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HACIMSEL KAS DOKU KAYIPLARININ TEDAVISINE OZGU
3 BOYUTLU KOMBINE DOKU MATRISLERININ GELISTIRILMESI

OZET

Iskelet kaslari, insan viicudunda hareket sisteminin ¢aligmasini saglayan dnemli bir
bilesendir. Bu kaslar canli viicudunun toplam Kkiitlesinin neredeyse yarisini
olusturmaktadir. Bu nedenle iskelet kaslarinda meydana gelen bir hasar, giinlik
yasamda hareket kisitlarma ve yasam kalitesinin diismesine sebep olmaktadir.
Incinme, burkulma veya spor kazalar1 sonucu olusan basit hasarlar; dinlenme, fizik
tedavi ve ilag takviyeleri ile tedavi edilebilmektedir. Daha travmatik boyutta olan ve
atesli silah yaralanmalari, timor cerrahisi veya is kazalar1 neticesinde meydana gelen
biiyiik kas kayiplarinin iyilesme siireci ise zor, yavas ve bazen sonugsuz olmaktadir.
Bu durumda kas dokusunun kendi kendini yenileme yetenegi yetersiz kalir. Bu tip kas
hasarlarmin giderilmesi i¢in hiicre temelli tedavi yontemlerinin yani sira dogal veya
sentetik greftlerin kullanildig: bir¢ok tedavi onerilmistir. Buna karsin, sadece tek bir
fonksiyonel bilesen igeren bu tip tedaviler karmasik doku hasarini onarmak i¢in
yetersizdir.

Bu tez ¢alismasinda, iskelet kaslarindaki yaralanmalar sonucu olusan biiyiik hacimli
kas kayiplarmin hizli ve etkili tedavisi i¢in elektroegirilmis polikaprolakton/polianilin
(PCL/PANI) membranin liyofilize kas tiirevli hiicresizlestirilmis matris ile
birlestirilmesi ile olusturulmus spiral formda 3 boyutlu (3B) matris gelistirilmistir.
PCL/PANI membranin kimyasal yapisini belirlemek amaciyla FTIR-ATR analizi
yapilmistir ve nanofiber membranlarin yiizeyinde her iki bilesenin varligi
dogrulanmustir. Cift katmanli yapinin yiizey morfolojisinin ve ortalama fiber
caplarinin belirlemesinde elektron taramali mikroskop (SEM) yiizey goriintiileri
kullanilmistir. Bu goriintiilerde PCL/PANI karisiminin entegrasyonunun saglandigi
spiral formun basarili bir sekilde olusturuldugu gézlemlenmistir. Fizyolojik sartlarda
gerceklestirilen in vitro degradasyon ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, 90 giiniin
sonunda 3B kombine matristeki agirlik kaybinin PCL/P ANI nanofiber membranlardan
daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Hazirlanan PCL/PANI nanofiber
membranlarin elektriksel iletkenlikleri 3x10°-2,5x10° S/cm arasinda &lciilmiistiir.
Yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar, spiral sekilli kombine matrikslerin hasarh
iskelet kasi dokusunun yenilenmesi i¢in uygun Ozelliklere sahip oldugunu
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Doku miihendisligi, Iskelet kas1, 3 Boyutlu doku matriksi
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DEVELOPMENT OF 3D COMBINED TISSUE MATRIES SPECIFIC TO
THE TREATMENT OF VOLUME MUSCLE TISSUE LOSSES

ABSTRACT

Skeletal muscles are one of the basic elements of the human movement system. These
muscles are the basic elements of the main element of vitality. This is due to a
development that occurs in basic life, changes in life in life. Simple incidents of injury,
sprain or sports accident; Purification is supported by physics and drugs. The more
traumatic and injured deaths, traumatic and injury accidents are difficult, slow and
immortal in reducing muscle wastage greatly large. This muscle teaching has the
ability to be self-sufficient. This tip is a valuable prospective teacher as well as student-
based experience for the muscle awards contenders. In contrast, this type involving
only a single user is insufficient to repair complex textures.

These technologies include FTIR-A drawing of 3 (3D) PCL/membrane in a chemical
TR model of the membrane combined with lyophilized muscle-derived cell-free
matrix of large size polycaprolactone/polyaniline (PCL/PANI) membrane for fast and
efficient production of large muscle wasters and the structure of both components of
the nanofiber membranes was confirmed. It was used to determine the double mean
surface morphology and mean fiber diameters. In this image, it is observed that the
PCL/PANI interview is effectively created for their interview. Results from in vitro
degradation studies from physiological conditions , from approaches that appear to
have a higher weight in the 90-day final 3D bonded matrix than in PCL/PANI
nanofiber membranes. The electrical conductivity of the prepared PCL/PANI
nanofiber membranes was measured between 3x10°-2.5x10° S/cm. The results
obtained from the structured are that the spirally made matrices are made of material
suitable for the new skeletal muscle of each.

Keywords: Tissue engineering, Skeletal muscle, 3D tissue m
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1. GIRIS

Iskelet kaslar1, insan viicudunun toplam kiitlesinin %40-50’sini olusturmakta ve insan
viicudundaki en biiyiik kas dokusunu temsil etmektedir. Iskelet kaslarmm en nemli
ozelligi kas gruplari ile birlikte ¢alisarak canli viicudunun hareketini saglamasidir [1].
Bunun yaninda, bulundugu organ ve kemik yapilarini da korunmakta gorev alir. Bu
kaslar kasilma, gevseme, sisme gibi aktif 6zelliklere sahiptir. Tiimor cerrahisi, atesli
silah yaralanmalari, travmatik yaralanmalar veya yiiz kaslarinda dogustan meydana
gelen kas yoksunluklar1 gibi sebeplerle iskelet kaslarinda kalic1 hasarlar meydana
gelebilir. Iskelet kas dokusu kendini yenileme o&zelligine sahip olsa da doku
hiicrelerinin dogal biyolojik cevresinde hasar meydana gelmisse dokunun kendine
yenileme kapasitesi azalmaktadir [2]. Bunun sonucu uzun vadede ortaya ¢ikan
hacimsel kas yoksunlari, islevsel eksikliklere neden olarak sadece hasarli kas dokuyu
degil komsu kaslar ile alt tabakada bulunan kas-iskelet sistemine de zarar verir [3].
Zarar1 en aza indirmek i¢cin amputasyon secenegi diisliniilebilmektedir. Diger bir
secenek ise kas kaybmin giderilmesi ve onarimin saglanmasi amaciyla kas yamasi
kullanilasidir. Saglikl kas dokusunun otogreft olarak kullanim1 temeline dayanan bu
yontemde, otogreftin alindig1 bolgedeki kas grubunda kayip meydana gelmekte ve
cerrahi igslemler sebebiyle viicut biitiinliigii tehlikeye girebilmektedir [4]. Bu nedenle,

kas doku yenilenmesi i¢in yeni yaklagimlarin arayisina girilmistir.

Hacimsel kas kayiplarmin tedavisi amaciyla doku miihendisligi alaninda ¢esitli
calismalar devam etmektedir. Doku miihendisligi, laboratuvar ortaminda dogal
dokuyu biyomalzemeler, hiicreler, indiiktif ajanlarla taklit edip {i¢ boyutlu doku veya
organ olusturmayr amaglayan disiplinler arasi bir alandir. Doku miihendisligi
yontemleri ciddi hasarin ardindan iskelet kasi1 dokusu ile kas liflerinin yenilenmesi i¢in
umut olmustur. Kas doku rejenerasyonlari i¢in tercih edilen malzemeler sentetik veya
dogal polimerden segilebilmektedir. Tek baslarina kullanimlarinin yan1 sira bir arada
kullanimlar1 da miimkiin ve ¢esitli avantajlara sahiptir. Kas doku miihendisliginde
doku iskelesi olarak poli-L-laktat (PLLA), poli(laktat-ko-glikolat) (PLGA) ve poli(e-
kaprolakton) (PCL) en fazla tercih edilen biyobozunur sentetik polimerlerdir [5].
PCL, FDA onayli olup biyobozunurluk, biyouyumluluk, mekanik ve 1s1l kararlilik gibi
avantajli Ozelliklere sahiptir. Ayrica olusturulan doku iskelelerinin yapisinda

elektriksel iletkenligi saglayacak, kas hiicrelerinin elektriksel iletkenlik sayesinde



doku olusturma yeteneklerini hizlandiracak polimerler de kullanilir [6]. Bunlarin en
bilinenleri polipirol (PPy), politiyofen (PT), polianilin (PANI) ve poli(3,4-
etilendioksityifen) (PEDOT)’dur [7]. Iskelet kas doku miihendisligi agisindan
olusturulan matriksin elektriksel 6zellikler tagimasi hiicre farklilasmasi ve rejenere kas
dokunun hizli olusumu agisindan 6nemlidir. Doku miihendisliginde hiicre temelli
yaklagimlarda polimerik matriksin destek Ozelliginin yani1 swra implante edildigi
bolgeye entegre olabilmesi ve komsu dokulardaki hiicrelerin hasarli bolgeye goc
etmesini saglayarak doku olusumunu hizlandirmasi da gereklidir. Deseliilerize matris
olarak (DCM) adlandirilan tasiyic1 yapilarda biyoaktif karakterler olup yapilarinda
bulunan protein ve stokinler yardimiyla hiicre farklilasmasini desteklemektedirler.
Uzun ve fazla sayida miyotiip olusturabildikleri i¢in hasarli bdlgenin iyilesmesinde

aktif rol almaktadir.

