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OZET
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Timpanoplasti ameliyat1 basta orta kulak iltihab1 olmak iizere degisik nedenlerle kulak
zarindaki perforasyonun tamir edildigi bir ameliyattir. Burada onarim icin genellikle
temporal kas fasyasi, tragal kartilaj, perikondriyum, yag gibi otogreft malzemeleri siklikla
kullanilmakta ve ameliyatlarin bir kisminda greft basarisizligi ile karsilasilmaktadir.
Ameliyatta yasanan zorluklar, greft uygulama basarisizligi, ameliyat sonrasi
komplikasyonlar timpanoplastinin olumsuzluklaridir. Saglik biyoteknolojisi ve yapay organ
tasariminda yasanan ilerlemeler timpanoplastide biyogreft kullaniminini1 yayginlastirmistir.
Sunulan g¢aligmada; timpanoplastide kullanilmak iizere biyolojik olarak bozunabilen ve
biyouyumlu malzemelerin kullanildig1r doku iskeleleri hazirlanmasi, bu doku iskelesinin
hiicre gelisimini destekleyecek biiylime faktorleriyle donatilmasi ardindan fibroblast
hiicreleriyle entegre edilerek uygun mekanik dayaniklilik ve kararlilikta timpanoplasti
ameliyatlarinda kullanilabilecek biyogreftlerin tasarlanmasi planlanmustir.

Bu amagla ipek fibroin esashi doku iskeleleri, sadece polikaprolakton polimeri kaynakli
doku iskelesi ve polikaprolakton iizerine ipek fibroin ile kaplanarak doku iskeleleri
hazirlanmistir. Hazirlanan doku iskelelerine epidermal biiylime faktorii (EGF) emdirilmek
suretiyle entegre edilen fibroblastlarin canliliginin desteklenmesi amaglanmistir. Elde edilen
doku iskeleleri ortalama fiber ¢api, biyoaktif molekiil salinimi ve entegre edilen hiicrelerin
canlilig1 parametreleri karsilastirilmistir.

Ipek fibroin, literatiirde uygulnan ydntemler 1s13inda ipek bdcegi kozasindan elde
edildikten sonra trifloroasetik asit ile, polikaprolakton biyopolimeri ise kloroform ve dimetil
formamid karigimi icerisinde ¢oziilerek elektroegirme i¢in hazirlanmustir.

Sonraki ¢aligmalarda biyopolimerler elektroegirme sistemi kullanilarak mikro-
nanofiber formunda doku iskeleleri olusturulmustur. Yapilan caligsmalarda enjektoriin
ucundaki igne ile toplayici arasindaki mesafe (10-20 cm arasi) ve uygulanan yiiksek voltaj
degeri (10-30 kV) degistirilerek parametre degerlendirmesi yapmak iizere uygulamalar
gergeklestirilmistir. Burada ipek fibroin esasli doku iskeleleri, polikaprolakton {izerine ipek
fibroin ile kaplama ve sadece polikaprolakton polimeri kullanilarak doku iskeleleri
hazirlanmustir.



Hazirlanan doku iskelelerinin morfolojik degerlendirmeleri taramali elektron
mikroskobu, SEM ile yapilmistir. Gerekli optimizasyon ¢aligmalarinin ardindan membran-
hiicre entegrasyonunu arttirmak {izere doku iskelelerine farkli miktarlarda (10-20-40 pg
EGF/mg doku iskelesi) epidermal biiylime faktorii (EGF) emdirilmistir. Elde edilen
yapilardan in vitro olarak PBS ¢ozeltisi icerisinde farkli ortam sicakliklarinda (+4°C, 25°C
ve 37°C’ta) in vitro salim deneyleri gerceklestirilmistir. Yapilan ¢calismalarin son boliimiinde
ise hazirlanan EGF vyiikli doku iskelelerinden EGF salimi zamana baglh olarak
degerlendirilmistir. Burada da ortam sicaklig1 ile EGF yiikleme orani temel parametreler
olarak degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore ortalama g¢aplar1 parametrelere bagli olarak 100-500 nm
araliginda degisen nanofiberlerlerden olusan ipek fibroin ve polikaprolakton doku iskeleleri
hazirlanmistir. Hazirlanan doku iskelelerine emdirilen EGF’lerin 6nemli bir boliimii ilk alt1
saat igerisinde ortama salinmistir. Salim hizinin sicaklik ve EGF derisiminin artmasiyla
arttig1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar literatiirdeki sonuglarla uyumlu bulunmustur. Son
olarak gerceklestirilen L929 fibroblast hiicrelerinin ekimi sonrasinda yapilan MTT Assay
testiyle, hazirlanan doku iskelelerinin biyolojik uyumlu oldugu sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Timpanoplasti, doku iskelesi, ipek fibroin, polikaprolakton, yapay
kulak zar1
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ABSTRACT

