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OZET

Anahtar Kelimeler: ¢inko nanopartikiil, demir nanopartikiil, sinir kilavuz kanal,
doku miihendisligi, elektron egirme

Sinir dokusu viicutta onarimi en zor olan dokularm basinda gelir. Ozellikle kaza
sonucu meydana gelen sinir defektleri ve kayiplar baslica saglik sorunlarindan
biridir. Periferik sinir yaralanmalar1 bu tip yaralanmalarda basi ceker. Bu tiir
incinmeler travmatik hastalarin %2,8’inde gergeklesir ve cogunlukla yasam boyu
siren fonksiyon kayiplarina veya bozukluklarina yol acar. Bunun yaninda
incinmelerin gerceklesmesiyle beraber sinirsel agrilarin gozlenmesi de olasidir. Bu
sebeple, periferik sinir yaralanmalar1 bireylerin yasam kalitesini olumsuz etkileyen
sosyoekonomik etkilerinden dolay1 6niine gecilmesi gereken saglik sorunlarindandir.
Aksonlar sinir hiicreleri boyunca elektrik sinyallerinin iletimini saglayan O6nemli
sinirsel tasiyicilardir. Periferik sistemde incinen aksonlarin yenilenmesi sinir
fiberlerinin etrafin1  sararak myelin kilifi olusturan Schwann hiicrelerinin
cogalmasiyla vuku bulur. 5 mm’den biiyiik defektlerde iki u¢ arasinda baglantiyi
saglayabilmek icin sinir greftleri kullanilmasit gerekmektedir. Allogreftlerin ve
otogreftlerin kullaniminda doku uyumu gibi problemlerden dolay1 sentetik greftler
iizerinde yogunlasilmistir. Bu sayede doku miihendisliginin en Onemli
yaklasimlarindan biri alternatif sinir greftleri gelistirmek olmustur. Bu greftler
periferik sinir kanallarina kilavuz olacak sekilde kanal olarak tasarlanmistir.
Tamamen iyilesme saglamasi icin biyobozunur olmasi gerekmektedir. Kilavuz
kanallarin1 daha etkin hale getirmek amaciyla nanoteknolojinin gelismelerinden
faydalamlmistir. Ozellikle nanofiber ve nanotiiplerin kanal yapilarmin icine
eklenmesi sinir aktivitelerini tetikleyen bir ortam olusturmada 6nemli rol oynar.

Bu ¢alismada periferik sinir yaralanmalariyla meydana gelen fonksiyon kayiplarinda
uygulanan cerrahi miidahalelerde kullanilabilecek yenilik¢i ve etkin biyobozunur
kompozit sistemler gelistirilmistir. Gelistirilen sistemin biyobozunur sistem
icerisinde akson yenilenmesini arttirici etkisi hiicre ¢ogalmasint ve gelisimini
destekleyen etken maddeler icermesiyle desteklenerek hastanin hizli bir iyilesme
siireci gegirerek yasam kalitesinin korunmasi hedeflenmistir. Iletken ve toksik
olmayan metalik nanoyapilarla desteklenerek sinirsel iletimin arttirilmasi ve bu
sayede rejenerasyonun hizlandirilmast ana hedefidir. Bu nanokompozit sistemden
olusan kilavuz kanalinin viicuda yerlestirildikten sonra bozunmasiyla beraber sinir
dokusu geliserek kilavuz kanalinin yerini almast amaglanmastir.



DEVELOPMENT AND EFFICIENCY ASSESMENT OF
CONDUCTIVE MATERIALS FOR PERIPHERIAL NERVE
SYSTEM REGENERATION

SUMMARY

Keywords: zinc nanoparticles, iron nanoparticles, nerve guide conduit, tissue
engineering, and electrospin

Regeneration of nerve tissue is the slowest healing tissue in body. Especially the
nerve defects and losts after accidents are ones of the main health problems.
Peripheric nerve defects comes first in those injuries. These injuries are observed
2.8% of traumatic patients and it usually results function losts or disorders
maintaining lifelong. Moreover, observation of nervous pain can be possible.
Therefore, peripheric nerve degeneration is one of the health problems that should be
prevented or treated due to socialeconomical effects that affecting human life quality
of individuals. Axons are the essential nerve vehicles that carry electrical signals
across the nerves. Regeneration of axon defects in peripheric systems occur with
proliferation of Schwan cells which wraps the nerve fibers and generate myelin
sheath. Nerve grafts must be used for the degeneration larger than 5 mm in order to
obtain connection between two ends of the nerve defect. Due to tissue compatibility
problem in use of allografts and autografts, synthetic grafts were focused. With this
perspective, one of the important approach of tissue engineering became
development of alternative nerve graft. These grafts are designed as conduit in order
to guide peripheric nerve fibers. These grafts should also be biodegradable in order
to provide complete regeneration. Nerve guide conduits containing variable pore
structures indicate different production techniques. The inner part of these nerve
conduits can be empty or fills with fibres and spongy structure. In order to make
more effective nerve conduits, nanotechnological improvements were used.
Especially addition of excellent conductive and biocompatible nanofibers and
nanotubes into the nerve conduits have important roles in stimulation of nerve
activates.

In this study, novel and effective biodegradable nerve conduit systems will be
developed to be use in surgical operations for fixing function losts arises from
peripheric nerve defects. Nerve conduit made of this nanocomposite system is aimed
to replace with nerve tissue. Therefore, structures belonging to nerve conduits in this
project will be first in literature and patents.



BOLUM 1. GIiRiS

Biyomalzemeler; insan sagligina ve yasam kalitesine olan dogrudan etkisi, pazar
biiyiikliigii ve gerektirdigi teknolojiden dolayi yarattig1 yliksek katma deger agisindan
biiyiilk 6neme sahiptir. Gerek yasam siiresinin ve kalitesinin arttirilmasi, gerekse
olusan rekabetci pazarda pay sahibi olabilmek i¢in iilkemizin Ar-Ge caligmalarinin
arttirilmas1 ve desteklenmesi gereklidir. Biyomalzeme alaninda sinir kilavuz
kanallar1, 6zellikle belli bir defekt boyutunu asan periferik sinir yaralanmalarinda
basvurulan ve baglantinin koptugu iki uc¢ arasinda iletisimi saglayacak sekilde
kilavuz gbrevi gormesi saglanan tedavi yontemleri arasinda yaygin olarak kullanilir.
Klinikte kullanilan mevcut kilavuz kanallarinin kullaniminda karsilasilan giigliikler
gdz Oniinde bulunduruldugunda baglica sorunlar hizli ve etkin rejenerasyonun
saglanmasidir. Bu alanda farkli biyobozunur polimerlerle olusturulan sinir kilavuz
kanallar1 doku-biyomalzeme uyumlulugunda giizel sonuclar vermis olmakla beraber
heniiz istenilen ideal 6zelliklere sahip kilavuz kanali gelistirilememistir. Sinir kilavuz
kanallarim1  olusturan ana matriks ikinci bir operasyon gerektirmeyen
biyobozunmayan biyouyumlu polimerler yerine biyobozunur polimerlerin
kullanilmasi1 hasta refahi i¢in daha avantajlidir. Biyobozunur polimerlerden polilaktik
asit (Yang ve ark., 2005; Hsu ve ark., 2011), polikaprolakton (Lee ve ark., 2012;
Kokai ve ark., 2010; Bender ve ark., 2004), poliglikolik asit (Molander ve ark., 1989;
Suematsu, 1989; Ichihara ve ark., 2008), polilaktik asit ve glikolik asit kopolimerleri
(Oh ve ark., 2008; Wen ve Tresco, 2006; He ve ark., 2009; de Ruiter ve ark., 2008;
Moore ve ark., 2006; Sundback ve ark., 2005; Bini ve ark., 2004a; Bini ve ark.,
2004b), poligiserol sebasik asit (Wang ve ark., 2002; Sundback ve ark., 2005),
polihidroksi butirat (Young ve ark., 2002; Mosahebi ve ark., 2003; Yucel ve ark.,
2010) gibi sentetik polimerler ya da kitosan (Hsu ve ark., 2013; Wang ve ark., 2005;
Wang ve ark., 2008), kollajen (Alluin ve ark., 2009; Li ve ark., 1992), jelatin (Liu,
2008; Lu ve ark., 2007; Chen ve ark., 2005; Chang ve ark., 2007a), aljinat (Mosahebi



ve ark., 2003), agaroz (Dodla ve Bellomkonda, 2008), hyaluronik asit (Seckel ve
ark., 1995a ve 1995b; Wang ve ark., 1998) gibi dogal polimerler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu matrikslerle hazirlanan sinir kilavuz kanallar1 tek veya coklu
kanal sistemi, i¢i gdzenekli siinger yap1 ve ici nanofiberli yap1 gibi farkli tasarimlar
kullanilarak ve degisik dolgu malzememeleri ile sitokin ve hiicre gibi destek
terapileriyle hazirlanarak hayvan denemelerine kadar gidilen calismalar olmustur

(Lietz ve ark., 2006; Raimondo ve ark., 2005; Schlosshauer ve ark., 2003).

Sinir hiicrelerinin elektriksel iletisimini saglamak ve bu yolla sinir rejenerasyonunu
hizlandirmak igin sinir kilavuz kanallarinin igerisine bir¢ok iletken dolgu maddesi
eklenmistir. Bunlar arasinda son donemde en yaygin olanm1 karbon nanotiiplerdir
(Tran ve ark., 2009). Karbon nanotiipler sadece karbon nanotiiplerin sahip oldugu
miikemmel elektrik iletkenligi i¢cin degil ayn1 zamanda ¢ok iyi mekanik mukavemeti
arttirict  6zelliklerinden dolayr da sinir kilavuz kanallarinda tercih edilmislerdir.
Dolgu maddeleri disinda hiicre, biiylime faktorii veya sinir dokusuna 6zel protein ve
peptidlerin yapay sinir kilavuz kanallariyla kombine edildigi caligmalarin klinik
oncesi calismalarda daha etkin sonuglar verdigi ortaya c¢ikmistir. Ne var ki bu
yontemlerin bircogunun pahali olmasi nedeniyle yakin zamanda ticari iiriine

doniisme olasiligl cok zayiftir.

Polikaprolakton, FDA onayli biyobozunur ve canli organizmalar i¢in toksik olmayan
bir polimerdir. Diger polimerlerle karsilastirildiginda daha ucuz, esnek (oda
sicakliginda), gecirgen ve yavas bozunurdur. Cesitli in vivo ve in vitro galismalar
hiicre uyumlulugunu ve verimini ortaya koymustur. Ayrica in vivo bozunma
esnasinda toksik olmayan yan iriinler meydana getirir. Bununla beraber,
uygulamalarda yiiksek basarinin saglanmasi i¢in hidrofobik ve yavas absorbe olma
ozellikleri iyilestirilmelidir. Bu tez calismasinda ulasilmak istenilen hedef; hizlh
noron gelisimi saglayan periferik sinir defektleri icin etkin iyilesme saglayan,
biyouyumlu ve biyobozunur yapay sinir kilavuz kanallar1 olarak kullanilmak tizere

kompozit sistemler gelistirmek ve test etmektir.



Bu calismanin amagclarina ulagmasi icin ilerlenen yolda gergeklestirilen galismalar

genel hatlartyla su sekilde 6zetlenebilir:

1) Polikaprolakton ve nano metal parcaciklarin kompozit olusturularak elektron-
egirme yontemiyle doku uyumlulugunda istenilen diizeye gelebilmek icin uygun

gozenekli yapilar elde edilmesi,
2) Mekanik, kimyasal, morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi,
3) Iletken dl¢iim calismalari,

4) Materyallerin sinir hiicreleri {izerine etkilerinin ve biyouyumluluk 6zelliklerinin

ortaya konmasi.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Sinir Kilavuz Kanallar

Periferik sinir yaralanmalar1; delici-kesici aletlerle yaralanmalardan dogum
travmalarina ve iyatrojenik yaralanmalara kadar degisik sekillerde meydana
gelebilmektedirler. Ulkemizde bu alanda istatistiki veri bulunmamaktadir. Bununla
beraber Avrupa ve Amerika’da yaklasik olarak her sene 100.000 hasta periferik sinir
operasyonlart gecirmektedir (Siemionow ve Brzezicki, 2009). Bu tip yaralanmalarda
sunulan en iy1 tibbi yaklagim, miimkiin olabilen en kisa zaman diliminde birbirinden
ayrilan sinir u¢larinin ug-uca dikilmesi suretiyle birlestirilmesidir. Bununla beraber
bu yaklasim ¢ogunlukla siirenin asilmasi veya kopan sinir uclarmin araligiin biiytik
olmas1 nedeniyle her zaman istenilen sonuglart vermemektedir. Travmatik kayiplar
veya timor operasyonu ile olusan kayiplar sonrasinda periferik sinirlere onarimsal
cerrahi islemler uygulanma ihtiyaci dogar. Bu amagla halen klinikte uygulanan
yontem otojen sinir grefti uygulamasidir. Birgok sinir kilavuz kanali 6rnekleri de
deneysel olarak periferik sinir onarimlarinda denenmislerdir. Otojen greftlerin
yaninda ¢ogunlukla bazal membranlar, fasyal sinovyal tiipler, sentetik tiipler, kas
dokusu, ven-kas birlikte kullanimlari, epinéral kilif veya amniyotik zardan tiip
olusturma teknikleri sayilabilir. Periferik sinir onariminda kullanilan cesitli
birlestirici unsurlarin kullanilmas: yontemi eski bir tekniktir. Ilk olarak 1880°de
Gluck tarafindan kalsifiye olmayan kemik kullandig1 ¢alismayla baslayan bu teknik
(Gluck, 1880), 1904 yilinda Foramitti’nin arter grefti kullanmasiyla devam
ettirilmistir (Foramitti, 1904). Daha sonra 1943 yilinda Weiss (Weiss, 1943),
alternatif bir tedavi olarak dondur-kurut yontemiyle elde edilen arter grefti
kullanmigtir. 1947°de St. Clair Strange ilk defa periferik sinir kayiplar1 i¢in pedikiillii
vaskularize greft uygulamalarini bildirmistir (Strange, 1947). Yine biyolojik kaynakli

greft kullanimi kronolojisinde 1980 yilinda Chiu, rodentlerde 1 cm’lik otojen ven



grefti ile sinir rejenerasyonunu histolojik ve elektrofizyolojik olarak gdstermistir

(Chiu ve ark., 1982).