1.1.Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinda, hacimsel kas doku yoksunluklarmin tedavisi amaciyla 3 boyutlu
biyoaktif kombine doku matrikslerinin gelistirilmesi amaclanmistir. Elektroegirme
yonteminden yararlanilarak biyobozunur PCL ve iletken o6zellikteki PANI
polimerlerinden nanofiber membran eldesi ile bu membranlarin kas hiicreleri i¢in
dogal mikro-cevre olusturan DCM ile birlestirilmesi sonucu elde edilen spiral

formdaki nihai iskelenin, doku miihendisliginde kazandirilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kas Sistemi

Kas, tizerinde bulundugu organ ve kemik yapilarm korunmasi ve hareketinden
sorumlu ve kasilma, gevseme, sisme gibi Ozelliklere sahip aktif organlara
denilmektedir. Canli viicudu izerinde hareket sisteminin basaril1 bir sekilde igslemesini
saglayan yap1, kas ve kas gruplarindan olusmaktadir [8]. Bu kaslar fonksiyonel giftler
halinde hareket edebilirler yani birka¢ kas grubu yapilan harekete de bagli olarak ayni
yonde birlikte hareket edebilmektedir. Boylece iki veya daha fazla kasin ayni1 anda
kasilmasi saglanmis olur [9]. Durusun ve seklin korunmasi sirasinda tek kastan gok
kas gruplar1 aktif olarak gorev alirlar ve bu kas gruplar1 sarsilmalar1 ve darbeleri belirli

bir noktaya kadar soniimleyebilme 6zelligine sahiptirler.

Tiim kas yapilarinin ortak islevleri uyarilabilirlik, iletebilme, kasilma, elastiklik ve
viskozitedir. Sekilleri ise bulunduklar1 konum ve goreve gore degiskenlik
gostermektedir. Buna karsm renkleri, canli viicudu i¢in kan akisi ile iligkili olarak
kirmiz1 ve kahverengi olarak genellenebilmektedir. Kalp, dolasim, solunum, sindirim
sistemleri, g6z ve genital bolgelerde de bulunarak o©nemli fonksiyonlari
gerceklestirmektedirler. Kaslar yap1 olarak 3 sekilde birbirinden ayrilmaktadir. Bunlar
diiz kaslar, iskelet kaslar1 (¢izgili kas) ve kalp kasidir.

Kalp kasi, iskelet kaslar1 ve diiz kaslar bulunduklar1 konum ve islev bakimindan
farklilik gostermektedir. Diiz kaslar genellikle mide, bagirsak gibi organlarin
yapisinda bulunurken iskelet kaslar1 bas, boyun ve govde gibi kisimlarda
bulunmaktadir. Kalp kas1 ¢izgili bir kas olmasina karsin kendi uyarisin1 olusturmasi

ve istemsiz ¢alismasi nedeniyle ayr1 bir grup olarak degerlendirilir [10].

&

iskelet Kasi Kalp Kasi Daz Kas

Sekil 2.1. Kas gesitlerinin gosterimi [11]



Cizelge 2.1. Kas ¢esitlerinin karsilastirmali 6zellikleri [10]

Kas Tipi  Cesidi = Cekirdek Cahsma Kasilmanin Kasilma
Sayis1 Bicimi gerceklestigi hiza
sistem
Iskelet Cizgili = Cok Istemli Somatik sinir Yavastan
Kasi cekirdekli = calisma sistemi hizliya
dogru
Kalp Cizgili | Tek Istemsiz Otonom sinir Yavas
Kasi cekirdekli = ¢alisma sistemi ve
hormon
Diiz Kas Cizgisiz Tek Istemsiz Otonom sinir Cok yavas
cekirdekli = galisma sistemi ve
hormon

2.2. Iskelet Kaslar

Iskelet kaslar1 canli viicudunun yaklasik olarak %40’1n1 kapsayan, iskelet sistemine
bagli somatik motor noronlarin uyarilmasi ile kasilan farkli kas liflerinden olusan
yapidir [12]. Iskelet kaslarmm igerisinde bulundugu sistem; bag doku, kas hiicreleri,
sinir lifleri ve kan damarlarindan meydana gelmektedir [13]. Iskelet kas lifleri
digerlerinden farkli olarak ¢ok cekirdeklidir, yap1 olarak bol sinirli ve damarhdir,
demetler halinde bulunup bir kilifla sarilmis sekildedir. Bu kaslarin temel gorevi
hareketin saglanmasi ve kontrol edilmesidir. Kasilmasi ile birlikte kosma, ylizme,
konusma ya da nefes alip verme gibi aktiviteler gerceklesir. Ayn1 zamanda, kasilma
esnasinda kemikler birbirine yakimlastigi ya da uzaklastigindan viicut hareketi
saglanmig olur. Kasilma sonunda kaslar eski haline doner. Biitiin bu siire¢ beyin ve

omurilikte yer alan sinirlerden alinan uyarilar sayesinde ger¢eklesmektedir.

Cizgili kaslar (iskelet kaslar1), endomisyum ad1 verilen ¢ok sayida kas lifinden olusan
ve her bir kas lifini saran gevsek bir bag dokusuna sahiptir. Grup halindeki kas lifleri
fasikiil denilen yap1 olusturur. Fasikiilleri saran bag dokusuna ise perimisyum adi
verilmektedir [12, 14]. Bu miikemmel yapidaki igsel mekanizma sayesinde iskelet
kaslar1 viicudu dis etkilerken korurken, bir yaralanma karsinda gii¢lii bir yenilenme
kapasitesine sahiptir. Eger siddetli bir travmaya maruz kalmadiysa ve kas dokunun
dogal c¢evresinde tamamen bir bozulma yoksa iskelet kas doku kendisini

yenileyebilmektedir [15].



Sekil 2.2. Dogal Iskelet Kas Dokusu [16]
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Sekil 2.3. Iskelet Kas Sisteminin Anatomik Yapis1 [17]

Iskelet kaslar1 mikroskop altinda incelendiginde kas lifi boyunca agik ve koyu
cizgilenmis bantlar dikkat cekmektedir. A¢ik bantlar I (izotrop), koyular ise A band1
(anizotrop) olarak isimlendirilirler. I bantlarmin agik renkli olma sebebi ince
filamentleri barindirmasidir, 15181 bir defa kirarlar bu bolgede sadece aktin filamenti
bulunur. A bandinin koyu renkli ¢izgilenmelere sahip olmasmin sebebi ise hem kalin
hem ince filamentleri igermesidir. Isig1 iki defa kirar ve bu bolgede aktin ve miyozin
filamentleri birlikte bulunur [18]. A bandinin agik renkli kismi ise H bandi olarak
isimlendirilir ve 15181 nispeten daha fazla kiran kisimdir. H bandini tam ortadan kesen
cizgilenme M cizgisini olusturur. M ¢izgisi proteinlerden olugsmus olup, sarkomerin
yapisin1 belirlemekle gorevlidir. Ayrica I bandmin ortasinda Z ¢izgisi bulunur ve

sarkolemmaya yapisarak tiim yapinin stabilitesini saglar [12, 19].



Eksantrik
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Sekil 2.4. Kasilma gesitlerinin gosterimi [12, 18]

2.2.1. iskelet kaslarinda hacimsel kayiplar

Iskelet kaslar1 kendini yenileyebilme 6zelligine sahip kas gruplarindan olussa da
rejenerasyonda simirlar vardir. Bu smirlardan birini hacimsel kayiplar (Volumetrik
Muscle Loss, VML) olusturmaktadir. VML, kiside dogustan meydana gelebildigi gibi
(6rnegin; yarik dudakli dogum vb.) sonradan da meydana gelmis olabilir (6rnegin;
savag yaralanmalari, timor cerrahisi, is kazalar1 vb.). Bu smirlamalar1 ortadan
kaldirmak, canli yasam kalitesini arttrmak veya tamamen estetik kaygilarin oniine

gecilebilmesi i¢in klinik caligmalar devam etmektedir.

