal
dayaniklilik bakimindan 6ne ¢ikmustir. Hiicre canlilik analizleri, DAPI boyamas: ve hiicreli
SEM goriintiileri, SF ve PHB katkisinin PLA bazli nanofiberlerin biyouyumlulugunu
artirdigmi ve hiicre yapismasi ile proliferasyonunu destekledigini gostermistir. Ozellikle
PLA:PHB:SF1 numunesi, en yiiksek hiicre canliligina ve dengeli hiicre dagilimina sahip
olmas1 ile doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in en umut verici aday olarak 6ne ¢ikmistir. Bu
kapsamda, c¢aligmada optimize edilen PLA:PHB:SF1 kompozisyonu, hem yapisal hem
biyolojik acidan iistiin dzellikler gostermistir ve biyomalzeme tabanli doku miihendisligi

uygulamalari i¢in potansiyel bir aday olarak degerlendirilmektedir.

9.Sonug ve Beklentiler

Bu calismada, elektrospinning yontemi ile iiretilen PLA/PHB/SF bazli nanofiberlerinin doku
miihendisligi i¢in uygunlugunu arastirtlmistir. Bunun igin PLA/PHB/SF iskelelerinin
mekanik, termal, kimyasal, morfolojik ve biyolojik 6zellikleri incelenmistir. Biyouyumluluk
sonuglar1 iskelelerin sitotoksik olmadigin1 ve mezenkimal kok hiicrelerle biyouyumlu
oldugunu kanitlamistir; 6zellikle PLA:PHB:SF1 numunesi, hiicre canlilifi ve yayilmasi
acisindan en olumlu sonuglar1 vermistir. SEM analizleri, homojen lif dagilimima sahip i¢
boyutlu iskele yapilariin elde edildigini gosterirken; cekme testleri ise PLA:PHB:SF1
orneginin mekanik dayaniklihigmin yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Elde edilen bulgular,
tiim formiilasyonlarin doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in uygun potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, bu tiir nanofiber yapilarin yara Ortiisii malzemesi olarak
kullanim: da olduk¢a umut vericidir. SF’nin icerdigi biyolojik olarak aktif gruplar ve
gozenekli yapilarin gaz aligverisine olanak saglamasi, yara bolgesinde hiicre proliferasyonunu
tesvik ederek iyilesme siirecini destekleyebilir. Ozellikle PLA:PHB:SF1 kompozisyonunun
hem biyouyumlu hem de mekanik agidan dengeli yapisi sayesinde, yara Ortiisii olarak uzun

stireli koruma ve doku rejenerasyonuna katki saglayabilecegi degerlendirilmektedir.
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