Daha sonrasinda otogreftlerin periferik sinir rejenerasyonundaki iistiin etkinliginden
dolayr bu alandaki uygulamalar i¢in otogreftler ‘altin standart’ olarak
nitelendirilmistir. Bununla beraber, 6zellikle genis periferik sinir defektlerinde verici
kisitlamasi, morbidite ve hastalarin %40-50 arasina tekabiil eden sayida otogreftleri
kabul etmesi en biiylik sorunlar olarak ortaya c¢ikmistir. Bu kisitlamalar
arastirmacilart doku ile uyumlu o6zellik gosteren kilavuz kanallar1 gelistirmeye
itmistir. Son yillarda biyolojik kaynakli greftlerin yerini yapay sentetik tiipler almaya
baslamistir. Sentetik yapay sinir kilavuz kanallari, silikon ve politetrafloretilen gibi
biyobozunur olmayan polimerlerden veya poliglikolik asid ve polilaktik asit gibi
biyobozunur polimerlerden yapilabilmektedir (Sekil 2.1 ve Tablo 2.1). Hem deneysel
hem de klinik arastirmalarda sentetik sinir kilavuz kanallariyla memnun edici
sonuglar ortaya ¢ikmigtir. Sentetik sinir kilavuz kanallar1 kullanim1 yirminci yiizyilda
baslamistir. Gilinlimiizde sentetik iletici-yapilar igine sinir rejenerasyonunu
destekleyici ¢esitli biiylime faktorleri eklenerek rejenerasyon igin en uygun mikro-
cevre yaratilmaya calisilmaktadir. Sinir kilavuz kanallari, kesik iki sinir ucu
arasindaki boslugu birlestirmek amaciyla koprii gorevi gérmek igin kullanilan tiip
formunda yapilardir. Sentetik sinir kilavuz kanallari, proksimal ve distal sinir uglar
arasinda rejenerasyonu saglarken ¢evre dokular ile defekt bolgesi arasinda bariyer
olusturmas1 amaciyla tasarlanmistir. Bu amagcla sinir kilavuz kanallar1 goézenekli
yapistyla biyolojik alisverisi olusturarak fibroz doku infiltrasyonunu azaltip kopmus
sinir uglarindan salinan norotrofik faktdrler icin izole bir kanal olusturmasi
gerekmektedir. Ancak, bunlar ekonomik olarak heniiz rutin kullanim agisindan ¢ok
uygun degildir. Ayrica biyolojik temelli sinir kilavuz kanallarinin tasidigi riskleri
tasimamasinin yaninda heniiz bu greftlerin basarisi yakalanabilmis degildir. Halen
klinikte 3 cm’den biiylik hasarlar icin otogreftler kullanilmaktadir (Siemionow ve

Brzezicki, 2009). Bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.



Sekil 2.1. Cesitli sinir kilavuz kanali iirlinlerin taramali elektron mikroskoplariyla elde edilen goriintiileri: (A)

NeuraGenTM, (B) Neurolac, (C) Neurotube. Cizgi 4 mm uzunlugundadir (Deumens ve ark., 2010).

Tablo 2.1. Ticari Sinir Kilavuz Materyalleri ve Ozelllikleri (Kehoe ve ark., 2012).

Uriin Ismi Malzeme Bozunma Uretici Firma
Ozelligi
Neurotube® Poliglikolik asit 3ay Synovis® Micro Companies
(PGA) Alliance Inc.,
WWW.Synovismicro.com
NeuroGen® Tip 1 Kollajen 36-48 ay Integra Life Sciences Corp.,
www.integra-ls.com
Neuroflex™ Tip 1 Kollajen 4-8 ay Collagen Matrix Inc.,
www.collagenmatrix.com
NeuroMatrix™ Tip 1 Kollajen 4-8 ay Collagen Matrix Inc.
www.collagenmatrix.com
AxoGuard™ Domuzdan elde 3 ay Cook Biotech Products,
Nerve edilen ince bagirsak www.cookbiotech.com
Connector mukozasi (SIS)
Neurolac® Poli(DL-laktik asit- 16 ay Polyganics B.V.,
E-kaprolakton) www.polyganics.com
(PLCL)
Salu Tunnel™ Polivinil alkol Bozunmuyor Salumedica™ L.C.C.,
Nerve (PVA) www.salumedica.com/
Protector™
Salubridge™ PVA Bozunmuyor Salumedica™ L.C.C.,
www.salumedica.com/
AxoGuard™ SIS 3 ay Cook Biotech Products,
Nerve Protector www.cookbiotech.com
NeuroWrap™ Tip 1 Kollajen 36-48 ay Integra Life Sciences Corp.,
www.integra-ls.com
NeuroMendrm Tip 1 Kollajen 4-8 ay Collagen Matrix Inc.,

www.collagenmatrix.com




Giiniimiize dek ¢ok sayida degisik yapida kilavuz kanal materyali iiretilmistir. Ideal
sinir kilavuz kanali materyalinin hangisi oldugu konusunda heniiz bir fikir birligi
yoktur. Farkli iriinlerle gerceklestirilen klinik c¢aligmalarda farkli bulgular elde
edilmistir. Bununla birlikte Poliglikolik asit temelli olan polimerlerin temel olarak
digerlerine gore daha iyi sonug¢ verdigi gézlenmistir. Yine de biiyiik defektler ve hizli
lyilesme i¢in sonuglar istenilen diizeyde degildir. Biyobozunur kilavuz kanallari
biyobozunmayanlara gore ikinci bir operasyon gerektirmediginden dolayr daha fazla
tercih edilirler. Bu yiizden biyobozunur kilavuz kanallarinin bozunma hiz1 ve bu siire
boyunca dokuya mekanik mukavemet saglamasi malzemenin basarili iyilestirme
saglamasi ag¢isindan ¢ok Onemlidir. Bahsi gecen kombinasyonun yapilabilecegi
materyallerden biri Polikaprolaktone (PCL) olup, siralanan 6zellikleri saglayabilecek

kisitl sayidaki polimerlerden biridir.

2.2. Polikaprolakton

Polikaprolakton, az sayida FDA onayli biyobozunur polimerlerden biridir. Canli
organizmalar icin tolere edilebilir toksisitesi ve diger polimerlere nazaran ucuz,
esnek ve gecirgen yapiya sahiptir. PGA ve PLA gibi biyobozunur polimerlere gore
molekiiler agirhigina gore degismekle beraber ve yavas bozunurdur. Cesitli in vivo ve
in vitro c¢aligmalar hiicre uyumlulugunu ve verimini ortaya koymustur. In vivo
bozunma esnasinda monomeri olan ve toksik olmayan kaprolakton iiriinii agiga ¢ikar.
Tim bu avantajli 6zelliklerinin yaninda PCL’in hidrofobik 6zelligi onun doku ile
integrasyonunu zayif tutmaktadir. Bununla beraber, yavas degradasyon stireci de
ozellikle yumusak dokularin yenilenme siireciyle eslesmemesinden dolay:
tyilestirilmelidir. PCL medikal iskele yap1 veya greft olarak iyi bozunma kinetigine
sahip olmasinin yaninda baska polimerlerle kopolimerizayon veya homojen bir
karisim olusturmada c¢ok basarili bir adaydir. Hollandali bir grubun PCL temelli
kopolimerden sinir kilavuz greftlerini tasarlama ve ticarilestirmede ilk oldugu
sOylenebilir. Trimetil karbonat ve ¢ogunlugunun kaprolakton oldugu laktik asitler
kopolimerden iiretilen polimer filmler siganlarda bir yil kadar silireyle izlenmistir
(Pego ve ark., 2003). 1990’larda Dendunnen ve arkadaglart PCL’i polilaktik asitle

kombine ederek yonlendirilmis sinir rejenerasyonunda degerlendirmislerdir



(Dedunnen ve ark., 1993). Sitotoksisite testleri, biyobozunma ve sicanlarda siyatik
sinirde yapilan implantasyon c¢alismalariyla sinir kilavuzunun ISO/EN standartlarina
gbre biyouyumlu oldugu ve implantasyon sonrasinda az denebilecek immiinolojik
reaksiyon gosterdigi saptanmistir. Kim ve arkadaslar periferik sinir sisteminde
yonlendirilmis nanofiberlerin (tek yonli)) zarar gormiis 1ki ucun birlesip
kapanmasinda etkin rol oynadigini ortaya koymuslardir (Kim ve ark., 2008). Nisbet
ve arkadaslar1 PCL’den gelistirdikleri sinir doku miihendisligi iskele yapilarin in
vivo kosullar altinda immiinolojik reaksiyon gOstermesine ragmen akson
yonlendirmesi ve entegrasyonunda onemini ortaya koymuslardir (Nisbet ve ark.,
2009). PCL/kollajen karisimlart Schnell ve arkadaslari tarafindan periferik sinir
hasarindan sonra aksonal sinir rejenerasyonunda etkinligi acisindan incelenmistir
(Schnell ve ark., 2007). Yonlendirilmis PCL ve PCL/kollajen nanofiberler
elektronegirme yontemiyle liretilmis ve hiicre kiiltiirii testleriyle ¢alisilmistir. %100
PCL igeren fiberler %25:75 oraninda PCL/kollajen karisimi olan nanofiberlerle
karsilastirilmistir. Her iki nanofiber de Schwann hiicreleri go¢iinii saglamis, bunun
yaninda ndrit oryantasyonu ve gelisiminin kollajen igeren kompozisyonda daha iyi

oldugu gozlenmistir.

2.3. Elektron-Egirme Metodu ve Sinir Rejenerasyonu Uygulamalari

Dokular viicudumuzda karmasik {i¢ boyutlu yapilar halinde organize olmustur. Bu
iskele yapinin dokularda biyolojik fonksiyonlarin gelismesinde onemli katkisi
olduguna inanilmaktadir. Ayrica bu iskele yapilar hiicrelerin gelisimi i¢in oksijen ve
gida destegini saglarlar. Bu sebeple basarili doku yenilenmesi ic¢in {i¢ anahtar
faktorden bahsedilebilir: Hiicreler, iskele yapilar ve hiicre-iskele yapi etkilesimi.
Iskele yap1 hiicreler igin konak gorevi goriir. Bu yiizden, viicudun en az reaksiyon
gosterecegi malzemelerden dogal doku iskele yapisina uygun bir iskele yapi
tasarlayip gelistirmek, doku yenilenmesi i¢in Oncelikli 6neme sahiptir (Murugan ve
Ramakrishna, 2006). Bu gozenekli iskele yapilarin gelistirilmesinde giiniimiize kadar
bircok yontem kullanilmistir. Bunlar arasinda elektron-egirme teknigi kullanildigi
nano-teknolojiden 6tiirli dokuyu en 1yi taklit eden tekniklerden biri olarak 6n plana

cikmaktadir. Sinir kilavuz kanali tasarimi iginde olusan defekti destekleyecek



mukavemeti kaybetmeden istenilen doku yenilenmesini saglayacak gozeneklilik
yapisini elde edecek metot olarak kullanilan elektron-egirme metodu diger metotlara
nispeten ucuz olmasi, canli lizerinde hizli ve etkin sonuglar vermesi nedeniyle

ozellikle son yillarda popiiler hale gelmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. (a) Elektron-egirme sisteminin sematik goriintiisii ve elektron-egirme teknigiyle tiretilmis olan PGA
nano fiberlerinin taramali elektron mikroskobuyla elde edilen goriintiileri: (b) Diizgiin siralanmig
fiberler (c) Rastgele siralanmus fiberler.

Bolan ve arkadaslarmin yakin zamanda yayinladiklar1 calismada, PGA/kitosan
nanofiberleri elektron-egirme teknigi kullanilarak basariyla gergeklestirilmistir
(Boland ve ark., 2001). Coziicli konsantrasyonu, akis hizi, uzaklik, voltaj ve ¢oziicii
tipi gibi parametreler degistirilerek morfolojik olarak dilizgiin nanofiberler elde
edilmesi miimkiin kilinmistir. Sonug olarak dondiirme hizina goére degisen diizgiin ve
rastgele siralanmig iki farkli nano-fiber elde edilmistir (Sekil 2.2). Bu ¢alismada da
goriildiigli gibi donen toplayici hizina gore farkli sekilde siralanmis nano-fiberleri
elde etmek miimkiindiir. Yiksek hiz diizgiin bir sekilde siralanmis nanofiberlerin
elde edilmesini saglarken diigsiik hiz rastgele hizalanmis nanofiber olusumuna yol

acar.