Iskelet kas doku yenilenmesi icin literatiirde gegen klinik caligmalarda kas grefti ve
kas flebi transferi gibi yontemler mevcuttur. Ancak bu yontemler dondr kisitliligs,
verici bolgede olusan hasar vb. dezavantajlar sebebi ile doku yenilenmesinde sorun
olusturabilmektedir. Bu durum, kas doku rejenerasyolar1 i¢in yeni arayislarin
baglamasina neden olmustur [20]. Giiniimiizde, iskelet kas doku rejenerasyonlari i¢in
biyomalzemeler, hiicresizlestirilmis dokular, nanolifler, iletken matrisler kullanimi1 ve
bunlarin hiicreler ile etkilesimleri fiziksel, kimyasal ve mekanik davranislari
incelenmesi konusunda bir¢cok calisma mevcuttur [21]. Literatiirde VML ile ilgili

yapilan bir ¢aligmada hacimsel kas kayiplar1 ve tedavi secenekleri incelenmistir



(Cizelge 2.2). Calismada VML, diz alt1 ve iizerinde kismi bolge kaybi ve hasarli
bolgede toplam kayip olarak iki kategoriye ayrilmistir [22].

Cizelge 2.2. Hacimsel kas kaybi tipleri ve tedavi segenekleri [22]
Kayp tipi Tedavi Secenegi
Diz altinda kismi kayip Destek, Rejeneratif Tip
Diz iistiinde kismi kayip ~ Kuvvetli Destek, Rejeneratif
Diz altinda toplam kayip Destek
Diz iistii toplam kayip' Kuvvetli Destek

i Gelecekteki olasi tedavi secenegi
ii Bu calisma i¢in daha 6nce tanimlanmis vaka yok

2.3. Iskelet Kas Dokusu Uretimi

Cizgili kas doku 6zdeslerini tiretmek i¢in doku miihendisliginin temel bilesenleri olan
hiicre, doku iskelesi ve biyomolekiillere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu baglamda hiicre
tipi olarak, olusan hasarlarda kas hiicrelerine doniiserek dokuyu tamir edebilme
ozelligine sahip, laboratuvar ortaminda ¢ok miktarda ¢ogaltilabilen ve kas hiicrelerine
donlisme potansiyeli yliksek olan kas Onciil hiicreleri (miyoblastlar) kas doku
miihendisliginde siklikla kullanilmaktadir. In vitro ortamda hazirlanan doku
iskelelerinin performansini etkileyen c¢esitli parametreler mevcuttur. Kullanilan
malzemenin kimyasal yapisi, fiziksel, mekanik ve termal Gzellikleri ve daha da
Oonemlisi yiizey kimyas1 doku iskelesi icin malzeme se¢iminde dikkat edilmesi gereken

unsurlarm basinda gelir [23].

Kas doku iskeleleri igin bir diger 6nemli 6zellik ise biyobozunurluktur. Doku iskelesi,
yeni doku olusum hizi ile ters orantili olacak sekilde bir bozunma hizi géstermelidir.
Malzemenin kendisinin yan1 sira bozunma {iriinlerinin de toksik 6zellik gdstermemesi
gereklidir. Biyouyumlu malzemeler olarak metal, seramik, polimerler ya da bunlarin
bir veya birkag¢inin birlesiminden olusturulan kompozitler tercih edilebilir. Ancak
biyobozunurluk 6zellikleri incelendiginde metal ve seramik malzemelerin kullanimi
daha kisithdir. Iskelet kas doku iskelesi igin islenme kolayligi, biyobozunurluk ve
biyouyumluluk agisindan biyobozunur polimerler tercih edilmektedir [23, 24].
Kullanilan polimerler in vivo ortam sartlarina gore ve uygulama yapilacak bolgeye

gore degisiklik gosterebilmektedir.



Hiicre dis1 matriks (ECM)’in hiicresizlestirilmesi ile elde edilen hiicresizlestirilmis
matriksler (DCM), tek basmna veya diger malzemeler ile kompozit seklinde doku
iskelesi tiretiminde kullanilmaktadir. ECM’in temel gorevi hiicrelere fiziksel destek
saglamaktir, kan hiicreleri istisna olmak {izere neredeyse tiim hiicreler ECM’ e ihtiyag
duyarak biliylime gergeklestirirler. ECM varligi ile birlikte hiicre morfolojisi,
farklilagmasi, gogii gibi fonksiyonlar ger¢eklesebilmektedir [25]. DCM, memelilerin
mesene, ince bagirsak, kan damarlar, kemik ya da dermis vb. kisimlarin

hiicresizlestirilmesi ile elde edilebilmektedir [26].

2.4. Kas Doku Iskelesi Uretim Yontemleri

Cesitli sebeplere bagl olarak meydana gelen kas doku yaralanmalar1 yilda yaklasik
4,5 milyon rekonstriikktif ameliyatla sonu¢lanmaktadir [14]. Bu durum, kas doku
rejenerasyonu ile ilgili birgok calisma yapilmasinin baslica sebebidir. Kas doku
iskelesi iiretim yontemleri, doku iskelesinde tercih edilecek ozelliklere gore
belirlenmektedir. Ileri rejenerasyon ydntemlerinden biri olan doku miihendisligi
yaklagiminda, kullanilacak doku iskelesinin iiretimi i¢in istenen gozenek boyutu,
kullanilacak malzemenin 6zellikleri ile ylizey 6zellikleri, 3B yapmin nihai 6zellikleri
belirlendikten sonra uygun iiretim teknigi segilmelidir. Ornegin; 3B biyobasim teknigi
ile elektroegirme yonteminde numune hazirlama kolayligi, mikro gozenekli yap1
olusturabilme, genis malzeme se¢imi gibi avantajlar mevcuttur [27]. Enjekte edilebilir
hidrojeller ile kas doku iskeleleri olusturuldugunda ise daha kisa siireli sonuglar
almabilmektedir. Cesitli avantaj ve dezavantajlar kas doku iskelesi iiretim teknigi

secilirken g6z dniinde bulundurulmaktadir.

2.4.1. Elektroegirme Y ontemi

Elektroegirme yontemi, elektrik alan etkisi ile mikro ya da nano diizeyde ve uygulama
alanina gore yonlenmis ya da yonlenmemis fiberlerin elde edildigi bir lif ¢ekim
yontemidir. Elektroegirme diizeneginin kurulabilmesi i¢in bir gii¢ kaynagi, polimer
¢Ozeltisi, enjektor, enjektdr ucu ve toplayiciya ihtiyag vardir (Sekil 2.5) [28]. Uygun
kosullar altinda, polimer ¢ozeltisi igne icinden itilirken, elektrostatik kuvvetler
ignedeki ylizey gerilimini yenerek Taylor konisi ad1 verilen ve ucundan ince bir jetin

cikt1g1 konik (veya neredeyse konik) bir yap1 olusur. Ugtaki jet zemine veya negatif



yiikli toplayiciya dogru hareket ettikge, ¢Oziiciiniin buharlagmasina ve polimer

liflerinin ayr1 katmanlarda toplanmasina izin veren bir hareket meydana gelir [29].

Sekil 2.5. Elektroegirme diizeneginin sematik gosterimi: A) yatay, B) dikey

elektroegirme diizenegi

Elektroegirme yontemini etkileyen parametreler ¢ozelti kaynakli, islem kaynaklh ve
ortam kaynakli parametreler olarak smiflandirilir (Cizelge 2.3). Parametrelerdeki

degisim ile lif olusumu ve/veya lif morfolojisinde degisimler meydana gelir.

Cizelge 2.3. Elektroegirmeyi etkileyen proses parametreleri [30]

Cozelti Islem Ortam

. Viskozite « Voltaj « Nem

« Molekiil agirhigi « Akis hiz « Sicaklik
« Konsantrasyon « Toplayici plaka

« Yiizey gerilimi « Igne ucu-toplayici

« Cozelti iletkenligi mesafesi

e Akis hizi: Akis hiziin arttirilmasi sonucu boncuk olusumu ve fiber ¢aplarinda
kalmlasma meydana gelebilir. Gerekli olan akis hizindan diisiik hiz
kullanilmas1 sonucu polimer jet olusumunda kesintiler ortaya ¢ikar ve fiber

olusumunda siireklilik yitirilmis olur [29] .

e Voltaj: Voltaj ile fiber olusumu arasinda 6nemli bir baglant1 vardir ve direkt
olarak fiber morfolojisini etkilemektedir [31, 32]. Uygulan voltaj ile birlikte
baslangigta yani diisiik voltajlarda ¢ozelti damlacik halinde kendisini gosterir.
Voltajin arttirilmasi ile birlikte olusan Taylor konisi gittik¢e kiigiilerek konik
seklini kaybeder boylece fiber olusumu saglanmis olur (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Taylor konisi olusumu ve agamalari

Toplayic1 Plaka: Plaka se¢imi istenilen nihai 6zelliklere gore belirlenmektedir.
Plaka c¢esitleri; doner silindir, diiz plaka, halka, paralel cubuklar vb.
seklindedir. Secilen plakaya gore fiberlerin yonlenme durumlarinda degisiklik
gozlenir. Ornegin; diiz plaka kullanimmda yénlenmemis fiberler elde
edilirken, doner silindir ile yonlenmis fiberler elde etmek miimkiindiir. Ayn1
zamanda toplayici plakanin hangi malzemeden yapildig1 da 6nemlidir. Piring,
bakir, aliiminyum toplayicilar ile yapilan ¢alismalar sonucunda kullanilan
toplayict malzemesinin lif c¢api, lif dizilimleri, lifler arasi bosluk gibi lif

morfolojisi tizerine etkisi oldugu goriilmistiir [33].