FATIiH CAPANOGLU

DESIGNING A FIBROBLAST CULTURE BASED BIOGRAFT IN THE TISSUE
SCAFFOLD FOR USE IN TYMPANOPLASTY SURGERY

Baskent University Institute of Science and Technology

Department of Biotechnology
2024

Tympanoplasty surgery is an operation in which the perforation of the eardrum is
repaired for various reasons, especially inflammation of the middle ear. Autograft materials
such as temporal muscle fascia, tragal cartilage, perichondrium, fat are often used for repair
here and graft failure is encountered in some surgeries. Difficulties experienced during
surgery, graft application failure, postoperative complications are the disadvantages of
tympanoplasty. Advances in health biotechnology and artificial organ design have made the
use of biograft in tympanoplasty widespread. In the presented study, it is planned to prepare
tissue scaffolds using biodegradable and biocompatible materials for use in tympanoplasty
and to design biografts with appropriate mechanical durability and stability by integrating
them with fibroblast cells.

In For this purpose, silk fibroin-based tissue scaffolds, tissue scaffolds based only on
polycaprolactone polymer, and tissue scaffolds were prepared by coating silk fibroin on
polycaprolactone. It is aimed to support the viability of integrated fibroblasts by
impregnating the prepared tissue scaffolds with epidermal growth factor (EGF). The
obtained tissue scaffolds were compared with their average fiber diameter, bioactive
molecule release and viability parameters of the integrated cells.

Silk fibroin was obtained from silkworm cocoon in the light of the methods applied in
the literature. And than Silk fibroin was prepared for electrospinning by dissolving it in
trifluoroacetic acid and polycaprolactone biopolymer in a mixture of chloroform and
dimethyl formamide.

Subsequent studies, tissue scaffolds in the form of micro-nanofibers were created using
the biopolymers electrospinnig system. In the studies, the distance between the needle at the
end of the injector and the collector (between 10-20 cm) and the applied high voltage value
(10-30 kV) were changed and applications were made to evaluate the parameters. Here,
tissue scaffolds based on silk fibroin, coated with polycaprolactone fibers and tissue
scaffolds were prepared using only polycaprolactone polymer.

Morphological evaluations of the obtained tissue scaffolds were performed using
scanning electron microscopy, SEM. After the necessary optimization studies, epidermal
growth factor (EGF) was impregnated in different amounts (10-20-40 mg EGF/mg tissue
scaffold) on tissue scaffolds to increase membrane-cell integration. From the obtained

v



structures, in vitro release experiments were performed in different ambient temperatures (at
+4°C, 25°C and 37°C) release of PBS solution. In the last part of the studies, EGF release
from the prepared EGF-loaded tissue scaffolds was evaluated depending on time. Here, the
ambient temperature and the EGF loading rate are evaluated as the basic parameters.

According to the results obtained, silk fibroin and polycaprolactone tissue scaffolds
consisting of nanofibers with average diameters between 100-500 nm depending on the
parameters have been prepared. A significant part of the EGFs impregnated into the prepared
tissue scaffolds were released into the environment within the first six hours. It was
determined that the release rate increased with increasing temperature and EGF
concentration. The results obtained were found to be compatible with the results in the
literature. Finally, with the MTT Assay test performed after the cultivation of L929 fibroblast
cells, it was concluded that the prepared tissue scaffolds were biologically compatible.

Keywords: Tympanoplasty, tissue scaffold, silk fibroin, polycaprolactone, artificial
eardrum
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1.GIRIS