Sinir kilavuz kanallarini olusturan ana matriksin biyobozunur yapida olmasi ikinci
bir operasyon gerektirmemesi ve hasta refahin1 negatif etkilemedigi i¢in daha
avantajlhidir. Biyobozunur polimerlerden polilaktik asit (Yang ve ark., 2005; Hsu ve
ark., 2011), polikaprolakton (Lee ve ark., 2012; Kokai ve ark., 2010; Bender ve ark.,
2004), poliglikolik asit (Molander ve ark., 1989; Suematsu, 1989; Ichihara ve ark.,
2008), polilaktik asit ve glikolik asit kopolimerleri (Oh ve ark., 2008; Wen ve
Tresco, 2006; He ve ark., 2009; de Ruiter ve ark., 2008; Moore ve ark., 2006;
Sundback ve ark., 2005; Bini ve ark., 2004a; Bini ve ark., 2004b), poligiserol sebasik
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asit (Wang ve ark., 2002; Sundback ve ark., 2005) ve polihidroksi butirat (Young ve
ark., 2002; Mosahebi ve ark., 2003; Yucel ve ark., 2010) gibi sentetik polimerler ya
da kitosan (Hsu ve ark., 2013; Wang ve ark., 2005; Wang ve ark., 2008), kollajen
(Alluin ve ark., 2009; Li ve ark., 1992), jelatin (Liu, 2008; Lu ve ark., 2007; Chen ve
ark., 2005; Chang ve ark., 2007a), aljinat (Mosahebi ve ark., 2003), agaroz (Dodla ve
Bellomkonda, 2008), hyaluronik asit (Seckel ve ark., 1995; Wang ve ark., 1998) gibi
dogal polimerler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu polimerlerle hazirlanan sinir
rejenerasyon materyali farklt mikro ve makro yapida tretilebildigi gibi; icerisine
sinir dokusunun gelisimini destekleyici biiylime faktorleri, sitokin ve hiicreler
eklenerek materyalin etkinligi arttirilmistir (Lietz ve ark., 2006; Raimondo ve ark.,
2005; Schlosshauer ve ark., 2003). Klinikte ise 6 farkli malzemenin uygulamasi
yapilmustir (Ichihara ve ark., 2008; Meek ve Coert 2002). Bunlardan ikisi silikon ve
politetrafloroetilen (PTFE) temelli ve biyobozunur olmayan malzemelerdir. Diger
dordii ise poliglikolik asit, kollajen, polilaktid-polikaprolakton kopolimer (PLCL) ve
kollajen c¢apraz baglanmis poliglikolik asit temelli sinir kilavuz kanallaridir
(Schlosshauer ve ark., 2006). Gerek silikon gerekse PTFE 4 cm’yi asan defektlerde
1yl etkinlik gosterememislerdir (Stanec ve Stanec, 1998). Bu sonucglardan sonra
biyobozunur sinir kilavuz kanallarma yonelinmis ve ilk olarak klinikte poliglikolik
asit (PGA) sinir kilavuz kanallar1 kullanilmistir (Mackinnon ve Dellon, 1990). 5-30
mm arasinda degisen defektlerde 15 hasta {izerinde yapilan ¢alismalarda 13 hastada
tamamen iyilesme saglanmigtir. Boylelikle PGA sinir kilavuz kanallarinin
otogreftlere esit oldugu sonucuna varilmistir. 98 hastayla yapilan baska bir ¢calismada
da PGA sinir kilavuz kanallarinin basarisi bir kez daha kanitlanmistir (Weber ve ark.,
2000). Aynmi sekilde PLCL sinir kilavuz kanalinin da otogreftlere es deger basari
gosterdigi bulunmustur (Bertlev ve ark., 2005). Kollajen tiipler de sinir bosluk
onarimlarinda memnun edici sonuglar vermistir (Lohmeyer ve ark., 2007; Asley ve
ark., 2006). Bahsedilen klinik ¢alismalar1 6zetlersek yapay biyobozunur sinir kilavuz
kanallar1 3 cm’ye kadar sinir defektlerinde %70 basar1 saglayarak otogreftlerle ayni

sonucu gosterecek kadar bagarilidirlar (Evans ve ark., 2000; Lee ve Wolf, 2000).

Amerikan ila¢ ve Gida Birligi’nin (FDA) onayladig1 ilk sinir kilavuz kanali 1999°da

piyasaya siiriilmistiir (Siemionow ve Brzezicki, 2009). Sinir kilavuz kanallariyla
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ilgili yapilan bir¢ok calisma, bu ticari Uriinleri daha etkin olmalar1 ve otogreftlerin
gosterdigi basaridan daha ileriye gotiirme amachdir. Mekanik 6zellikleri gelistirme
(Yannas ve ark., 2007), biyouyumlulugu ve rejenerasyon hizini arttirma (Chang ve
ark., 2007b; Jansen ve ark., 2004) basi ¢ceken calisma konularidir. Sinir boslugunun
uzunlugunun yaninda hasar goren sinir ¢ap1 da sinir kilavuz kanallarinin basarisini
etkileyen bir diger faktordiir. Gerek klinik oncesi gerekse klinik ¢alismalarda yapay
sinir kilavuz kanallar1 en fazla 3-4 mm kalinliga sahip sinir defektlerinin
rejenerasyonunda kullanilmis, bu konuyla ilgili Moore ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada 1se bahsi gegen kalinligi asan sinir defektlerinde kilavuz kanali

kullaniminin kisitlandig ifade edilmistir (Moore ve ark., 2009).

2 4. iletken Yapilarin Sinir Rejenerasyonunda Kullanim

Sinir hiicrelerinin  elektriksel aktivitesini desteklemek ve bu yolla sinir
rejenerasyonunu gelistirmek amaciyla sinir kilavuz kanali malzemesi cesitli yollarla
iletken hale getirilmeye ¢alisilmistir (Aydemir Sezer ve ark., 2017). Bunlar arasinda
en yaygin olan metot karbon nanotiiplerin matriks icerisine eklenmesidir (Tran ve
ark., 2009). Karbon nanotiipler sadece karbon nanotiiplerin sahip oldugu miikemmel
elektrik iletkenligi i¢in degil ayn1 zamanda ¢ok iyi mekanik mukavemeti arttiric
ozelliklerinden dolay1 da sinir kilavuz kanallarinda tercih edilmislerdir. Sinir
rejenerasyonunda karbon nanotiipler diger doku uygulamalarinda oldugu gibi
biyolojik olarak daha uyumlu ve aktif yapiya sahip olmalar1 amaciyla biyoaktif
molekiillerle yiizey modifikasyonu gergeklestirilmesi birgok c¢alismanin odak
konusudur. Aldehit 4-hidroksinonenal ile modifikasyon bu orneklerden biridir.
Mattson ve arkadaglarinin boyle bir modifikasyonu gergeklestirdikleri ¢alismada
hiicreler arasi1 kalsiyum iyonu oranimin artarak norit gelisimini diizenledigi
goriilmiistlir (Mattson ve ark., 2000). Ayni1 ¢alismada hem modifiye hem de modifiye
edilmemis karbon nanotlipler iizerinde tavsan beyin noéronlariyla yapilan hiicre
calismasinda modifiye karbon nanotiipler iizerinde norit gelisiminin hem say1 hem de
uzunluk olarak sirasiyla 2 ve 3 kat daha iyi sonu¢ verdigi gézlenmistir. Bir baska
calisgmada ise elektrokimyasal depozisyonla polipayrol ile kaplanan dikey olarak

hizalanmig karbon nanotiipler incelenmistir. Hazirlanan bu dolgu malzemesi,
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elektrotlarla mahalli sinir dokusu arasinda ara yiiz olusturmada c¢ok basarili
bulunmustur. Ne var ki, her iki malzemenin de biyouyumluluktan yoksun
olmasindan dolay1 polipayrol ile kaplanmis karbon nanotiipler ¢ok ince kollajen
tabakasiyla kaplanmis ve kollajen kapli olmayan karbon nanotiiplere gore lizerindeki
hiicre gelisiminin farkedilir sekilde arttigi gézlenmistir (Nguyen-Vu ve ark., 2007).
Bunlarin yaninda nétrofin (Matsumoto ve ark., 2007) ve laminin (Huang ve ark.,
2011) gibi ndron gelisimini hizlandiran ve viicudun metabolizmasinda dogal olarak
bulunan bilesiklerle karbon nanotiiplerin yiizey modifikasyonlar1 da néron ve ndrit
gelisimlerinde memnun edici sonuglar vermistir. Lovat ve arkadaslar1 ise karbon
nanotiiplerin yiiksek elektrik iletkenliklerinin noral ag aktivitelerini arttirdiklar1 ve
elektriksel sinyal transferini gelistirdigini gostermistir (Lovat ve ark., 2005). Benzer
bir yaklagimla Keefer ve arkadaslar1 paslanmaz ¢elik ve tungsten kablo elektrodlarin
iizerinin karbon nanotiiple kaplanmasinin noral elektrodlarin kaydetme ve elektriksel
uyarma karakterini tesvik ettigini bulmustur (Keefer ve ark., 2008). Bir baska
caligmada ise poliakrilik asit greft edilmis karbon nanotiiplerle hazirlanan ince
filmlerde insan embriyonik kok hiicrelerinin secici olarak insan sinir hiicrelerine
doniistiigii ortaya konmustur (Chao ve ark., 2009). Bu sonuglardan daha oOnce
yayinlanan bir ¢alismada ise karbon nanotiiplerin elektriksel 6zellikleri, ndronlarin
iskele yapr igerisindeki gelismeleri i¢in uyardiklarini 6ne stirmiislerdir (Sucapane ve
ark., 2009). Karbon nanotiiplerin miikemmel elektrik iletkenliklerinden ileri gelen
noral gelisimi destekleyici ozellikleriyle benzer mantik altin nanopartikiillerde de
gozlenmistir (Lin ve ark., 2008, Park ve ark., 2009). Elektriksel 6zelliklerinin
yaninda altin nanopartikiillerin plazmonik 6zelliginin de noral aktiviteleri uyarict
etkisi oldugu saptanmistir (Paviolo ve ark., 2013). Ne var ki, bahsi gecen bu
nanoyapilarin bozunur O6zellikte olmamasindan kaynaklanan sistemik toksisiteleri
halen tartisma konusudur. Bu alanda toksik olmayan ve/veya c¢oziiniir iletken

nanoyapilar iizerinde ¢aligmalara ihtiya¢ s6z konusudur.

2.4.1. Biyobozunur metaller ve medikal alanda kullanimlar

Metaller ve alasimlar1 6zellikle ortopedi ve kardiyovaskiiler alanda klinikte sikca

kullanilan biyomalzemelerin hammaddeleri olarak karsimiza cikarlar. Ozellikle
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titanyum, kobalt ve alasimlar kalici implantlar i¢in ¢éziimler sunar. Bunun yaninda
ozellikle son dénemde biyobozunur metallere ilgi giderek artmaktadir. Ozellikle
kalic1 olmasi istenmeyen stentlerde biyobozunur polimerlerin yeterli mekanik
kuvveti saglayamamasindan dolayr ve bozunmayan metallerin de stentin goérevini
yapmasindan sonraki donemde tikama yapabileceginden dolayr biyobozunur
metallerle bu triinlerin gelistirilmesine hiz verilmistir. Su ana degin biyobozunur
oldugu bilinen iic metal rapor edilmistir: magnezyum, ¢inko ve demir. Bu
metallerden 6zellikle magnezyum ve ¢inko ve alagimlar1 kardiyovaskiiler alanda
yogun arastirma odagidir. Bunun yaninda demir ve alasimlar1 daha ¢ok ortopedik

implantlarda kendine yer edinmistir.