Igne ucu ve toplayici aras1 mesafe: Istenilen fiber morfolojisine ulasmak i¢in
en uygun mesafe belirlenmelidir. Optimum mesafeden daha kisa mesafelerde
fiberler toplayiciya ulagirken kurumak i¢in yeterli zamani1 bulamadiklarindan
boncuklu bir yap1 gézlenir. Tam tersi olarak mesafe olmas1 gerekenden fazla

oldugunda ise, daha ince fiberler elde edilir.

Bagil nem: Ortam kosullar1 smiflandirmasina giren bagil nemde artis olmasi
durumunda fiberlerin yiizeyinde gbzenekler olusmasi ve fiber ¢aplarinda artig
s06z konusu olabilir. Nem artis1 ile birlikte fiber lizerindeki gerilmede azalma

olur ve bdylece yapida bulunan gerilme azalir fiber ¢apinda degisim yasanir.

Sicaklik: Elektroegirme yonteminde kullanilan polimer ¢ozeltisi ile baglantili
bir parametredir. Sicakliktan etkilenen polimer ¢ozeltileri, enzimler ya da
proteinlerin varliginda c¢ozeltide bozunmalar olacagindan fiber olusumu
gbzlenmeyebilir. Bu nedenle ortam kosullari iiretim esnasinda siirekli kontrol

edilmelidir.
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Polimerin molekiil agirligi: Kullanilan polimerin molekiil agirligmin yiliksek
olmas1 ¢ozelti viskozitesini etkiler. Molekiil agirlig1 arttikca polimer zincir
etkilesimin artar ve polimer zincirinde dolagikliklar meydana gelir. Bu da
zincir hareketini sinirladigindan ¢ozelti viskozitesinde artis gozlenir. Olmasi
gereken molekiil agirliginin ¢ok altindaki degerlerde ise fiber gozlenmeyebilir
[30]. Bu nedenle polimerin molekiil agirlig: elektroegirme yonteminde dnemli

rol oynamaktadir.

Cozelti konsantrasyonu: Optimumdan daha yiiksek cozelti
konsantrasyonlarinda, sivi polimer ¢dzeltisinin enjektor igerisinden ¢ikmasi
zorlasir ve toplayicida fiber olusumu gézlenmez. Bunun sebebi artan ¢ozelti
konsantrasyonu ile viskozitede yasanan degisimdir. Diisiik konsantrasyonlarda
ise ¢Oziicliniin ugmasi i¢in yeterli siire olmayacagindan fiberler iizerinde
boncuksu yapilar gozlenir [30]. Sonug olarak, ¢6zelti konsantrasyonu ile fiber

olusumu ve olusan fiberlerin ¢aplarinda degisimler meydana gelir [34].

Yiizey gerilimi: Yiizey gerilimi ile birlikte yiizey alan1 da diistiigiinden boncuk
olusumu gozlenebilir. Bu sorunun 6niine yiizey gerilimini diisiiren yiizey aktif

madde kullanilarak gegilebilmektedir [35].

Cozelti iletkenligi: Elde edilen liflerin caplarinda biliyiime ya da kiiciilme

olmasina sebep olmaktadir. Cozelti iletkenligi fazla
Yiiksek verim elde edilebilmesi

olan polimer c¢ozeltilerinde liflerde incelme meydana gelmektedir [29].
[letkenligi olmas1 gerekenden az olan ¢ozeltilerde ise boncuk olusumu sdz

konusudur.

2.4.1.1. Elektroegirme yontemi avantajlari

v

v

Sistem parametrelerinin deneme yanilma yontemi ile optimize edilebilmesi
Fiber yonlenmesinin kontroliiniin saglanabilmesi

Birden fazla malzeme ile birlikte calisma imkani

Biyomalzemeler agisindan genis calisma alani

Gozenekli yapmin elde edilebilmesi
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2.4.2. 3B biyobasim teknigi

Ug boyutlu biyobasim teknigi, biyomalzemelerin canli hiicreler varliginda katmanlar
halinde istiflenmesi ile doku analoglari iireten eklemeli bir tiretim teknolojisidir [27].
Bu teknikte seramik, dogal ya da sentetik polimerler malzeme olarak
kullanilabilmektedir. Doku miihendisliginde hiicrelerin canliligini korumasi, oksijen
ve besin aligverisi yapmasi i¢in gézenekli yapilara ihtiya¢ vardir [36]. Bu nedenle 3B
biyobasim teknolojisi, doku iskeleleri ve organlarda kullanilmak {izere 3B yap1
tiretmek i¢in en uygun yontemlerden biridir. 3B biyobasim teknigi ile gdozenek hacmi,
gdzenek boyutu dagilimi ve yap1 iskelelerinin gdzenekler arasi baglantilarini kontrol
edilebilmektedir. Doku miihendisliginde siklikla tercih edilen {i¢ boyutlu biyobasim
tekniginde doku iskeleleri igin kullanilacak malzemenin yani sira yapilacak olan
tasarim da dnemlidir. Tasarim, doku iskelesinde istenen 6zelliklere gore sekillenir ve

buna gore 3B biyobasim tekniklerinden hangi yontemin kullanilacagina karar verilir.

Tasanimin STL dosyasina

Belirlenmesi ‘::> Tasarim (CAD & CT) |::> gevirme

Y

Uygulamaya ; Tasanmi 3B
Gye?;me Yy <:| Prosesin Baglamasi <‘,:| yaziciya aktarma

Sekil 2.7. 3B biyobasim tekniginin asamalar1 [37]

2.4.2.1. 3B biyobasim cesitleri

Doku miihendisligi ¢aligmalarinda avantajlarindan dolay1 tercih edilen bu basim
tekniginin yaygin olarak kullanilan 5 temel yontemi vardir. Bunlar; stereolitografi
aparat1 (SLA, stereolithography apparatus), dijital 1sik prosesi (DLP, Digital Light
Processing), segici lazer sinterleme (SLS, Selective Laser Sintering), erimis filament
iretim (FFF, Fused Filament Fabrication) ve miirekkep piskiirtmeli yazici (inkjet)“dir.
Bu yontemler kullanilan malzeme ve baskidaki farkliliklar olarak birbirinden

ayrilmaktadir [36].
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SLA,; Bu baski teknigi vat fotopolimerizasyon (figi/tekne fotopolimerizasyonu)
ile 3 boyutlu yapilar1 katmanlar seklinde olusturmaya dayalidir. Bu yontemin
en dnemli 6zelligi iiretim esnasinda UV 15181 kullanilmasidir. Calisma prensibi
bakimindan tipik bir miirekkep pliskiirtmeli yaziciya benzer. Besleme iinitesine
beslenen malzeme bir noziil vasitasi ile katmanl iiretime baslar ve ardindan

UV 15181 ile kiirleme islemi gergeklestirilir [36].

DLP; SLA teknigi ile benzer olarak vat fotopolimerizasyon kullanilir. DLP

yonteminden farki ise ark lambasi1 ya da siv1 kristal panel kullanmasidir.

SLS; 3B yapinin olusmasi i¢in lazer kaynaginin kullanildigi bir yontemdir. Toz
sinterleme ile doku iskelesini olusturma mantiga dayanir. Biyomalzemelerle
genis bir kullanim alan1 sagladigindan doku miihendisliginde bu yontem ile
yapilmis ¢alismalar mevcuttur [38]. Metal, seramik, polimer gibi malzemelerle

islem gerceklestirilebilmektedir.