Kronik otitis media kulak zarmin biitiinliigliniin bozuldugu isitme kaybi ve kulak
akintis1 gibi hayat kalitesini bozan bulgularin 6n planda oldugu, ilerleyen vakalarda bas
donmesi, yiiz felci, beyin apsesi gibi ciddi komplikasyonlara yol acabilen bir hastaliktir.
Yapilan ¢aligmalarda toplumda % 0,45-%3 [1] arasinda degisen oranlarda goriilmektedir.
Sosyoekonomik sartlarin kotii oldugu toplu yasam ve hijyen eksikligini gorildigi
cevrelerde kronik otitis media goriilme siklig1 artmaktadir. Timpanoplasti kulak zarindaki
perforasyonun tamir edildigi, gerektiginde kemik¢ik zincir bozuklugunun diizeltildigi
ameliyat olup kronik otitis mediali hastalarin tedavisinde siklikla uygulanmaktadir.
Timpanoplasti ameliyatlarinda kulak zarindaki defektin onarilmasi i¢in doku reddinin
gbzlenmedigi temporal kas fasyasi, tragal kartilaj, perikondriyum, yag gibi [2] otogreft
materyalleri siklikla kullanilmaktadir. Kronik otittin yayginligina gore gerektiginde kulak
arkasindaki mastoid kemikten iltihabin temizlendigi mastoidektomi de prosediir olarak
uygulanmaktadir. Timpanoplasti ameliyatlarinda postaurikiiler, endaural ve son zamanlarda
gittikce yayginlasan daha az invazif bir yontem olarak endoskopik yaklagim
uygulanmaktadir. Timpanoplasti ameliyatlarinda greft basaris1 %75- %90 oraninda rapor
edilmistir [3]. Ameliyat yontemindeki zorluklar, greft basarisizlig1, ameliyat sonrasi goriilen

komplikasyonlar bu ameliyatlarin yeterince yaplmasina engel teskil etmektedir.

Biyoteknoloji alanindaki gelismeler ve yapay organ tasarimindaki ilerlemeler
timpanoplastide biyogreft kullanimini son yillarda yayginlastirmaktadir. [4] Bu baglamda
bir¢cok doku iskelesi, hiicre, biiylime faktorii kullanilarak caligma yapilmistir. Timpanoplasti
ameliyatinda kullanilmak tizere doku iskelesi hazirlamak ve fibroblast hiicreleri ile entegre
ederek uygun saglamlik, kararlililk ve biyouyumlu bir biyogreft tasarlanmasi
planlanmaktadir. Bu amagla ipek fibroin esasli doku iskeleleri, sadece polikaprolakton
polimeri kaynakli doku iskelesi ve polikaprolakton iizerine ipek fibroin ile kaplanarak doku
iskeleleri hazirlanmistir. Hazirlanan doku iskelelerine epidermal biiytime faktorii (EGF)
emdirilmek suretiyle entegre edilen fibroblastlarin canlili§inin desteklenmesi amag¢lanmistir.
Elde edilen doku iskeleleri ortalama fiber ¢api, biyoaktif molekiil salinimi ve entegre edilen
hiicrelerin canliligi parametreleri  karsilastirilmistir. Elde edilen biyogreftin timpanoplasti
ameliyatlarinda kullanilmasiyla operasyon siiresinin kisalmasi, komplikasyonlarin azalmasi

ve basar1 oraninin artmasi planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kulak Yapisi

Kulak, canli organizmalarda dis ortamdan gelen ses dalgalarinin algilanmasinda
mekanik enerjinin beyin tarafindan yorumlanabilir elektrik enerjisine doniistiiriildiigii, bu
siiregte meydana gelen kayiplarin telafi edildigi, ayn1 zamanda hayati bir fonksiyon olan

dengenin saglanmasinda kritik rolii olan miikemmel bir duyu organidir.

Kulak Kepcesi

Sekil 2.1 Isitme ve denge organi kulagin sematik ¢izimi

Kulak kepgesi dis kulak yolu digkulagin, timpanik membran (TM), kulak kemikgikleri,
Ostaki borusu orta kulagin, semisirkiiler kanallar koklea ve vestibulokolear sinirin baslangi¢
boliimii ise i¢ kulagi olusturmaktadir (Sekil 2.1).

2.1.2. Timpanik Membran Anatomik ve Fizyolojik Yapisi

Orta kulak yapilart icerisinde sayilan kulak zari, ve dis kulak yolu ile orta kulagi
birbirinden ayiran, dis ortamdan gelen seslerin olusturdugu titresimin orta kulak kemikg¢ik
sistemine iletimini saglayan insanlarda yaklasik olarak 1 cm capinda dairesel yapida
anatomik yapidir. Pars flaksida ve ve pars tensa olma iizere iki ana boliimden olusur. Pars
tensa kulak kemikgiklerinden malleusun sap kismina tutunmaktadir (Sekil 2.2.). Ses

iletiminde ana rol oynayan bdlge pars tensa olup, pars flaksidada fibroz tabaka zayif olarak
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bulunmaktadir (Sekil 2.3.). Pars tensa ve pars flaksida bilesimi kulak zar1 perforasyonlarinin
onarilmasinda kok hiicreler i¢in kaynak olusturmaktadir ( Sekil 2.4.). Dis ortamdan gelen
ses dalgalari, kulak kepgesi ve dis kulak yolu vasitasiyla kulak zarina ulasir ve ses enerjisinin
kulak zarinda olusturdugu titresim malleusa (¢eki¢ kemigi) aktarilir. Mevcut titresim, inkus
(6rs) ve stapes (lizengi) kemikleri yoluyla stapes tabanina oradan da kokleaya iletilir.