Doku-Implant etkilesimi ve doku miihendisligiyle ilgili oldugu kadar biyoloji ve
fizyolojideki son gelismelerle ilgili bilimsel bilgiler biyofonksiyonel ve biyoaktif
biyomalzemelerin yiikselisini de beraberinde getirmistir. Bu tiir gelenekselligin
disindaki biyoaktif biyomalzemelerin fizyoloji implant bolgesinde pozitif etkilesimi
destekleyecegi diistiniilmektedir. Bozunur biyomalzemeler, zarar gérmiis doku veya
organin iyilesme silirecini destekleyerek biyoaktif biyomalzemelerin yeni bir sinifi
olarak goriilmiislerdir. Yenilik¢i bozunur biyomalzemelerle ilgili ¢alismalar
glinimiizde biyomalzemelerle ilgili yapilan en ilgi ¢eken arastirma konularindandir.
Malzeme bilimi ve mihendisligindeki gelismeler, Ozellikle silireg ve
termomekaniksel uygulamalar, malzemenin istenilen 6zelliklerini karsilamasi igin
yap1 ayarlamalaria izin vermistir. Bozunur biyomalzemeler hem polimer hem de
metallerden  olusabilirler.  Polilaktik  asit, polilaktik-ko-glikolik  asit  ve
polikaprolakton bahsedilen bozunur polimerler arasindadir. Metallerin bozunur
biyomalzeme olmasimin diisiiniilmesi ise ¢ok daha yeni bir fikirdir. Mekanik 6zellik
olarak metaller polimerlere gore kemik fiksasyonu i¢in vida ve stent uygulamalari
gibi yiiksek dayanim gerektiren bazi 6zel uygulama alanlari i¢in daha uygundur.
Magnezyum, ¢inko ve demir temelli alasimlar bu siniftaki metaller i¢in {i¢ sinifi
olustururlar. Alimiinyum-magnezyum (Heublein ve ark., 2003; Levesque ve ark.,
2003; Witte ve ark., 2005; Xin ve ark., 2007) ve kalsiyum-magnezyum (Zhang and
Yang 2008; Li ve ark., 2008) basta olmak iizere ¢esitli magnezyum temelli alagimlar

incelenmistir. Saf demir (Peuster ve ark., 2001; Peuster ve ark., 2006) ve demir-
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mangan alagimlar1 (Hermawan ve ark., 2008; Schinhammer ve ark., 2010) demir
alasimlarin icerisinde lizerinde olduk¢a fazla durulmustur. Vodtech D ve arkadaslar
en fazla %3’li magnezyum igeren ¢inko-magnezyum alasimi lizerinde ¢aligmislardir.
%1 magnezyum eklenmesinin mekanik o6zellikleri gelistirdigini fakat %1°den fazla
magnezyum oranina sahip alagim 6rneklerinin mekanik 6zelliklerinin diistiigiinii elde
etmislerdir (Vodtech D ve ark., 2011). Gerek saf ¢inko gerekse ¢inko-magnezyum
alagimlarinin birbirine yakin korozyon oranlar1 gosterdikleri bulunmustur. Bunun
yaninda c¢inkonun korozyon orani magnezyuma gore farkedilir Ol¢lide disiik
cikmistir. Biyobozunur metallerin uygulama calismalarina bakildiginda ise
cogunlukla kardiyovaskiiler uygulamalarda kullanildig1 géze carpar. Kemik vidalar
ve plakalar1 gibi gecici ortopedik implantlarin kirilmis bir kemigi birlestirme ve
birlesme gerceklesinceye kadar dokular1 sikica birarada tutmayr saglamasi
gerekmektedir. Daha sonrasinda bozunup yerini yeni kemik dokusuna birakirlar. Bu
durum oncelikle pediatrik kullanimlar gibi hizli1 doku biiylimesi ve gelisimi saglanan
bireyler i¢in elzemdir. Ideal olarak, bozunur stentlerde mekanik dzellik ve bozunma
hiz1 iligkisi 6nem arz etmektedir (Hermawan ve ark., 2010). Stentler i¢cin damardaki
mekanik dayanimi korumasi i¢in bozunma hizi ¢ok yavas olmali ve 6 ile 12 ay

arasinda bozunma gercgeklesmelidir (ElI-Omar ve ark., 2001; Schomig ve ark., 1994).

Tim bu arastirmalar ve uygulamalarin yaninda bozunur metallerin iletken yapi
olarak doku miihendisliginde kullanimlarina heniiz rastlanilmamaistir. Yiizeyin hacme
orant g6z Oniinde bulunduruldugunda bozunma hizinin diger makro yapida
implantlara gore hayli yliksek oldugu goz Oniinde bulunduruldugunda bu dolgu
maddelerinin doku miihendisligi i¢in iyi bir ara¢ olacagi varsayilabilir. Bunun
yaninda, sadece iyi birer iletken malzeme olmalar1 degil ayrica bozunma iiriinleri
olan metal iyonlarmin hiicre gelisimi ve biiylimesinde ©Onemli rol oynadig
diisiiniiliirse doza bagli olarak bu malzemelerin kullanimi doku gelisimi i¢in ekstra

bir fayda saglayacaktir.

Biyobozunur metaller son derece karmasik olan fizyolojik c¢evreye sahip insan
viicudunda iyilesme siireciyle uyumlu olarak bozunmalidirlar. Bozunma yan iiriinleri

viicut sivilar1 ve dokular yardimiyla tasinip viicut tarafindan elimine edilebilmeli ve
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lokal veya sistemik birikmeye sebep olmamalidir. Hayvanlarla yapilan implantasyon
calismalarinda bahsedilen biyobozunur metallerin in vivo kosullar altinda bozundugu
gosterilmistir. Kardiyovaskiiler ¢evrede, implantlar genel olarak 1 aydan daha az bir
zaman diliminde bozunma emareleri gostermistir (Waksman ve ark., 2008).
Magnezyum alasimi stent 6 aydan daha kisa bir zamanda tamamen bozunarak saf
demire gore daha hizli bozunma gostermistir (Waksman ve ark., 2006). Bunun
yaninda saf demir stenti ise 1 yil sonra hala goriintiilenebilir durumda kalmigtir
(Peuster ve ark., 2001). Kemik dokusundaki uygulamada, magnezyum alasimi pin 3
ay igerisinde bozunup yerini yeni dokuya birakmistir (Li ve ark., 2008). Demir igeren
stentlerde, bozunma yan iirlinlerinin viicutta birikme gostermedigi ve metale bagh
organ toksisitesi gergeklesmedigi ortaya konmustur (Peuster ve ark., 2006). Diger
taraftan kanda yapilan tahlillerde magnezyum implantlarda bir takim degisikliklere
rastlanilmistir (Zhang ve ark., 2009).



BOLUM 3. MATERYAL, YONTEM  VE ARASTIRMA
BULGULARI

Bu calismada sinir dokusunun rejenerasyonunu hizlandiracak PCL matriks igerisine
gomiilii biyobozunur metal nanopartikiilleri tasiyan nanofiber sinir kilavuz kanali
materyalleri gelistirilmistir. Biyobozunur nanopartikiil olarak demir ve ¢inko
kullanilmis ve PCL matriks icerisinde farkli oranlarda kullanilmistir. Oncesinde
sitotoksisite yaklagimiyla uygun doz araligi tespit edilmeye calisilan kompozit
materyellerin 6zellikle sinir dokusu i¢in son derece elzem olan iletkenlik 6zelligi
iizerinde de durulmustur. Kimyasal, morfolojik ve mekanik karakterizasyon
sonrasinda ndron hiicrelerinin malzemeyle iliskisi ve davranisi incelenmistir. Bu
boliimde materyallerin hazirlanig, karakterizasyon, elektriksel iletkenlik 6zellikleri ve

in vitro hiicre ¢calismalar1 detayl olarak ele alinmistir.
3.1. Materyal

Polikaprolakton (PCL, M,=80000) Sigma Aldrich’den satin alinmistir. Kullanilan
solventler yine Sigma Aldrich (ABD)’ten temin edilmistir. Demir nanopartikiiller
(ortalama 60-80 nm biiytlikliigiinde) ve cinko nanopartiikiiller (ortalama 35 nm
biiyilikliigiinde), Diklorometan, dimetilformamid ve Penisilin—Streptomisin
solusyonlar1 yine Sigma Aldrich (ABD)’ten temin edilmistir. Fizyolojik siviy1 taklit
etmek icin kullanilan fosfat salin tampon ¢ozeltisi (0,01 M ve pH = 7,4) hazirlamada
Sigma Aldrich’ten temin edilen tabletler kullanilmistir. Hiicre kiiltiirli i¢in gerekli
olan yiiksek ve diisiik glikoz iceren Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM)
soliisyonu ve Fetal Bovin Serumu Thermo Fisher Scientific Inc (ABD) firmasindan
alinmistir. U7 MG (ATCC® HTB-14™) hiicre hatti ATCC (ABD) firmasindan satin
alimmigtir. Lactate Dehydrogenase (LDH) sitotoksiste kiti Cell Bio Labs (ABD)’dan
ve  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2-
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tetrazolium (MTS) proliferasyon kiti BioVision Inc (ABD) firmalarindan alinmastir.
Akridin oranj Fisher Scientific (ABD)’den, parafomaldehit soliisyonuyla Dulbecco’s
Fosfat tampon ¢6zeltisi (DPBS) Sigma Aldrich (ABD)’den satin alinmistir.

3.2. PCL Elektron Egirme

Diklorometan ve  dimetilformamid solventlerin hacimce 9:1 oraninda
karistirilmasiyla elde edilen solvent sistemin igerisinde %12 oraninda PCL oda
sicakliginda hizli kanistiriciyla ¢ozlinmiistiir. Bes farkli grup olusturularak elektron
egirme cihaziyla aliminyum folyo {izerinde elektriksel gerilimden meydana gelen
nanofiberlerin toplanmasiyla film olusturulmustur. Elektron egirme cihazi (NE300
Elektrospining Cihazi) Inovenso Ltd. Sti., Istanbul, Tiirkiye’den satin almmistir
(Sekil 3.1). Nanofiber olusturulmasiyla ilgili iki plaka arasindaki uzaklik, gerilim ve
akis hiz1 gibi parametreler degistirilerek nanofiberlere nasil etki ettigi aragtirilmistir.

S6z konusu gruplara ait degisen parametreler Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Elektron egirme deneyinin parametreleri

Deney Uzakhk Voltaj Akis Hizi
(cm) (kV) (mL/sa)
1 15 16 1
2 15 15 1
3 15 17 1
4 16,5 17 1
5 16,5 15 1

Olusturulan filmlerin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi i¢in taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiileri alindi. Filmler uygun boyutta kesilerek ¢ift yiizlii
karbon bant yardimiyla SEM cihazi i¢in kullanilan plaka ylizeylerinde sabitlestirildi.
Bu asamadan sonra altinla kaplanan materyaller JSM-6400 electron microscope
(JEOL, Amerika) cihaziyla analiz edildi. Elde edilen fiberlerin biiyiikliikleri
hakkinda analiz yapmak i¢in image-J programi kullanildi. Rastgele secilen 30 farkli

fiber isaretlenerek cap boyutlarinda programin otomatik olarak ortalama deger almasi
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saglandi. Buradan alinan verilerle excel programi kullanilarak istatistiki ¢alisma

yapilmistir.

Sekil 3.1. Caligmada kullanilan elektron egirme cihazinin fotografi.

Calisma sonuglarindan elde edilen veriler degerlendirilerek calismada daha sonra

yapilacak olan kompozit nanofiberler i¢in bir parametre seti se¢imine gidilmistir.

3.2.1. PCL nanofiberlerin karakterizasyonu

Literatiirde farkli solvent sistemlerinin ve deney parametrelerin kullanildigi PCL
elektron egirme yontemlerinde farkli fiber kalinliklar1 ve morfolojik 6zellikler elde
edilmistir. Bu caligmada kullanilan solvent sisteminde literatiirden Dawei Li ve
arkadaslarinin  gergeklestirdikleri 2014°de yayinlanan c¢alisma temel alinmistir
(Dawei Li ve ark., 2014). Bes farkli deney parametresinin kullanildigr PCL elektron
egirme tekniginde solvent sistemi, polimer konsantrasyonu ve akis hizi sabit
tutulmustur. Buna ragmen sadece siringa pompasinin kaplanan diizleme uzakliginin

ve iki mesafe arasindaki voltajin degistirilmesiyle bile Onemli farkliliklar
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gbzlenmistir. Sekil 3.2°de bes farkli gruptan elde edilen malzemelerin taramali
elektron mikroskobundan elde edilen goriintiileri verilmistir. Bu goriintiilerden elde
edilen sonuglara bakildiginda hem uygulanan voltaj hem de uzakligin fiber kalinlik,
gevseklik ve homojeniteye etkisi oldugu yorumu yapilabilir. Soéyle ki, 15 cm
uzaklikla farkli voltaj uygulanan 1 ve 2 nolu gruplar (Sekil 3.2 (a-d)), yine 15 cm
uzakliktan daha ytiksek voltaj (17 kV) uygulanan 3 nolu gruba (Sekil 3.2e ve f) gore
hem daha kalin hem de daha gevsek fiber yapilari ortaya koymustur. Bunun yaninda
17 kV gerilimin sabit tutulup uzakligin 1,5 cm arttirildig1 4 numarali deney grubunda
(Sekil 3.2g ve h) ise 3 numarali deney grubuna yakin oOzellikte fiberler elde
edilmistir. Uzakligin 4 numarada oldugu gibi tutulup 15 kV gerilimin uygulandig1 5
numarali deney grubu (Sekil 3.2i ve j) ise biitiin gruplar igerisinde en heterojen grubu
olusturmustur. Sekil 3.2i ve j’de goriildiigl iizere ince ve gergin fiberler yani sira

tabaka tabaka kalin ve gevsek fiberler de goze ¢arpmaktadir.