FFF; Bu yontemde termoplastik malzemeler kullanilabilmektedir ve
malzemenin sicaklik ile eritilip noziil vasitasi ile katmanl olarak igslenmesi
prensibine dayanmaktadir. Basilan doku iskelesinin X, y, z koordinatlar1 ve
diger Ozellikleri yazict ile koordineli bir bilgisayar vasitasi ile kontrol
edilebilir. Yontemde sadece termoplastik malzemelerin kullanilabilmesi bir
dezavantaj olustursa da ¢oziicii icermemesi doku iskelesi iiretimde avantaj

olarak degerlendirilir [36].

Inkjet 3B basim; Bu yontemde 3B modelleme vasitasiyla prototipleme ve
katmanli imalat gerceklesmektedir. Inkjet yazicida biyo-miirekkep
kullanilmaktadir. Bu sebeple doku miihendisliginde en yaygm tercih edilen
basim-yazic1 tiiriidiir. Ote yandan biyo-miirekkep se¢imi bu ydntem igin gok
onemlidir. Secilen biyo-miirekkep biyouyumlu, mekanik olarak uygun
ozellikte, doku biiylimesinin hiziyla eslesebilecek bir bozunma hizina sahip bir
yapida olmalidir. Bu yontemin hastalara 6zel tiretim saglayabilmesi avantajina
karsin mekanik ozelliklerde zayifliklar sergilemesi dezavantajlar1 arasindadir

[36, 39].
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Yukarida s6z edilen yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 2.4’te tablo halinde

sunulmustur.

Cizelge 2.4. 3B biyobasim yontemlerinin malzeme se¢imi, avantaj ve dezavantajlar

Metot Avantaj Dezavantaj Kullamlabilen Malzeme

SLA,DLP  Kolay iiretim teknigi = Pahali ekipman PEG, PCL, PEGDA

FFF Iyi mekanik Sinirli malzeme PCL, PLGA
ozellikler se¢imi

SLS Genis biyomalzeme  Yiizey sertligi PCL/HA PCL,Titanyum
se¢imi

Inkjet Hiicre ve hidrojel Diisiik mekanik Kollojen/PDL,Fibrin,
baskilama ozellikler Jelatin

2.4.2.2. 3B biyobasim teknigi avantajlar

v Doku miihendisligi i¢in genis biyomalzeme se¢imi
Gozenekli yapinin ve kontroliiniin bu teknik ile saglanabilmesi
Elde edilen baski yapisinin yumusak olmasi

Tasarimin 6zellestirilebilmesi

AN N N

Klinik olarak kullanilabilirlik

2.4.3. Kas hasarlarinin onariminda enjekte edilebilir sistemler

Iskelet kas doku yenilenmesi i¢in ¢alisilan stratejilerden biri de enjekte edilebilir
sistemlerdir.  Bu  sistemlerin  ¢ogu  fizyolojik  sicakliklarda  jellesen,
hiicrelerin/biyomalzemelerin bir siringa yoluyla hasarli bolge ¢evresinde birikmesine
izin veren, 1stya duyarli bir hidrojel sistemlerine dayanir [40]. Hasarli ya da biiyiik
hacimde kayba ugramis kas dokusunun yenilenmesi igin gelistirilen 6rnek bir
calismada miyoblastlar1 belirlenen bolgeye transfer edilmesi amaglanmistir. Yeni kas
dokusunun olusumunu hizlandiracak bu yontemde, fibrinojen ve trombin igeren iki
yonli bir siringa (Duploject) kullanilarak enjeksiyon gerceklesmistir. Enjeksiyon
sonrasi olugan fibrin jeller bir iskele gorevi gorerek kas hiicrelerinin biiyiimesi i¢in
gerekli ortami olusturmus ve kas hiicrelerinin yardimiyla hasarli bolgede iyilesme

gozlemlenmistir [41].
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2.4.3.1. Enjekte edilebilir kas onarim sisteminin avantajlarn:
v Minimal zararli doku olusumu (implantasyon sonrasi patolojik reaksiyonlar)
v Islemin nispeten hizli olmasi (hasarli bdlgenin dolma siiresi)

v’ Hasta iyilesme siiresinin kisa olmasi

2.5 Kas Doku Miihendisliginde Kullanilan Malzemeler

Kas doku yenilenmesini saglamak amaciyla doku kaybinin bulundugu bélgeye en iyi
sekilde iyilesme saglayacak malzemeler secilir, bunun i¢in kas doku yenilenmelerinde
farkli malzemelerden yararlanilir [42]. Polimerler diger malzemelere gore biyolojik
olarak bozunabilme, mekanik 6zellikler, istenilen gozeneklilikte tiretilme kolayligi
gibi 6nemli avantajlar sergilediginden doku miithendisliginde diger malzemelere gore
daha ¢ok tercih edilmektedir [43]. 3B iskele yapisini olusturmak i¢in polimerler belirli
kriterlere gore se¢ilmektedir. Biyobozunur ve biyouyumlu olmak, hiicreler i¢in uygun
ortami saglanabilme, mekanik olarak beklentiyi karsilayabilme, islenme kolayligi
hatta malzemenin ucuz ya da pahali olmas1 gibi 6zelliklere gore polimerik malzeme
secimi yapilir. Iskelet kas doku yenilenmesi i¢in kullanilan malzemelerin

smiflandirilmasi Cizelge 2.5°deki gibidir.

Cizelge 2.5. Iskelet kas doku yenilenmesinde kullanilan malzemelerin
gruplandirilmasi [42, 44]

Dogal Malzemeler ECM kaynakli, Polisakkaritler, Proteinler, Poliesterler,

Diger polimerler
Kompozit Malzemeler PCL/Kollajen, PLGA/HA, PVP/PLA, PLGA/Jelatin

Sentetik Malzemeler Poliamidler, Poliesterler, Polivinilalkol, Polianhidritler
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2.5.1. Dogal malzemeler

ECM, dokular ve organlar i¢in yapisal destek, sekil ve gii¢ saglayan ve baslica
bilesenleri kolajen ve glukozamino glikanlar olan bir yapidir. Yapisal ve mekanik
ozelliklerinin yan1 sira, hiicre davranisini etkileyen sinyaller ve molekiiller i¢in bir
bilgi yolu oldugu artik yaygin olarak kabul edilmektedir [45], [46]. Iskelet kasi
rekonstriiksiyonunu/rejenerasyonunu desteklemek icin ¢esitli tiirlerden, ¢esitli doku ve
organlardan izole edilen ECM’ler iki boyutlu levhalar, basit boru seklinde i¢i dolu/bos
yapilar, iic boyutlu organ formunda veya hidrojel olarak genisletilmis klinik

uygulamalar i¢in Onerilmistir.

ECM temelli doku iskeleleri tipik olarak memeli doku ve organlarmin
hiicresizlestirilmesiyle elde edilir. Ince bagirsak, dermis, idrar kesesi, perikard ve kalp
kapaklarimin ECM'si, yumusak doku onarm i¢in FDA onaylh doku iskelesi
ornekleridir [47]. ECM’in ¢esitli yontemler ile hiicresizlestirilmesi ile elde edilen
DCM ise kolajen molekiilleri (digerlerinin yani sira tip I, III, IV, V, VI, VII), laminin,
fibronektin ve heparin, heparan siilfat, kondroitin siilfat ve hyaluronik asit dahil
glikozaminoglikanlar (GAG'ler) ve c¢esitli biiylime faktorleri (6rnegin, vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF), temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF),
doniistiirticti biiytime faktorii B (TGFp) igeren bir yapidir [48],[49]. ECM disinda
kullanilan dogal malzemeler; elde edilen kaynaga gore bitki, hayvan ve
mikroorganizma kaynakli veya yapilarma gore polisakkaritler ve proteinler olarak
smiflandirilirlar  [50]. Bunlar memelilerin ECM’den saflastirilan  kolajenler,
fibronektin, fibrin, laminin, hyaluronik asit ve kondroitin siilfat olabilecegi gibi
kabuklulardan elde edilen kitin ve kitosan, ipekbocegi kozalarindan elde edilen
fibroin, algler ve deniz yosunlarindan elde edilen aljinat ve agaroz olabilir. Dogal
malzemelerin avantaji dogal dokuda ya da ¢ok benzeri yapida olmalaridir. Bu nedenle
hiicre biliylime ve farklilagmasini sentetik malzemelere gore ¢ok daha fazla destekleme
yetenegine sahiptirler. Ancak, elde edildigi kaynaklardan (sigir, domuz, vb.) insana
hastalik gecme riski s6z konusudur. Ayrica, sterilizasyonlarindaki zorluklar, mekanik
dayanimlarmin diisiik olmasi ve yiiksek sicakliklarda yapisal bozunmalar olabilmesi
gibi dezavantajlar1 mevcuttur. Olusturulacak doku iskelesinde avantajlarindan dolay1

dogal polimer tercih edilirse ve mekanik 6zelligindeki dezavantajin oniine gegilmek
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istenirse bu durumda da uygun bir ¢apraz baglayici kullanilarak mekanik problemlerin

Oniine gecilmeye galisilir [51].