Tablo 3.2 image-J programindan elde edilen istatistiki analiz sonuglarini
icermektedir. Vurgulanmasi gereken en onemli nokta fiber kalinlik ortalamalar1 ve
homojenite hakkinda bilgilendirme kriterinde olan standart hata payidir. En kalin
fiberlerin taramali elektron mikroskobu goriintiilerinden 5 numarali grupta
gozlenmesiyle beraber ortalama olarak en kalin fiberlerin 1 numarali deney grubuna
ait oldugu hesaplanmigtir. 2 numarali deney grubuna ait fiberler ise 1,4245 micronla
kalinlik siralamasinda ikinci sirada yer almistir. 3, 4 ve 5 numarali gruplara ait
materyaller birbirine ¢ok yakin sonuglar vermistir. Bununla beraber 5 numarali gruba
ait standard sapma 3 ve 4 numarali grupla karsilagtirildiginda beklenildigi iizere
yaklagik {i¢ kat1 fazla bulunmustur. Standart hatalar1 kabul edilebilir boyutta oldugu
i¢in taramali elektron mikroskobu goriintiilerinden elde edilen bu detayli veriler ¢cok
daha giivenilirdir. Yine ortanca degerlerini inceledigimizde SEM goriintiilerinden
elde edilen verilerle uyumlu olarak en heterojen yapinin 5 numarali deney
parametrelerine ait oldugu goriilmektedir. 2, 3 ve 4 numarali deney gruplarina ait
ornekler ise milkemmele yakin homojenite gdstermis olup, 1 numarali deney grubuna
ait ornekler 1yi derecede homojeniteye sahiptir. Doku miihendisligi uygulamalarinda
ilk etapta hiicrelerin, sonraki asamalarda ise olusmaya baslayan dokunun gelisimi
icerisinde biliylidiigli hiicredigi matriks materyali ve mikro/makro yapisiyla dogrudan
iliskilidir.



20

d T

Sekil 3.2. Her bir deney parametresi i¢in iki farkli biiylitmeyle (yan yana) taramali electron mikroskop goriintiisi:

(a,b) 1, (c,d) 2, (e, f) 3, (g, h) 4 ve (i, j) 5 numaral1 (Tablo 3.1’e gore) deney parametreleri.
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Tablo 3.2. Fiber kalinliklartyla ilgili istatistiki analizler

1 2 3 4 5
Ortalama 1,8802 1,4245 1,0598 1,0494 1,0574
Standart Hata 0,0699 0,0831 0,0456 0,0587 0,1573
Ortanca 1,9360 1,4220 1,0340 1,0020 0,7140
Kip 1,860 1,0030 0,8770 0,7310 0,5100
Standart Sapma 0,3669 0,4552 0,2498 0,3215 0,8617
Ornek Varyans 0,1346 0,2073 0,0624 0,1034 0,7426
Basiklik 0,5754 2,1369 1,0308 2,5236 6,1696
Carpiklik 0,0212 0,8559 0,0859 1,1699 2,4000
Aralik 1,6980 2,2930 0,8720 1,6080 3,8390
En Biiyiik 1,1090 0,5730 0,6540 0,4390 0,4080
En Kiigiik 2,8070 2,8660 1,5260 2,0470 4,2470
Toplam 56,4060 42,7350 31,7940 31,4820 31,7220
Sayi 30 30 30 30 30
Giivenirlik Diizeyi (%95) 0,1370 0,1699 0,0933 0,1200 03217

Nanofiberlerin olusturdugu ags1 yapr viicutta bulunan dogal hiicredist matriks
yapistyla benzerdir. Bu g¢alismada elde edilen sonuglar gbéz Onilinde
bulunduruldugunda doku rejenerasyonu i¢in hem en ince fiber kalinligi hem de en iyi
homojeniteye sahip grup olan 4 numarali gruba ait parametreler, bundan sonraki
materyal iretiminde kullanilmasi daha sonraki asamalarda yapilan hiicre

deneylerinde avantaj saglayacagi diislincesiyle kullanilmstir.

3.3. Nanokompozit Hazirlama

Agirlikga farkl ylizdelerde (agirlikea %5, 10, 15 ve 20 oranlarinda) ¢inko ve demir
nanopartikiiller PCL ¢6ziinmiis matriks igerisine eklenerek homojen dagilimi
saglamak ve aglomerasyonu Onlemek amaciyla sonikasyona tabi tutulmustur.
Sonikasyon esnasinda ortaya ¢ikan i1sidan kompozisyonun olumsuz etkilenmesini
onlemek amaciyla buz banyosu kullamlmustir. Tki plaka aras1 uzaklik degeri 16,5 cm
tutulmus olup gerilim 17 kV ve 1 mL/sa akis hiziyla PCL nanofiber elde etme

yonteminde oldugu gibi kompozit soliisyon elektron-egirme sistemiyle cihazin
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toplama havzasinda toplanmistir. Toplanan materyal islem bittikten sonra film
seklinde alimiinyum yiizeyden ayristirilmis ve sonraki karakterizasyonlar i¢in uygun
sekil ve boyutta kesilmistir. Calisma i¢in liretilen tiim materyallerin kodlar1 ve

aciklamalarina Tablo 3.3’te yer verilmistir.

Tablo 3.3. Ornek kodlar1 ve agiklamalar
Ornek Aciklama

PCL Polikaprolakton nanofiber matriks
PCL/Zn5 %35 Zn nanopartikiil iceren polikaprolakton kompozit nanofiber matriks
PCL/Zn10 %10 Zn nanopartikiil igeren polikaprolakton kompozit nanofiber matriks
PCL/Znl5 %15 Zn nanopartikiil igeren polikaprolakton kompozit nanofiber matriks
PCL/Zn20 %20 Zn nanopartikiil igeren polikaprolakton kompozit nanofiber matriks
PCL/Fe5 %35 Fe nanopartikiil iceren polikaprolakton kompozit nanofiber matriks
PCL/Fel0 %10 Fe nanopartikiil iceren polikaprolakton kompozit nanofiber matriks
PCL/Fel5 %15 Fe nanopartikiil iceren polikaprolakton kompozit nanofiber matriks
PCL/Fe20 %20 Fe nanopartikiil iceren polikaprolakton kompozit nanofiber matriks

3.3.1. Kompozit materyallerin karakterizasyonu

Farkli konsantrasyon kullanilarak metal nanopartikiil igeren nanofiberler elde
edilmistir. Kullanilan iletken nanoparcaciklar demir (Fe) ve ¢inko (Zn) olup, demir
iretici firmanin verdigi bilgiler dogrultusunda Fe nanopartikiiller 60-80 nm, Zn
nanopartikiiller ise <50 nm biiyiikliigiindedirler. Sekil 3.3a Zn ve sekil 3.3b Fe
nanopartikiillerin morfolojik goriintiileriyle bu goriintiilerden segilen noktadan
yapilan enerji dagilimli X-ray spectroskopi (EDX) analizi vermektedir. Gerek Zn
gerekse Fe nanopartikiilleri iiretici firmanin da beyan ettigi biiyiikliiklerde oldugu ve
%100’e yakin saflikta oldugu EDX analizlerinde gdzlenmistir. Zn nanopartikiilleri
miikemmel bir kiire formuna sahipken Fe nanopartikiillerin daha diizensiz
morfolojide ve agglomere egilimli oldugu gozlenmistir. EDX analizlerinde metalin
kendisi disinda ¢ikan oksijenin, hem Zn hem de Fe nanopartikiillerin oksidasyona
egilimli metaller olmasi sebebiyle EDX analizi esnasinda meydana gelen

oksidasyondan ileri geldigi varsayilmaktadir.
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Sekil 3.3. (a) Zn ve (b) Fe nanopartikiillerin elektron mikroskobu goriintiileri ve EDX analizleri (her bir
goriintiiye ait EDX analizine goriintiiniin hemen saginda yer verilmistir).

Her iki metal parcaciktan %S5, %10, %15 ve %20 oraninda (agirlikca metal
nanopartikiil/PCL orani) nanofiber denemeleri yapilmistir. PCL nanofiber i¢in en
uygun bulunan parametrelerle bu kompozit yapilarda gozlemlenebilir fiber elde
edilememistir. Bu yiizden parametreler degistirilip uzaklik 16,5 cm kalacak sekilde
20 kV degeri kullanilmistir. %5, %10, %15 ve %20 Zn ve Fe iceren yapilarla metal
nanopartikiil igermeyen PCL yapilar ayn1 parametrelerle basarili bir sekilde goriiniir
nanofiber demeti elde edilmistir. Bu asamadan sonra yapilarin taramali elektron
mikroskobuyla morfolojik karakterizasyonu yapilmistir. Sekil 3.3 ve 3.4 PCL, Zn ve
Fe nanopartikiil iceren PCL nanofiberlerin taramali elektron mikroskobu
goriintiilerini gostermektedir. Sekil 3.4’de goriildiigii tizere Sekil 3.2°de elde edildigi
gibi PCL nanofiber yapilar basariyla elde edilmistir. Sekil 3.5, farkli oranlarda Fe
nanopartikiil iceren PCL kompozit nanofiberlerin SEM goriintiilerini icermektedir.
Yer yer agglomerasyona rastlanilsa da nanofiber formun korundugu gézlenmistir. En
az Fe nanopartikiil iceren PCL/Fe5 6rnegi homojen bir dagilim ve en ince nanofiber
icerirken, Fe nanopartikiilin kompozisyon icerisindeki orani arttikga daha kalin

nanofiberlerin olustugu ve bu fiberlerin birbirlerine yer yer yapistigir gozlenmistir.
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Ayni sekilde Fe nanopartikiil oran1 arttik¢a nanofiberlerde yer yer baloncuk olusumu

da gozlenmistir.

SEI  10kV SEI  10kV X2.500 =———10um

Sekil 3.4. Uzaklik 16,5 cm ve gerilim 20 kV kullanilarak iiretilen PCL nanofiberlerin SEM goriintiileri: (a) x500
ve (b) x2500 biiyiitmede ¢ekilmis gortintiileri temsil etmektedir.

Sekil 3.6’da ise farkli oranlarda Zn nanopartikiil iceren PCL nanofiberlerin SEM
goriintiilerine yer verilmistir. Fe nanopartikiil iceren 6rneklerde oldugu gibi en diisiik
Zn nanopartikiil iceren PCL kompozisyonu en ince ve homojen nanofiberlerin
tretilmesini saglamistir. Bununla beraber, Fe iceren kompozisyonlardan farkl
olarak, Zn nanopartikiil orami artttkca dogru orantili olarak nanofiberlerin
homojenitesi bozulmadig1 sdylenebilir. Sekil 3.5¢ ve f’de, daha az Zn orani igeren
sekil 3.5g ve h’den farkli olarak daha az agglomerasyon ve fiberlerin birbirlerine
yapigmasi gozlenmistir. Hem Fe hem de Zn nanopartikiiller igeren PCL nanofiber
yapilarda yer yer birlesme goriilmesi elektrik alani igerisinde olusan fiberlerde
olagan bir durum olarak yorumlanmistir (Sekil 3.5 ve 3.6). Hem Zn hem de Fe
nanopartikiil dolgu maddeleri oldukg¢a iletken yapiya sahiptir. Elektron-egirme
alanindaki gerilim nanofiber olusturmasi amaciyla yerlestirilen kompozisyonun
iletkenligine bagl olarak nanofiber olusumuna ve morfolojiye dogrudan etki eder.
Oranlarin arttirilmasiyla iletkenlik artacaktir fakat s6z konusu durumda bir parametre

daha nanofiber olusumu ve morfolojiyi etkilemektedir. Bu parametre akigkanliktir.
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Sekil 3.5. (a ve b) PCL/Fe5, (c ve d) PCL/Fel0, (e ve f) PCL/Fel5 ve (g ve h) PCL/Fe20 nanofiberlerin taramali
elektron mikroskobu goriintiileri.
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Sekil 3.6. (a ve b) PCL/Zn5, (c ve d) PCL/Zn10, (e ve f) PCL/Zn15 ve (g ve h) PCL/Zn20 nanofiberlerin taramali
elektron mikroskobu goriintiileri.
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Genel olarak igerikte hi¢gbir dolgu maddesi bulunmayan polimer ¢ozeltilerinin sadece
konsanstrasyonunu degistirerek akiskanligin nanofiber olusturmaya etkisinin
incelendigi bir¢ok calisma bulunmaktadir. Akiskanlik iletkenlikle beraber nanofiber
morfolojisi tlizerinde etkin rol oynar. Ne var ki bu ¢aligmada her ikisi ayn1 anda
degistigi icin bu parametreleri kontrol etmek ve bunlarin tizerinde yorum yapmak
oldukca zordur. Bunun yaninda genel olarak Sekil 3.5 ve 3.6°daki tim SEM
goriintiilerine bakildiginda igeriginde bulunan metal nanopartikiillerin ve oranlarinin

nanofiber olusumunu engellemedigi goriilmiistiir.

Sekil 3.7, %10 oraninda metal nanopartikiil igeren Orneklerden rastgele segilen
goriintiilerdir. Gorilintiiler taramali elektron mikroskobundan alinmistir. Goriintiilerde
parlak noktalarin metal nanopartikiil oldugu anlasilmaktadir. Metal nano
parcaciklarin kompozit yapi igerisine homojen dagildigr goriilmektedir (Sekil 3.7a
ve b). Sekil 3.7c’de goriildiigii tizere ilgili parlak noktaya yaklasildiginda
nanopargaciklarin toplandig1 adaciklari gormek miimkiin olmustur. Bu parcaciklarin
caplart Olgiildiigiinde nanoparcaciklarin daha once belirlenen boyutlariyla uyumlu

oldugu goriilmektedir.

View field: 69.2 ym Det: SE 20pm
SEM MAG: 3.00 kx  Date{midly): 0W0Z/15

Sekil 3.7. (a) PCL/Zn10, (b) PCL/Fel0, (c) PCL/Fel0 6rneklerinin taramali elektron mikroskobu goriintiileri.