2.5.2. Sentetik malzemeler

Sentetik temelli polimerler; ila¢ salmim sistemleri, kas, kemik, kikirdak doku
miithendisligi ve implantlarda siklikla kullanilmaktadir. Doku iskelesi olusturmak
tizere poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA), poli(e-kaprolakton) (PCL),
polipropilen (PP) ve bunlarin kopolimerlerinin kullanimi olduk¢a yaygmdir. Bu
malzemelerin tercih edilme sebepleri mekanik, fiziksel ve kimyasal bakimdan dogal
malzemelere gore avantaj saglamalaridir [42]. Ayrica sentetik polimerlere ulagim

kolaydir ve dolayisiyla kaynak sikintilar1 yoktur.

Sentetik temelli polimerin avantajlar1 kadar dezavantajlar1 da mevcuttur. Bunlar;
bazilarmin hidrofobik 6zellik sergilemesi nedeniyle hiicre yapigsmasi ve yayilmasinda
problem yaratmasi, tek baslarina 6zelliklerinin yeterli olmamasi nedeniyle modifiye
edici farkli malzemelere ihtiya¢ duyulmasi, ¢oziiciilerin kimilerinin yiiksek maliyete

sahip olmasidir.

2.5.3. Kompozit malzemeler

Kompozit malzemeler iki ya da daha fazla malzemenin bir araya uyumlu bir sekilde
gelmesi ile olugsmaktadirlar. Polimerik malzemenin tek basma yeterli 6zellik
sergileyememesi ya da olusturulacak doku iskelesinden birden fazla farkh
fonksiyonellik beklenmesi gibi durumlarda tercih edilirler. Ozellikle 3B doku
iskeleleri olusturulurken, iyi mekanik 6zellikler, hiicresel aktivitenin desteklenmesi,
biyobozunurluk, biyouyumluluk gibi 6zellikler beklenmektedir. Bu durumda da uygun
malzemeler ile kompozit yapilar kullanilmasi, istenilen 6zellikte doku iskelesi elde
edilmesine olanak saglar. Ayn1 zamanda yiiksek maliyet de kompozit malzemelerin
ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Yiiksek maliyetteki bir polimerik malzemenin
kullanimimnin yerine daha diisiik maliyetli fakat benzer Ozelliklere sahip farkli

malzemelerin bir araya getirilmesiyle de 3B doku iskeleleri olusturulabilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Malzemeler

Yonlendirilmis, nanofiber yapida elektriksel iletkenlige sahip membranlarin
iretiminde kullanilan Poli(e-kaprolakton) (ortalama Mn=70,000-90,000) Sigma
Aldrich (Almanya) firmasindan, Polianilin (emeraldin bazli ortalama Mn=100,000),
kamporsiilfonik asit (HSCA) ve ¢oziicii olarak kullanilan 1,1,1,3,3,3- Hexafluoro-2-
propanol (HFIP) Merck (Almanya) satin alinmistir.

3.2. Nanofiber Membran Uretimi

Elektroegirme prosesi i¢in kullanilacak ¢ozelti iki asamada hazirlanmustir. Ilk olarak,
HCSA ve HFIP toplamda 5 dk. olacak sekilde muamele edilmistir. Daha sonra HCSA
ile esit orandaki PANI polimeri de HFIP igerisinde ¢Oziinmeye birakilmustir.
Homojenligin saglanmasi amaciyla gece boyunca oda sicakliginda manyetik
karistiricida 100 rpm’de karistirilmistir. Daha sonra 4 kez 5’er dk. siire ile ultrasonik
banyoda tutulmustur. Ikinci karisimm hazirlanmas1 amaciyla PCL graniilleri HFIP
cOziiciisii igerisine ayni parametrelerde manyetik karistiricida  ¢ozlinmeye
birakilmistir. Toplam ¢ozelti konsantrasyonu %12 (g/ml) olarak belirlenmistir. Ayr1
ayr1 ¢Oziinme saglandiktan sonra her iki karisim birlestirilmis ve bir siire daha
manyetik olarak karistirilarak homojenlik saglanmistir. Varsa ¢odziinmemis

partikiillerin giderilmesi amaciyla 0.2 um gozenek ¢apli filtreden gegirilmistir.

Elektroegirme diizenegi i¢in mikro siringa pompasi Syringe Pump (New Era Pump
Systems, Inc, New York), voltaj kaynagi OptoSense (Orlando, Florida), toplayici
levha olarak doner silindir kullanilmistir. Yo6nlenmis nanofiber membranlarin
tretiminde 1 ml/h akis hizi, 19,5 kV voltaj ile 15 cm enjektor ignesi ve toplayici
arasinda mesafe kullanilmistir. Tim elektroegirme calismalari oda sicakliginda

gerceklestirilmistir.

3.3. 3-Boyutlu (3B) Doku Matrisleri icin Kahplarin Uretilmesi

Doku matrislerinin istenilen form ve olgiilerde olmasi amaciyla natural PLA, 3D80
2.85 mm (ispanya) filamenti satin almmustir. Olgiileri 2,5 x 2,5 cm olarak SOLID
WORKS programinda ¢izilip CURA programinda katman kalinligi, yazici tabla
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konumu, filament doluluk oran1 ve baski siiresi gibi parametreler ayarlandiktan sonra

3B yazic1 SD Kart1 vasitasiyla kalip ¢izimleri somut olarak elde edilmistir.

3.4. 3-Boyutlu (3B) Doku Matrislerinin Olusturulmasi

Hiicresizlestirilmis DCM ve PANI/PCL nanofiber membrandan olusan matrisler
hazirlanmas1 amaciyla ilk olarak 6nceden hazirlanan ve sigir iskelet kas dokusunun
mekanik, kimyasal ve enzimatik hiicresizlestirme yontemlerinin modifikasyonu ile
elde edilen DCM, 0,01M HCL igerisinde 0,03 g/ml konsantrasyonda olacak sekilde
¢Ozlinmiistiir. Homojen bir yapi ile istenen viskozite elde edilmesi amaciyla oda
sicakliginda bir gece 100 rpm olmak lizere mekanik karigtiricida islem devam
ettirilmistir. 3B doku matrislerinin belirlenen ol¢iilerde elde edilmesi amaciyla daha
onceden 3 boyutlu yazicida (Ultimaker 2-Go, Ultimaker, Netherlands) basilmis olan
kaliplar kullanilmuistir  (Sekil 3.1). ilk olarak kaliba yerlestirilen nanofiber
membranlarin  lizerine DCM ¢6zeltisi  konulmus ve kelepceler sayesinde
sizdirmazligindan emin olunduktan sonra -20°C‘de dondurulmustur. Ornekler daha
sonra liyofilizatorde (Labconco Corporation, USA) 0,030 mBar basing ve -50 °C
sicaklikta 24 saat boyunca bekletilerek kurumasi saglanmistir. DCM-+PCL/PANI

matrisi elde edildikten sonra kullanima kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. 3B yazic1 teknolojisi ile tiretilmis kaliplarin igerisine yerlestirilen
PCL/PANI nanofiber membranlar
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3.5. Doku Matrislerinin Karakterizasyonu

3.5.1. Morfolojik karakterizasyon (SEM)

Elektroegirme ile elde edilen PCL/PANI membranin ve liyofilize DCM’in morfolojik
ozellikleri, fiber yapilar1 ve fiber ¢aplar1 hakkinda bilgi edinmek amaciyla taramali
elektron mikroskobu (SEM, XL30 ESEM-FEG, FEI-Philips, Hollanda) ile inceleme
yapilmistir. Burada 6rnekler 3mm yiiksekliginde kesildikten sonra dikey goriintiileme
yapilmistir. Bunun yani sira 3B kombine doku matriksleri olusturulduktan sonra da

ornekler 1x1 cm boyutlarinda kesilerek SEM altinda incelenmistir.

3.5.2. Yapisal analiz (FTIR)

Nanofiber membranda her iki bilesigin varhgmni ispatlamak acisindan PCL/PANI
membranin kimyasal yapis1 FTIR-ATR analizi (FTIR, Perkin Elmer, Spectrum 100
,USA) ile 4000-400 cm ! dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.

3.5.3. Mekanik test

PCL/PANI membranlarin tek basina ve DCM varhigindaki mekanik ozellikleri
belirlemek amaciyla gekme testi cihazi (1.000 N ve 20.000 N, Zwick/Roell, Almanya)
kullanilmistir. Bu amagcla, 6rnekler 3.5x 0.5 cm boyutlarinda kesilerek cihazin ¢ceneleri
arasina yerlestirildikten sonra oda sicakliginda 10 mm/dk sabit ¢ekme hiziyla ¢ekilerek
test edilmistir (Sekil 3.2). Olgiimler i¢in 5 drnek hazirlanip (n=5), test boyunca ¢cekme
gerilimine karst % uzama degerleri kaydedilerek sonuglar ortalama degerler ve

standart sapmalar1 olarak sunulmustur.

Sekil 3.2. Mekanik test i¢in hazirlanan kalip
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3.5.4. In vitro bozunma testleri

Hazirlanan PCL/PANI nanofiber membranlar ve ayrica DCM+PCL/PANI 3B doku
matrislerinin in vitro bozunma testleri 15,30,45,60 ve 90 giinliik periyodlar halinde
gerceklestirilmistir. Biyobozunma testleri igin membranlar 2x2 cm boyutunda
kesildikten sonra test Oncesi agirligin belirlenmesi amaciyla tartima almmustir.
Ornekler, %2 oraninda sodyum azid (NaN3) iceren fosfat ile tamponlanmis tuz
cozeltisi (PBS, pH=7,4) icerisine daldirilarak 37°C’deki etiive konulmustur. Bozunma
cozeltileri her ornek icin esit miktarda olup 15 giinde bir tazelenmistir. Belirlenen
zaman araliklarinda 6rnekler ¢ozeltiden ¢ikarilmis ve saf su ile yikandiktan sonra 37
°C’deki etiivde 24 saat boyunca kurutulmustur. Siire sonunda 6rneklerin tekrar tartimi

alinarak asagidaki denkleme gore (3.1) agirlik kayb1 hesaplamalar1 yapilmistir [52].
% W= [ (Wi—Ws) / Wi]x 100 (3.1)

Denklem (3.1)’de yer alan W (%); yiizde agirlik kaybini, Wi; 6rneklerin ilk agirlik
kaybini ve W's; son agirlik kaybini ifade etmektedir.

3.5.5. Elektriksel iletkenlik ¢calismalari

PCL/PANI elektroegrilmis nanofiber membranlar 1x1 cm boyutlarinda kesilerek
olciim icin hazirlanmistir. Ornekler sivi giimiis vasitasiyla bakir tel ile temas
ettirilmistir. Membran iletkenligini goézlemleyebilmek i¢in iki tel arasina membran
boslugu brrakilmustir. Iletkenlik caligmalar1 multimetre cihazi (Fluke 87V)
kullanilarak yapilmistir. Multimetre cihazinin her iki probunun temiz olmasina dikkat
edilerek, manyetik alandan etkilenmeden oda sicakliginda Olglim diizenegi

kurulmustur (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Multimetre ile olusturulan iletkenlik 6lgiim diizenegi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Morfolojik Karakterizasyon (SEM) Analizi

Analiz kapsaminda ilk olarak PCL/PANI nanofiber membranin morfolojik yapisi
incelenmistir. Bu kisimda 6nemli olan membranda bulunan fiberlerin ydonlenmelerini
inceleyebilmektir. Dogal kas dokusunda oldugu gibi nanofiber membranda da

yonlenmeler oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Nanofiber membranlarin SEM mikrografikleri
a. PCL 2000X, b. PCL/PANI 2000X, c.PCL 10000X, d. PCL/PANI 10000X

Hedeflenen spiral yapinin olusturulmasi i¢in ilk olarak PLA filamenti ile kaliplar
iretilmistir (Sekil 4.2). Bu kaliplar vasitasiyla nanofiber membran ile DCM
dondurarak kurutma islemine almmistir ve sonucunda Sekil 4.3’ de oldugu gibi

katmanli bir yapiya sahip olmustur.

Sekil 4.2. Natural PLA filamenti ile 3B yazicida iiretilen kalip ve kelepgesi
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Sekil 4.3. Liyofilizasyon sonrasi PCL/PANI+DCM kaliptan ¢ikarilmis haldeki
goruntusu

Stingerimsi DCM ile yOnlenmis nanofiber yapmin birbirine entegrasyonunu
gozlemlemek c¢ok Onemlidir ¢linkii dairesel katlama yontemi ile olusturulan 3B
kombine doku matrisi sayesinde mekanik mukavemet saglanmanin yaninda dogal kas
dokusu ile benzerlik saglamak miimkiindiir. Spiral formun bu 6nemli avantajlarindan
yararlanmak i¢in kusursuz bir entegrasyon olmalidir. Yine bu avantajlardan
faydalanmak icin doku yenilenmelerinde kullanilmak {izere spiral formda doku
matrisleri literatiirde de mevcuttur [53].  Sekil 4.4°te goriildigii tizere liyofilize DCM
ve PCL/PANI nanofiber membran birbirine ¢ok iyi entegre olarak biitiinlesik bir

goriintiiye sahiptir.

Sekil 4.4. 3B kombine matriksin SEM goriintiisii. Dikey; a. 70X b.1200X ¢.2600X.
Arayiizey goriintiileri; d.100X e.1500X. Kombine matriks bileseni olarak liyofilize
DCM goriintiisii; £.400X
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4.2. Yapisal Analiz (FTIR)

Bu tez caligmasi kapsaminda meydana getirilen polimerik membranin ana bilesenleri
biyobozunur olan PCL polimeri ile elektrik iletkenlige sahip olan PANI polimeridir.
Dolayis1 ile yap1 igerisinde bu polimerlerin varligini ispatlamak amaciyla kimyasal
yapilarina bakilarak analiz yapilmistir. Gergeklestirilen FTIR-ATR analizi sonug
grafigi Sekil 4.5°te gosterilmektedir. Bu verilere gére PCL polimerine ait olan C=0
gerilmesi, 1728 cm™ dalga sayilarinda mevcuttur [54]. Ayrica yine PCL’ e ait olarak
CH, gerilmesi 2866-2943 cm™ karakteristik bantlar gézlemlenmistir [55]. PANI igin
inceleme yapildiginda PANI molekiiler zincirinde benzoid yapisal birimler ve kinoid
yapisal birimler karsimiza c¢ikmaktadir. Bu bilgi 1s18inda PANI polimeri i¢in
karakteristik bantlar; benzen halkas1 C-H gerilmesi 830 cm™ , kinoid halka gerilmesi
1061 cm™, C-N gerilmesi 1293 cm™ ve N benzoid halka verilmesi 1471 cm™ dalga
boylarindadir [55] [56]. Boylece olusturulan membranin ana bilesenlerinin her ikisin

de varhig1 ispatlanmistir.

A A f
\i‘ ‘r( ' ‘ !ﬁ
|

I

=

i
o 1
Y D

&
—

“
[ 2043 073404 — —

2866 08137

{1471 08378

1365873+ o

¢ 1203 0504

1238 0,4961

960,2 07077 —

1045 05935 —

7305 07431

2 lost

Sekil 4.5. PCL/PANI ile hazirlanan filmlerin FTIR spekturumlari

4.3. Mekanik Test

Kas doku iskeleleri i¢in nanofiber membranlar iiretildiginde sahip olduklar1 mekanik
ozellikler nihai iirlinii de dogrudan etkilemektedir. Bu etki {iretim esnasinda fiberlerin
yonlenme seklinden, ortam sartlarindan ve hatta polimerin kendisinden
kaynaklanabilmektedir. Ornegin, PANI kas doku miihendisligi uygulamalarinda
elektriksel iletkenlik 6zelligi nedeni ile fazlaca tercih edilen bir polimerdir fakat bunun

yaninda yapis1 geregi kirilgan ve hassasiyete de sahiptir [54]. Bu gibi kisitlamalardan
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dogabilecek sorunlar1 gdézlemleyebilmek, nihai yap1 i¢in en kusursuz sekilde mekanik
ozelliklere sahip olmak amaci ile mekanik testler yapilmaktadir. Bunun yani sira
dikkat edilmesi gereken Onemli konulardan biri de olusturulan doku iskelesinin
hacimsel hasar1 onarana kadar mekanik olarak bolgeye destek verebilmesidir. Maruz
kaldig1 yiikii ya da gerilmeyi karsilayamayan, iyilesme saglayamadan mekanik
stabilitesini kaybeden yapilar bu ve benzeri ¢aligmalar i¢in uygun degildir. Bahsedilen
bu sebeplerden otiirli polimerik membranlar ile 3B matrikslere c¢ekme testi
uygulanmistir. Spiral formdaki matriksler c¢ekme test cihazindaki c¢enelere
tutturulamadigindan dogru 6l¢iim alimasit miimkiin olmamistir. Bu nedenle ¢cekme
dayanimi hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in iki boyutlu olan ve belirli standarda gore
kesilen 6rnekler lizerinde testler yapilarak ¢gekme gerilimi ve uzama hakkinda veriler

elde edilmistir. Bu veriler Cizelge 4.1” deki gibidir.