3.3.2. Kompozit materyallerin mekanik karakterizasyonu

Biyomalzemelerin mekanik 06zelliklerinin, hedef dokunun mekanik 6zelliklerini

karsilamasi, doku entegrasyonu ve gelisimi i¢in son derece Onemlidir. Bozunur
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biyomalzemeler i¢in bu duruma ilaveten bozunma siiresince zarar gérmiis dokunun
yani implantasyon bolgesinin mekanik biitiinliiglinii saglamasi o6nemlidir. Sinir
kilavuz kanallar1 yap1 olarak yumusak dokuyla uyumlu ve dikisle implanta edilebilir
mekanik yapiya sahip olmalidir. Cok sert malzemeler dikislenemediginden dolay:
uygun olmamaktadir. Bunun yaninda ¢ok yumusak bir yapida dikis noktalarindan
yirtilmaya yol acabilir. Bu calismada gelistirilen materyaller ¢cekme testi ig¢in
literatiirde “dog bone” olarak adlandirilan sekilde kesilip 50 Newton yiik hiicresi
bagli mekanik test cihaziyla (Lloyd Instrument, Fareham, UK) dakikada 10 mm hizla
ilerleyen cekme deneyi yapilmistir. Her bir 6rnegin kalinligi kumpasla 5 farkli
yerden Ol¢iiliip ortalamalar1 alinip cihazin yaziliminda ilgili kisma girilmistir. Her
gruptan bes ornek kullanilarak deney sonunda ortalamalart alinmistir. Nanopartikiil
icermeyen PCL nanofiber matriks de kontrol grubu olarak ¢ekme deneyine tabi
tutulmustur. Deney sonucunda kopma uzunlugu (% olarak), ¢cekme dayanimi ve

modulus degerleri elde edilmistir.

Tablo 3.4 ve 3.5 swrasiyla Zn ve Fe nanopartikiil iceren PCL nanofiber yapilarin
cekme mekanik ozelliklerini listelemektedir. Her tablonun basinda karsilastirma
amaciyla metal nanopartikiil icermeyen PCL nanofiber matriksin de ¢cekme mekanik
ozellikleri eklenmistir. Tablo 3.4’te goriildiigii lizere Zn nanopartikiiliin PCL matriks
yapt igerisinde bulunmasi kompozisyon igerigindeki miktara bagli olarak PCL
matriksin ¢ekme mekanik 6zelliklerini gelistirmistir. Ozellikle %15°e kadar oranda
Zn nanopartikiil igermesi kopma uzunlugu, modulus degerleri ve ¢ekme dayanimini
oldukca arttirmistir. Bunun yaninda, %20 oraninda Zn nanopartikiil icermesi
modulus degerini arttirirken ¢ekme dayanimini ve kopma uzunlugunu azaltmistir.
Mekanik 6zelliklerin en ¢ok arttig1 oran %S5 olup, Zn nanopartikiil miktar1 arttikca
mekanik Ozellikler azalmistir. PCL/Zn5’e gore azalma gozlemlenmesine ragmen
%10 ve %15 oranlarinda PCL matriksle karsilastirildiginda kopma uzunlugu,
modulus degeri ve ¢ekme dayanimi olarak PCL’e gore yiiksek cikmigtir. Diger
taraftan PCL matriks icerisine Fe nanopartikiil eklenmesi de mekanik acidan Zn
nanopartikiil ile benzer bir davranig sergilemistir (Tablo 3.5). Fe nanopartikiiller de
matriks icerigindeki miktara bagli olarak mekanik 6zellikleri gelistirmistir. Zn iceren

gruplarda oldugu gibi %5 Fe nanopartikiil igeren PCL/Fe5 6rnegi mekanik ac¢idan en
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yiiksek degerlere sahiptir. Zn nanopartikiillerden farkli olarak, Fe iceren gruplarda
%20 1icerikte bile PCL matrikse gore yiiksek cekme mekanik ozellikleri elde

edilmistir.
Tablo 3.4. Zn nanopartikiil iceren materyallerin mekanik 6zellikleri
Ornek % Kopma Modulus Degeri Cekme Dayanimi
Uzunlugu (MPa) (MPa)

PCL 169,81+35,05 24,147,14 14,48+1,06
PCL/Zn5 242,52+33,84 69,96+18,8 25,08+9,96
PCL/Zn10 228,7+32,37 55,63+18,99 18,27+3,89
PCL/Zn15 185,62443 .41 57,29+31,8 16,67+4,03
PCL/Zn20 167,61+£38,28 50,01+9,23 11,09+9,33

Tablo 3.5. Fe nanopartikiil igeren materyallerin mekanik dzellikleri
Ornek % Kopma Modulus Degeri  Cekme Dayanimi
Uzunlugu (MPa) (MPa)

PCL 169,81+35,05 24,147,14 14,48+1,06
PCL/Fe5 243,65+25,04 66,03+11,01 22,26+10,88
PCL/Fel0 221,93+23,21 56,21+18,89 20,93+10,68
PCL/Fel5 262,22+15,80 54,65+11,41 18,64+5,45
PCL/Fe20 186,96+18,74 46,16+11,22 12,02+4,95

Nano boyutta dolgu maddeleri yapi igerisinde mikro boyutlu dolgu maddelerine gore
daha iyi uyum sagladig1 i¢cin mekanik 6zellikleri daha ¢ok gelistirir. Bu durum ana
matriks icerisindeki orana gore degismektedir. Bunun yaninda siliphesiz her yapida
oldugu gibi dolgu maddelerinin yapinin biitiinliiglinii bozdugu bir sinir vardir. Hem
Fe hem de Zn nanopartikiiller yaklasik olarak yakin biiylikliige sahiptir. Metal
nanopartikiil igeren PCL kompozit yapilarda nanopartikiillerin homojen bir sekilde
dagilmasimi saglamak i¢in PCL soliisyonu igerisinde sonikasyonla dagitma islemi
uygulanmistir. Bu prosesle Fe nanopartikiillerin Zn nanopartikiillere gore daha
homojen bir dagilim sagladig1 sonucuna varilmistir. Bununla beraber hem Zn hem de
Fe nanopartikiillerin yapiya sertlik kazandirdig1 ve bunun yaninda uzama katsayisini
da arttirdig1 sonucu ¢ikmaktadir. Metallerin polimerlere gore sert yapilar oldugu goz

Oniinde bulunduruldugunda bu durum beklenildigi gibidir.
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3.3.3. Kompozit materyallerin iletkenlik 6l¢iim calismalar:

Malzemeler dlgiime 1x1 cm? bigiminde kesilerek hazirlanmistir. Olciimden hemen
Once viicut sivisin taklit eden fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS, pH = 7,4) 37°C’de
ortalama 30 dakika bekletilmistir (Sekil 3.8). Olgiimlerin her biri iki 6rnekle
gergeklestirilmistir. Olgiimlerde Hp-Agilent firmasmin 4155B parametre analizorii
kullanilmistir. Orneklerin hepsinde ayni temas noktalarmin saglanmasi igin drnekler
arasinda 8 mm bosluk bulunan bakir yiizeyler iizerine konulmus ve {izerinden yine
iletkenlerle iki tarafli temas saglanmistir. Daha sonra bu yap1 parametre analizoriiniin
temas uglarina krokodiller vasitasiyla baglanmistir. Krokodiller tutturulurken hem
alttaki bakir plakaya hem de iistteki iletkene temas etmesine 6zen gosterilmistir.
Cihaz tlizerinde gerekli ayar ve programlama yapilip, asagida belirtilen gerilim
adimlarinin her birinin birer seferde alinmasi saglanmistir. Bu 6l¢timler sonucunda

elde edilen degerler grafik olarak ¢izilmistir.

Sekil 3.8. (a) Iletkenlik 6l¢iimii i¢in kullanilan cihazin 6rnek yerlestirme modiilii, (b) érneklerin 6lgiim ncesi

fosfat tampon ¢6zeltisinde bekletilmesi, (c) 6l¢tim igin hazirlanan malzeme.
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Olgiimler iki farkli gerilim aralig1 kullanilarak yapilmistir:

—200 mV ile 200 mV arasi, 0,5 mV adimlarla (801 deger)
-2 Vile 2 V arast, 10 mV adimlarla (401 deger)

Viicut icerisinde ve dokular arasinda cok kii¢lik gerilimler s6z konusu oldugu i¢in
200 mV’luk deger se¢ilmis, bunun yaninda biiylik gerilimlerde iletkenlik
davranigimin  degisip degismediginin kontrolii amaciyla 2 V’luk degerler
kullanilmistir. Sekil 3.9 PCL nanofiber materyallerinin her iki gerilim araliginda, iki
farkli 6rnekle yapilan iki tekrardan rastgele secilen gerilime karsi akim grafiklerini
gostermektedir. PCL Orneklerinin hepsi her iki gerilim aralifinda da dogrusal

grafikler vermistir.

|, [smper|

V. [lt]

Sekil 3.9. PCL nanofiber materyalinin akima kars1 gerilim grafigi: (a) —200 mV ile 200 mV aras1 (0,5 mV
adimlarla) ve (b) —2 Vile 2 V aras1 (10 mV adimlarla).

Sekil 3.10 ve 3.11°de 6l¢tim yapilan iki materyalden biri secilerek yukarida belirtilen
her iki gerilim aralifinda, gerilime kars1 akim grafikleri sirasiyla Zn ve Fe iceren
nanopartikiil i¢in verilmistir. Tim kompozit yapilar her iki gerilim aralifinda da
miikemmele yakin dogrusal grafik vermislerdir. Hem demir hem de ¢inko metal
olmalarindan kaynaklanan dogasinda bulunan serbest elektronlarin hareketi sebebiyle
son derece iyi birer iletken olarak bilinmektedir. Bunun yaninda malzemelerin nano

boyuta indirgenmesiyle davranislarinda degisiklik olmast s6z konusudur.
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Sekil 3.10. Zn nanopartikiil igeren PCL nanofiber kompozit materyallerinin akima karg1 gerilim grafigi: (a ve b)

PCL/Zn5, (c ve d) PCL/Zn10, (e ve f) PCL/Zn15 ve (g ve h) PCL/Zn20. Sag siitun —200 mV ile 200

mV arasi (0,5 mV adimlarla) adimlari ve sol siitiin —2 V ile 2 V aras1 (10 mV adimlarla).
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Sekil 3.11. Fe nanopartikiil igeren PCL nanofiber kompozit materyallerinin akima kars1 gerilim grafigi: (a ve b)
PCL/Fe3, (c ve d) PCL/Fel0, (e ve f) PCL/Fel5 ve (g ve h) PCL/Fe20. Sag siitun —200 mV ile 200

mV arasi (0,5 mV adimlarla) adimlar1 ve sol siitiin -2 V ile 2 V aras1 (10 mV adimlarla).
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Bu caligmayla iletkenlik 6l¢iimiinden 6nce malzemelerin iletkenliklerinin dogrusal
olup olmadiklar1 teyit edilerek yiiksek gerilimlerde oldugu kadar metabolizmaya
uygun nispeten kiiciik gerilimlerde de Slgiimler yapilmistir. Bu sonuglar da hem
PCL’in hem de demir ve ¢inko nanopartikiil iceren kompozit yapilarin

iletkenliklerinin son derece dogrusal oldugunun gostergesidir.

Ikinci asama olarak her bir kompozit grup ve kontrol grubu olarak nanopartikiil
icermeyen PCL matriks i¢in iletkenlik dl¢timleri yapilmistir.

Iletkenlik i¢in hesaplama su sekilde yapilmistir:

¥ =1/(RxA) (3.1)

Burada “l” 6rnegin uzunlugu, “A” kesit alan1 ve “R” ise elektriksel direnci
gostermektedir. Rastgele secilen 10 V’daki degerler i¢in bulunan iletkenlik sonuglari

asagidaki Tablo 3.6’da verilmistir:

Tablo 3.6. Kompozit materyallerin iletkenlikleri

Malzeme Elektriksel iletkenlik (S/cm)
PCL 0,0013
PCL/Zn5 0,0064
PCL/Zn10 0,0233
PCL/Znl5 0,0527
PCL/Zn20 0,0856
PCL/Fe5 0,0041
PCL/Fel0 0,0152
PCL/Fel5 0,0396
PCL/Fe20 0,0741

PCL biyobozunur bir polimer olup elektriksel olarak son derece yalitkan bir
malzemedir. PCL igin ¢ikan iletkenlik sonucu, oncesinde fosfat tampon ¢ozeltisiyle
muamele edilmesinden kaynaklanan igerigine sizmis su ve tuzlardan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Metal nanopartikiiller PCL yapinin iletkenligini miktara bagh

olarak olduk¢a arttirmistir. Genel olarak bakildiginda Zn igeren kompozitler Fe
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icerenlere gore daha yiiksek iletkenlik sonucu vermistir. Bunun sebebi olarak ¢inko

metalinin demir metalinden daha iletken olmasi gosterilebilir.