Cizelge 4.1. Hazirlanan membranlar ve 3B matrikslerin mekanik 6zellikleri (Ort+SS)

(n=5)
Ornek ad1 Elastisite modiilii Kopma noktasindaki
(MPa) uzama degeri (%)
PCL 16+6,8 36,7+15,6
PCL/PANI 11,5+3,8 82,5+14,3
PCL/PANI-DCM 2,1+0,1 56,445,9

Veriler karsilastirildiginda DCM  igermeyen polimerik membranlarm elastik
dayanimlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum siingerimsi yapinin
gerilime kargi daha zayif mekanik 6zellikler sergiledigini gostermektedir. Sadece
PCL/PANI polimerik membrana nazaran DCM igeren yapilarda daha yliksek
gozeneklilik ve bosluklar mevcuttur [57]. Bu durum mekanik 6zellikleri biiyiik 6lgtide
etkilemektedir. Stingerimsi yapinin zay1f fiziksel ozelliklere sahip olmasi ve yapiya
dahil olmasi ile birlikte elastisite modiiliinde azalma meydana gelmistir. Ote yandan
nanofiber membran kendi igerisinde incelendiginde PANI ile birlikte elastik modiilde
azalma meydana gelmesine karsin kopmadaki ylizde uzama degeri artmistir. Bunun
sebebi olarak yukarida da bahsedilen PANI polimerinin smirlayict 6zellikleri oldugu
diistilmektedir. PANI konsantrasyonunun artmas ile elastik modiilde diisiis goriilmesi

benzer olarak, Chen ve ark. ¢calismalarinda da goriilmektedir [54].
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4.4. In vitro Bozunma Davramslari

Bu calismada hacimsel kas doku yoksunlugunun onarmmini saglayacak 3B doku
matriksinden beklenen isleyis onarimin saglanmasi sonrasi bolgeden uzaklagmasidir.
Bu sebeple hazirlanmis olan nanofiber membranda biyobozunur polimer tercih
edilmistir. PCL, doku miihendisligi ¢alismalarinda gokga tercih edilen, biyouyumlu
ayni zamanda biyobozunur 6zellige sahip bir polimerdir [58, 59]. Ana bilesenlerinden
biri PCL olan nanofiber membran ile nihai 3B matriksin bozunma davraniglarini
gbozlemlemek i¢in zamana bagli agirlik kayiplari incelenmistir. DCM olmaksizin
hazirlanan nanofiber membranlar, DCM igeren doku iskelelerine gore daha yavas
bozunma gostermistir. Burada, siingerimsi yapida olan DCM’ in bozunmay1
hizlandirarak ortalama agirlik kaybmi arttirdigi agikca goriilmektedir. Bu durum
hiicresizlestirilmis matriksin mekanik agidan giiglii olmamast ve kolayca
bozunabilmesi ile agiklanabilmektedir. Ayrica daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da
PCL’in biyobozunurlugunun yavas oldugu gézlenmistir [58, 60]. Bu durumun sebebi
PCL yapisinda bulunan, tekrarli —CH; gruplarinin hidrofobik olmasidan kaynaklidir
[61]. DCM igeren ve icermeyen iki grubun karsilastirilmasi yapilirsa 30 giinliik stirecte
ayni kosullara sahip orneklerden DCM+PCL/PANI yaklasik olarak %20 ortalama
kayip sergilerken PCL/PANI nanofiber membranlarda ortalama %2’ye yakin kayip

izlenmistir.

30

—=— PCL/PANI-DCM
| ——PcLran

20 4 {\l

agirhk kaybi (%)

0 20 40 €0 a0 100

zaman (gun)

Sekil 4.6. PCL/PANI membranlarin ve PCL/PANI-DCM kombine matrikslerin in
vitro ortamda fizyolojik kosullarda (PBS, pH=7.4 ve 37°C) degradasyonu
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4.5. Elektriksel iletkenlik Analizi

Elektriksel iletkenlik, 6zellikle kaslar gibi uyarilabilir dokular i¢in 6nemli bir 6zelliktir
dolayisiyla iletken polimerler kullanilarak birgok alanla birlikte kas doku
mithendisliginde de c¢aligmalar halen devam etmektedir. Bu calismada iletkenlik
ozelliginden faydalanilan polimer polianilindir. Polianilin (PANI) kolay iletkenlik
kontroliine sahip, sentezi ve ulasilabilirligi kolay bir polimerdir [62]. Bu sebeplerden
tercih edilmis olup bu tez caligmasinda elektrik iletkenligi biiyiik 6l¢iide etkileyen ana
etkendir. PCL/PANI nanofiber membran i¢in multimetre ile yapilan iletkenlik
Olgtimleri neticesinde elde edilen degerler 3x1079-2,5x10° S/cm araligindadir. PCL ve
PANI ile daha onceden de yapilan iletkenlik calismalarinda filme PANI dahili ile
iletkenlik 6nemli Olciide artmistir ancak yalnizca PCL analiz edildiginde iletkenlik
degeri 3x102 S/cm olarak gerilemistir [63]. Bu ¢alismalar da degerlendirildiginde
ulagilan sonuca gore PANI iletkenligi ile nanofiber membrandaki varligi

dogrulanmstir.
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5. SONUCLAR

e Sonug olarak bu tezde kendi kendine yenilenmesi gii¢ olan hasarl kaslarin
tedavisinde kullamlmak iizere 3 boyutlu doku matriksi gelistirilmistir. Ilk
olarak elde edilen nanofiber membranin DCM ile uygun sekilde entegre hale
gelmesi amaciyla PLA filament kullanilarak 3 boyutlu yazici ile basilan

kaliplar basarili bir sekilde tiretilmistir.

e DCM ve PCL/PANI nanofiber membrandan olusan matriksin entegre hale
gelmesi ve hedeflenen spiral forma getirilmesi i¢in liyofilizasyon
uygulanmistir. Bu islem neticesinde ¢ift katmanli yapinin 6n ve arka yiizleri

incelendiginde hedeflenen entegrasyona ulasildig1 goriilmektedir.

e Flde edilen nanofiber membranda, dogal kas dokusunda oldugu gibi
yonlenmeler saglanmistir ve tretiminde ise avantajlarindan dolay1 elektro
egirme kullanilmistir. Nanofiber katmanda biyouyumlu olan polikaprolakton

ve elektrik iletken 6zellige sahip olan polianilin polimeri tercih edilmistir.

e F-TIR analizi ile birlikte kinoid-benzoid halkalarin varligi ayrica C=0
gerilmesi, CH2 gerilmesi gozlenerek her iki polimerin de yapida varligi
ispatlanmigtir. Nanofiber membranin iist katmaninda bulunan liyofilize DCM
ile birlikte kas hiicreleri i¢in dogal bir ortam olusturulmus bdylece biiyiime i¢in
gerekli olan ortam saglanmistir. Gelistirilen matriksin tasarimi mekanik olarak
mukavemet saglamasi ve dogal kas dokusunu taklit amaciyla spiral olacak

sekilde yapilmistir.

e Hem cift katmanli yapinin hem de nanofiber yapinin SEM goriintiileri
incelendiginde, nanofiber yapida yonlenme oldugu ve dogal kas dokusunun
taklidinin basarili oldugu gozlemlenmektedir. Buna ek olarak, ¢ift katmanli
yapmin biitliinlesmis oldugu ve entegrasyon sonucunda bir hasar meydana
gelmedigi goriintiiler ile desteklenmistir. Tiim goriintiilerde yiizeyin piirlizsiiz

oldugu boncuk olusumunun meydana gelmedigi saptanmustir.

e Uretilen 3B matriksin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in ¢ekme testi
yapilmistir ancak verilerin daha gergekei olmasi ve test kolayligi agisindan ¢ift

katman yapida spiral form kullanilmamistir. Belirlenen standart kullanilarak
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yapilan ¢ekme testi sonucu hiicresizlestirilmis deseliilerize matriks ile birlikte

elastik dayanimda azalmalar oldugu gozlemlenmistir.

e Hazirlanan yapilarin in vivo bozunma davraniglari incelendiginde sadece
nanofiber membranimn bozunma hizi hiicresizlestirilmis deseliilarize matrise
gore daha azdir. DCM ‘in yapiya dahil olmasi ile birlikte bozunma hizinin 10

kat artt1ig1 gozlemlenmistir.

Bu sonuglar 151ginda hedeflenen nihai yapmnin hedeflenen 6zellikleri sagladigi kas
doku miithendisligi i¢in yeni bir alternatif olabilecegi kanisina varilmistir. Boylece kas

dokuda biiytlik hacimli kayiplar1 olan hastalar i¢in de umut vadetmektedir.
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