3.4. Biyolojik Degerlendirme

Bu c¢alismada sinir dokusu hasarlar1 i¢in kullanilmak iizere biyobozunur ve iletken
sinir kilavuz kanali materyalleri gelistirilmesi iizerinde ¢alisilmigtir. Bu amagla PCL
yap1 igerisine degisen miktarlarda eklenen Zn ve Fe nanopartikiilleri nanofiber olarak
elektron-egirme yontemiyle elde edilmis, daha sonrasinda kimyasal ve fiziksel
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Viicut i¢i uygulamalara uygun olup olmadiginin
ortaya konmasi agisindan in vitro hiicre toksisite ve ndron proliferasyon iligkileri
incelenmistir. Elde edilen bulgular ile istatiski calisma yapilmstir. Istatiksel analizler
icin IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanilmistir. Calisma
verileri degerlendirilirken parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Kruskal
Wallis testi ve farkliliga neden olan grubun tespitinde Mann Whitney U testi
kullanilmistir. Parametrelerin grup ici karsilastirmalarinda ise Friedman Testi, ikili
karsilagtirmalarinda Wilcoxon isaret testi kullanildi. Anlamlilik p<0,05 diizeyinde

degerlendirilmistir.

3.4.1. Sitotoksisite calismalari

Laktat dihidrogenaz (LDH) sitotoksisite testi, biyomateryal ile hiicrelerin
inkiibasyonu sonucunda, membran yapist bozulan hiicrelerin i¢inde bulunan laktat
dihidrogenaz enziminin besiyerine karisimini Olcen kolorimetrik bir testtir. Bu
calismada elektriksel iletkenlik 6zelliklerin de etkilenmemesi i¢in fibroblast hiicreleri
kullanilmigtir. Her kuyucuga 10.000 hiicre ekilmis, 24 saat sonunda 450 nm
dalgaboyunda o6lgiim gergeklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak Triton X-100 ile
pargalanan hiicreler kullanilmistir. Zn igeren PCL kompozit nanofiber yapilar i¢in

LDH sonuglar1 ve istatistiki degerlendirmeleri Tablo 3.7°de verilmistir.

Gruplar arasinda 1.glin LDH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlaml farklilik

bulunmaktadir (p: 0,013; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin



36

tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; PCL grubunun 1.giin LDH
diizeyi, PCL/Zn10, PCL/Znl5 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL grubunun 1. Giin LDH diizeyi ile PCL/Zn5
grubunun 1.giin LDH diizeyi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0,05). PCL/Zn5 grubunun 1. gin LDH diizeyi, PCL/Znl0,
PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlaml diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049;
p<0,05). PCL/Znl10 grubunun 1.giin LDH diizeyi, PCL/Znl5 ve PCL/Zn20
gruplarindan anlaml diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn15
grubunun 1. Giin LDH diizeyi ile PCL/Zn20 grubunun 1.giin LDH diizeyi arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 3.7. LDH diizeyine iliskin ¢inko iceren materyallerin istatistiki degerlendirmeleri
PCL PCL/Zn5 PCL/Zn10 PCL/Zn15 PCL/Zn20
LDH Ort+SS Ort+SS Ort£SS Ort£SS Ort+SS

1.giin 0,21+0,17 0,4+0,03 0,6+0,09 1,19+0,17 1,09+0,03 0,013*
3.giin 0,81+0,04 0,87+0,07 0,98+0 1,23+0,05 1,11+0,01 0,011*
5.giin 0,82+0,03 0,86+0,03 1,03+0,04 1,29+0,01 1,23+0,05 0,010*
7.giin 13740,06  0,8740,07  1,1740,05  13+0,04 1491022  0,019%
P 0,029+ 0,122 0,029* 0,719 0,029*

! Kruskal Wallis Test 2 Friedman Test * p<0,05

Gruplar arasinda 3.giin LDH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,011; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; PCL grubunun 3.giin LDH
diizeyi, PCL/Zn10, PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL grubunun 3. Giin LDH diizeyi ile PCL/Zn5
grubunun 3.giin LDH diizeyi arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0,05). PCL/Zn5 grubunun 3. giin LDH diizeyi, PCL/Znl0,
PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049;
p<0,05). PCL/Zn10 grubunun 3.giin LDH diizeyi, PCL/Znl5 ve PCL/Zn20
gruplarindan anlamhi diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn20
grubunun 3. Giin LDH diizeyi, PCL/Znl5 grubundan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).
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Gruplar arasinda 5.glin LDH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,010; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; PCL grubunun 5.giin LDH
diizeyi, PCL/Zn10, PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL grubunun 5. Giin LDH diizeyi ile PCL/Zn5
grubunun 5.giin LDH diizeyi arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0,05). PCL/Zn5 grubunun 5. giin LDH diizeyi, PCL/Zn10,
PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049;
p<0,05). PCL/Znl10 grubunun S5.giin LDH diizeyi, PCL/Znl5 ve PCL/Zn20
gruplarindan anlamhi diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn20
grubunun 5. Giin LDH diizeyi, PCL/Znl5 grubundan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).

Gruplar arasinda 7.glin LDH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,019; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti icin yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; PCL/Zn5 grubunun 7.giin LDH
diizeyi, PCL, PCL/Zn10, PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlamh diizeyde
diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn10 grubunun 7.glin LDH diizeyi,
PCL, PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlaml diizeyde diisiik bulunmustur (p:
0,049; p<0,05). PCL grubunun 7. Giin LDH diizeyi ile PCL/Zn15 ve PCL/Zn20
gruplarmin 7.giin LDH diizeyi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0,05). PCL/Zn15 grubunun 7. Giin LDH diizeyi ile PCL/Zn20

grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

PLC Grubunda; 1.glin, 3.giin, 5.glin ve 7.glinlerdeki LDH diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,029; p<0,05). Her bir giin
i¢in bir onceki giine gore artis goriilmekle birlikte, goriilen bu artiglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). PCL/Zn5 Grubunda; 1.giin, 3.giin, 5.giin ve
7.glinlerdeki LDH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0,05). PCL/Znl10 Grubunda; 1.giin, 3.glin, 5.giin ve
7.glinlerdeki LDH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,029; p<0,05). Her bir giin i¢in bir onceki gline gore artig
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goriilmekle birlikte, goriilen bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). PCL/Zn15 Grubunda; 1.giin, 3.giin, 5.giin ve7.glinlerdeki LDH diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).
PCL/Zn20 Grubunda; 1.giin, 3.giin, 5.giin ve7.glinlerdeki LDH diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,029; p<0,05). Her bir giin
icin bir onceki giline gore artis goriilmekle birlikte, goriilen bu artislar istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 3.8 ise Fe igeren PCL nanofiber kompozit yapilarin LDH sonuglarini ve bu

sonuglara dair istatistiki bulgular1 gostermektedir.

Tablo 3.8. LDH diizeyine iliskin demir iceren materyallerin istatistiki degerlendirmeleri

LDH PCL PCL/Fe5 PCL/Fel0 PCL/Fel5s PCL/Fe20

Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS P
1.giin 0,21+0,17 0,24+0 0,27+0,03 0,29+0,07 0,29+0,08 0,729
3.giin 0,81+0,04 0,27+0,06 0,28+0,04 0,3+0 0,44+0,01 0,026*
5.giin __ 0,82+0,03 0.390,01 0.34=0,02 0.3520,02 0,42+0,01  0,011%
7.giin_ 1,37+0,06 0.51=0,08 0.5220,03 0.5220,03 0,82+0,11  0,028*
p 0,029* 0,042* 0,072 0,042* 0,029*
! Kruskal Wallis Test 2 Friedman Test * p<0,05

Gruplar arasinda 1.giin LDH diizeyleri a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p<0,05). Gruplar arasinda 3.giin LDH diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,026; p<0,05). Anlamliligin
hangi gruptan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda;
PCL/Fe5 grubunun 3.giin LDH diizeyi, PCL ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fe5 grubunun 3.giin LDH
diizeyi ile PCL/Fel0 ve PCL/Fel5 gruplan arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0,05). PCL/Fel0 grubunun 3.giin LDH diizeyi, PCL ve
PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).
PCL/Fel0 grubunun 3.giin LDH diizeyi ile PCL/Fel5 gruplari arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05). PCL/Fel5 grubunun 3.giin
LDH diizeyi, PCL ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur
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(p: 0,049; p<0,05). PCL/Fe20 grubunun 3.giin LDH diizeyi, PCL grubundan anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur (p:0,049; p<0,05).

Gruplar arasinda 5.giin LDH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,011; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; PCL/Fel0 grubunun 5.giin LDH
diizeyi, PCL, PCL/Fe5 ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fel0 grubunun 5. gin LDH diizeyi ile
PCL/Fel5 grubu arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0,05). PCL/Fel5 grubunun 5.giin LDH diizeyi, PCL, PCL/Fe5 ve PCL/Fe20
gruplarindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fe5
grubunun 5.giin LDH diizeyi, PCL ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fe20 grubunun 5.giin LDH diizeyi, PCL
grubundan anlamli1 diizeyde diisiik bulunmustur (p:0,049; p<0.05).

Gruplar arasinda 7.giin LDH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,028; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; PCL/Fe5 grubunun 7.giin LDH
diizeyi, PCL ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p:
0,049; p<0,05). PCL/Fe5 grubunun 7.glin LDH diizeyi ile PCL/Fel0 ve PCL/Fel5
gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).
PCL/Fel0 grubunun 7.giin LDH diizeyi, PCL ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamh
diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fe/10 grubunun 7.giin LDH
diizeyi ile PCL/Fel5 grubunun 3.giin LDH diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05). PCL/Fe/l5 grubunun 7.giin LDH diizeyi, PCL ve
PCL/Fe/20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p:0,049; p<0,05).
PCL/Fe/20 grubunun 7.giin LDH diizeyi, PCL grubundan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p:0,049; p<0,05).

PLC Grubunda; 1.glin, 3.giin, 5.glin ve7.glinlerdeki LDH diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0,029; p<0,05). Her bir giin i¢in

bir 6nceki giine gore artig goriilmekle birlikte, goriilen bu artislar istatistiksel olarak
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anlamli bulunmamistir (p>0,05). PCL/Fe5 Grubunda; 1.giin, 3.giin, 5.giin ve
7.glinlerdeki LDH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,042; p<0,05). Her bir giin i¢in bir onceki gline goére artis
goriilmekle birlikte, goriilen bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). PCL/Fel0 Grubunda; 1.giin, 3.giin, 5.giin ve7.glinlerdeki LDH diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).
PCL/Fel5 Grubunda; 1.giin, 3.gilin, 5.glin ve7.glinlerdeki LDH diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,042; p<0,05). Her bir giin
icin bir onceki giline gore artis goriilmekle birlikte, goriilen bu artislar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). PCL/Fe20 Grubunda; 1.giin, 3.giin, 5.giin ve
7.giinlerdeki LDH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,029; p<0,05). Her bir giin i¢in bir onceki gline gbre artis
goriilmekle birlikte, goriilen bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0,05).

Tiim sonuglar ve istatistiki veriler goz oniinde bulunduruldugunda bir hafta sonunda
cinko igeren drneklerde PCL/Zn5 grubunda diger kompozit yapilara gore en az hiicre
olimii gergeklestigi goriilmiistiir. Bunun yaninda bu grup nanopartikiil icermeyen
PCL nanofiber matrikse gore bile daha az toksik ¢ikmistir. Bunun sebebinin Zn
nanopartikiiliinden agiga ¢ikan ve hiicre ortamina karigan ¢inko iyonlarmin katalizor
etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ayni sekilde PCL/Zn10 materyali de kontrol grubu
olan PCL materyaline gore daha az toksik ¢ikmistir. Zn nanopartikiil oran1 arttikca
toksisite de artmis olmasina ragmen PCL grubuyla karsilastirildiginda toksisitelerinin
oldukca diisiik oldugu goriilmiistiir. Demir icerikli biyomateryal gruplarinda da ¢inko
iceren yapilarla benzer bir durumun ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir. Bir hafta sonunda
PCL/Fe5, PCL/Fel0 ve PCL/Fel5 gruplarinin hiicre 6liim oranlarmin birbirlerine
¢ok yakin oldugu bulunmustur. PCL/Fe20 grubunda toksisite artmis, fakat Fe igeren
tim gruplar PCL grubuna gore toksik oOzellik gostermedigi gibi hiicrelerin
cogalmasini tesvik etmistir. Bu durumun Zn’de olugu gibi Fe nanopartikiillerinden
hiicre ortamina salinan demir iyonlarmin katalizor etkisi gostererek hiicre

cogalmasini tesvik ettigi diistiniilmektedir.
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3.4.2. Noron materyal iliskisi

Calismanin bu boliimiinde bir 6nceki boliimden farkli olarak materyallerin elektriksel
iletkenliklerinin ndron hiicreleri iizerinde etkileri incelenmistir. U87 hiicre hatti hem
noron Ozelligi tagidig hem de nispeten diger noron tiplerine gore daha hizli gogaldig
icin tercih edilmistir. Sekil 3.12 farkli pasajlama zamanlarinda hiicrelerin 1s1k

mikroskobu altinda goriintiilerini gostermektedir. Goriildiigli lizere hiicreler ndron

karakteristik morfolojisine sahip olup hizli bir cogalma gostermistir.

Sekil 3.12. Noroglioblastoma hiicrelerinin pasajlama esnasinda 1. hafta (a, b), 2. hafta (c, d) ve 3. hafta (d, e) 151k

mikroskobu goriintiileri.
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MTS testi canli hiicrelerin metabolik aktivitesi sonucu olusan formazan
bilesiklerinin, 490 nm dalgaboyunda 6l¢limiine dayanan kolorimetrik bir testtir. Bu
calismada her kuyucuga biyomateryalin yerlestirilmesini takiben 2.000 hiicre
ekilmis, 24 saat sonunda test uygulanmistir. Kontrol olarak biyomateryalle kaplh
olmayan kuyucuklara ekilen hiicreler kullanilmistir. Tablo 3.9’da MTS sonuglar1 ve

bu sonugclara ait istatistiki degerlendirmelere yer vermistir.

Tablo 3.9. MTS diizeyine iliskin ¢inko i¢eren materyallerin istatistiki degerlendirmeleri
MTS PCL PCL/Zn5 PCL/Zn10 PCL/Zn15 PCL/Zn20
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS

Lgiin  1,03+0,01 2,57+0 2,99:£0,02 3,35+0,02  2,82+0,07  0,009%
3.giin  2,62+0,01 2,66+0 3,3240,02 3,78+0,06  2,94+0,02  0,009*

5.giin 2,59+0,01 3,28+0 3,510 3,67+0,03 3,10+0,01  0,009*
7.giin 3,03+0 3,45+0,04 3,60 3,11+0,04 3,13+0,08  0,012%
p 0,029* 0,029* 0,029* 0,029* 0,042*

! Kruskal Wallis Test 2 Friedman Test *p<0,05

Gruplar arasinda 1.glin MTS diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,009; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; PCL grubunun 1.giin MTS
diizeyi, PCL/Zn5, PCL/Zn10, PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlaml diizeyde
diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn5 grubunun 1.giin MTS diizeyi,
PCL/Zn10, PCL/Znl15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlamh diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,046; p<0,05). PCL/Zn20 grubunun 1.giin MTS diizeyi, PCL/Zn10
ve PCL/Zn15 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,046; p<0,05).
PCL/Zn10 grubunun 1.giin MTS diizeyi, PCL/Zn15 grubundan anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur (p:0,049; p<0,05).

Gruplar arasinda 3.giin MTS diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,009; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; PCL grubunun 3.giin MTS
diizeyi, PCL/Zn5, PCL/Zn10, PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlaml diizeyde
disiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn5 grubunun 3.giin MTS diizeyi,
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PCL/Zn10, PCL/Znl5 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn20 grubunun 3.giin MTS diizeyi, PCL/Zn10
ve PCL/Znl15 gruplarindan anlamli diizeyde diisiikk bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).
PCL/Zn10 grubunun 3.glin MTS diizeyi, PCL/Znl5 grubundan anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).

Gruplar arasinda 5.giin MTS diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,009; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; PCL grubunun 5.giin MTS
diizeyi, PCL/Zn5, PCL/Zn10, PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlamli diizeyde
disiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn20 grubunun 5.giin MTS diizeyi,
PCL/Zn5, PCL/Zn10 ve PCL/Zn15 gruplarindan anlaml diizeyde diisiik bulunmustur
(p: 0,049; p<0,05). PCL/ZnS5 grubunun 5.giin MTS diizeyi, PCL/Zn10 ve PCL/Zn15
gruplarindan anlamhi diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn10
grubunun S.glin MTS diizeyi, PCL/Znl5 grubundan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).

Gruplar arasinda 7.glin MTS diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,012; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; PCL grubunun 7.giin MTS
diizeyi, PCL/Zn5, PCL/Zn10, PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplarindan anlaml diizeyde
diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Zn15 grubunun 7.glin MTS diizeyi,
PCL/Zn5 ve PCL/Zn10 gruplarindan anlamh diizeyde diisiik bulunmustur (p:0,049;
p<0,05). PCL/Zn20 grubunun 7.giin MTS diizeyi, PCL/Zn5 ve PCL/Znl0
gruplarindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p:0,049; p<0,05). PCL/Zn5
grubunun 7.giin MTS diizeyi, PCL/Zn10 grubundan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p:0,049; p<0,05). PCL/Zn15 ve PCL/Zn20 gruplar1 arasinda anlamli
bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

PLC Grubunda; 1.glin, 3.glin, 5.glin ve 7.glinlerdeki MTS diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,029; p<0,05). 3. giin ve 5.

giin arasinda goriilen azalis disinda diger gilinler arasinda artig goriilmekle birlikte,
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goriilen bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). PCL/Zn5
Grubunda; 1.giin, 3.giin, 5.glin ve 7.glinlerdeki MTS diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,029; p<0,05). Her bir giin i¢in bir 6nceki
giine gore artis goriilmekle birlikte, goriilen bu artislar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). PCL/Zn10 Grubunda; 1.giin, 3.gilin, 5.giin ve 7.glinlerdeki
MTS diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,029;
p<0,05). Her bir giin i¢in bir 6nceki giline gore artis goriilmekle birlikte, goriilen bu
artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). PCL/Zn15 Grubunda;
l.glin, 3.giin, 5.glin ve 7.giinlerdeki MTS diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilbik bulunmaktadir (p:0,029; p<0,05). 1. giinden 3. giline artis
goriiliirken, 3. glinden 7. giine kadar azalis goriilmekle birlikte, goriilen bu degisimler
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). PCL/Zn20 Grubunda; 1.giin,
3.glin, 5.glin ve 7.glnlerdeki MTS diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmaktadir (p:0,042; p<0,05). Her bir giin i¢in bir 6nceki giine gore artis
goriilmekle birlikte, goriilen bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0,05).

Tablo 3.10’da Fe igeren kompozit materyallerin MTS sonuglar1 ve bu sonuglara ait
istatistiki degerlendirmelerine yer verilmektedir. Gruplar arasinda 1.giin MTS
diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,012;
p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalar sonucunda; PCL grubunun 1.giin MTS diizeyi, PCL/Fe5, PCL/Fel0,
PCL/Fel5 ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamh diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049;
p<0,05). PCL/Fe5 grubunun 1.giin MTS diizeyi, PCL/Fel0, PCL/Fel5 ve PCL/Fe20
gruplarindan anlaml diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fe20
grubunun 1.glin MTS diizeyi, PCL/Fel0 ve PCL/Fel5 gruplarindan anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fel0 grubunun 1. giin MTS diizeyi ile
PCL/Fel5 grubunun 1. giin MTS diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamustir (p: 0,507; p>0,05).
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Tablo 3.10. MTS diizeyine iliskin demir iceren materyallerin istatistiki degerlendirmeleri

PCL PCL/Fe5 PCL/Fel0 PCL/Fel5S PCL/Fe20
1
p
MTS Ort+SS Ort£SS Ort£SS OrtsSS  Ort«SS
1.giin 1,03+0,01 2,43+0 3,18+0 3,08+0,15 2,65+0 0,012*
3.giin 2,62+0,01 3,43+0,06 3,61+0.05 3,8+0,01 3,67+0,01 0,010*
5.giin 2,59+0,01  3.45:0,01  3,640.04  3,8£0,01  3,83x0,01  0,009*%
7.giin 3,030 3,560 3,9240 3,94:0,02  3,97£0,01  0,011%
2 0,029* 0,042* 0,042* 0,042* 0,029*
! Kruskal Wallis Test 2 Friedman Test * p<0.05

Gruplar arasinda 3.giin MTS diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,010; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; PCL grubunun 3.giin MTS
diizeyi, PCL/Fe5, PCL/Fel0, PCL/Fel5 ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde
disiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fe5 grubunun 3.giin MTS diizeyi,
PCL/Fel0, PCL/Fel5 ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamhi diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fel5 grubunun 3.giin MTS diizeyi, PCL/Fel0
ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).
PCL/Fel0 ve PCL/Fe20 gruplarmmin 3.giin MTS diizeyleri arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamustir (p: 0,077; p>0,05).

Gruplar arasinda 5.giin MTS diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,009; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; PCL grubunun 5.giin MTS
diizeyi, PCL/Fe5, PCL/Fel0, PCL/Fel5 ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamhi diizeyde
diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fe5 grubunun 5.giin MTS diizeyi,
PCL/Fel0, PCL/Fel5 ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fel0 grubunun 5.giin MTS diizeyi, PCL/Fel5
ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamh diizeyde diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).
PCL/Fel5 grubunun 5.giin MTS diizeyi, PCL/Fe20 grubundan anlaml diizeyde
diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).
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Gruplar arasinda 7.glin MTS diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,011; p<0,05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; PCL grubunun 7.glin MTS
diizeyi, PCL/Fe5, PCL/Fel0, PCL/Fel5 ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). Fe%5 grubunun 7.giin MTS diizeyi,
PCL/Fel0, PCL/Fel5 ve PCL/Fe20 gruplarindan anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p: 0,049; p<0,05). PCL/Fe20 grubunun 7.giin MTS diizeyi, PCL/Fel0
ve PCL/Fel5 gruplarindan anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p: 0,049; p<0,05).
PCL/Fel0 ve PCL/Fel5 gruplarmmin 7.giin MTS diizeyleri arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamustir (p: 0,184; p>0,05).

PLC Grubunda; 1.glin, 3.glin, 5.glin ve 7.glinlerdeki MTS diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,029; p<0,05). 3. giin ve 5.
giin arasinda goriilen azalis disinda diger giinler arasinda artis goriilmekle birlikte,

goriilen bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir (p>0,05).

PCL/Fe5 Grubunda; 1.giin, 3.giin, 5.giin ve 7.glinlerdeki MTS diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,042; p<0,05). Her bir giin
i¢in bir onceki giine gore artis goriilmekle birlikte, goriilen bu artiglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05). PCL/Fel10 Grubunda, 1.giin, 3.giin, 5.giin ve
7.glinlerdeki MTS diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p: 0,042; p<0,05). Her bir giin i¢in bir Onceki gline gore artis
goriilmekle birlikte, goriilen bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). PCL/Fe%!15 Grubunda; 1.giin, 3.giin, 5.giin ve 7.giinlerdeki MTS diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0,042; p<0,05). Her
bir giin i¢in bir onceki giine gore artis goriilmekle birlikte, goriilen bu artislar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). PCL/Fe20 Grubunda; 1.giin,
3.glin, 5.glin ve 7.giinlerdeki MTS diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmaktadir (p: 0,029; p<0,05). Her bir giin i¢in bir 6nceki giine gore artis
goriilmekle birlikte, goriilen bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0,05).
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Sonu¢ olarak bir hafta sonundaki degerlere bakildiginda hiicre proliferasyonunun
metal nanopartikiillerin eklenmesiyle tesvik edildigi ortaya c¢ikmustir. Zn grubu
icerisinde en iyi proliferasyonu destekleyen grup PCL/Zn5, Fe grubu igerisinde
PCL/Fe5’tir. Metal nanopartikiil degerleri arttik¢a proliferasyon devam etmis fakat

tesvik orani %5 nanopartikiil iceren gruplara gore azalmistir.



BOLUM 4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu c¢alismada ¢inko ve demir olmak {izere iki farkli metal nanopartikiil degisen
oranlarda kullanilarak PCL matriks igerisinde elektronegirme yontemiyle nanofiber
olarak islenerek sinir dokusu icin rejeneratif tipta kullanilmak {izere biyobozunur
matriksler elde edilmistir. Uretilen malzemelerin &zellikle iletkenlik dzelliginden
dolay1 sinir dokusunun yenilenmesi ve icerigindeki metallerin biyobozunur 6zellikli
olmasindan dolay1 uzun vadede viicut igerisinde toksik bir etkiye sebep olmayacagi
Ongoriilmistiir. Materyalin =~ fonksiyonelligine deger katacak olan metal
nanopartikiillerle diizgiin morfolojik yapida nanokompozit elde edilmis ve
nanopartikiillerin kompozit yap1 igerisine dagilimi taramali elektron mikroskobuyla
gozlemlenmistir. SEM goriintiilerinden elde edilen EDX analizlerinden metal
nanopartikiillerin homojen bir dagilima sahip oldugu fakat bir miktar aglomerasyon
olustugu gozlenmistir. Mekanik deneyler, metal nanopartikiillerin PCL matriksin
sertlik ve dayanimini arttirdigini ortaya koymustur. Farkli gerilim degerleri altinda
iletkenlik olctimleri gerceklestirilmis olup malzemelerin degisen gerilimlerde
dogrusal iletkenlik gosterdikleri sonucu ortaya ¢ikmistir. Malzemelerle yapilan hiicre
toksisite ¢alismalarinda malzemelerin herhangi bir toksikolojik etkiye sahip
olmadiklar1 gibi tam tersine fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini destekleyici 6zellikte
oldugu bulgusu elde edilmistir. Noron 6zellikli hiicrelerle yapilan arastirmalarda ise
malzemelerin icerigindeki orana bagli olarak proliferatif etkisi oldugu ortaya
konmustur. Cinko nanopartikiil iceren PCL nanokompozit yapilar demir nanopartikiil
iceren yapilara gore fibroblastlar lizerinde daha ¢ok proliferatif etki gosterdigi igin
cinko nanopartikiillerin biyomalzeme kullaniminda oOncelik verilmesi gerektigi
sonucuna varilmistir. Noroglial hiicreler lizerinde cogalma etkisine bakilarak %10
¢inko nanopartikiil iceren nanokompozit yapinin sinir rejenerasyonu materyali i¢in

en uygun oldugu sonucuna varilmistir.
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