TM ile stapes tabaninin arasinda 17 kat biiyiikliik farki ve kemikgik zincirdeki kaldirag
mekanizmasinda da 1,3 kat kazang elde edilmesi sonucu yaklasik 22 kat ses siddeti arttirilir

ki bu da hava ortamindan sivi ortama geciste ger¢ceklesen enerji kaybini telafi etmektedir.

Sekil 2.2. Timpanik membran boliimleri PT: Pars tensa, PF Pars flaksida MM: Manibriyum mallei [5].

Sekil 2.3. Timpanik membran histolojisi: Siyah ok ucu keratinize yass1 epitel, mavi ok ucu kiibik epitel ,

siyah ok radial kollajen lifler, mavi ok sirkiirfarensiyel kollajen lifler[6].

2.1.3. Timpanik Membran Hasarlar1 ve Geleneksel Tedavi Yontemleri

TM biitiinliglinlin bozulmas1 siire bakimindan akut ve kronik olarak ikiye
ayrilmaktadir. Akut zar perforasyonu genellikle bir travma veya enfeksiyon neticesinde
kulak zarmin delinmesi sonucu ortaya c¢ikar. Akut perforasyonlar yiizde 70-90 oraninda
spontan olarak iyilesme oranina sahiptir. Kronik perforasyonlar ise 3 ay boyunca TM
defektinin kapanmadigi veya persistan akintiyla birlikte enflamasyonun devam ettigi

olgularda gozlenmektedir. Akut perforasyon onariminda klasik olarak sigara kagidi ile



kapama tilkemizde en sik uygulanan ucuz ve pratik yontemken [7] ¢esitli caligmalarda ipek
patch, gelfoam patch gibi materyaller kullanilmistir [8]. Kronik zar perforasyon onariminda
ise timpanoplasti prosediirii uygulanmaktadir. Timpanoplasti kulak zarindaki perforasyonun
tamir edildigi, gerektiginde kemikg¢ik zincir bozuklugunun diizeltildigi ameliyat olup kronik
otitis medial1 hastalarin tedavisinde siklikla uygulanmaktadir. Bu operasyonda siklikla
kullanilan greftler temporal faysa, kikirdak, perikondriyum, periost, ven, yag doku, veya deri
olarak siralanabilir [9]. Kronik otittin yayginligina gore gerektiginde kulak arkasindaki
mastoid kemikten iltthabin temizlendigi mastoidektomi de prosediir olarak

uygulanmaktadir.

2.14. Timpanik Membran Hasarlarinda Klinik Degerlendirmeler

TM perforasyonlarinda tedavi karari; perforasyonun akut veya kronik olmasi, zardaki
defektin lokalizasyonu, defektin biiylikliigli, es zamanli enfeksiyon veya kolestatom gibi
ilave hastaliklarin varligi degerlendirilerek alinmaktadir. Akut, posterior veya medial
yerlesimli genellikle 3 mm’yi agmayan perforasyonlar daha az invaziv miidahale ile
diizelirken, kronik anterior yerlesimli, genis perforasyonlar, enfeksiyon veya kolestatom

varligi, yapilacak miidahalenin boyutunu arttirirken iyilesme sansin1 azaltan durumlardir.

2.1.5. Timpanik Membran Hasarlarimin Onariminda Cerrahi Girisimler

Kulak zar1 onariminda bugiine kadar bir¢ok teknik bildirilmistir. Klasik olarak kulak
kepgesinin arkasindan (postaurikiiler) veya oniinden endaural insizyonla kulak zarina ulagim
miimkiinken giiniimiizde daha az invaziv olan endoskopik yaklasim gittikce
yayginlasmaktadir. Kulak zarina yerlestirilecek greft materyalinin yerlestirme teknigine
gore kulak zar1 iizerine (overlay), kulak zar1 ile malleus kemigi arasina (over-underlay) ve
malleus kemigi altina (underlay) olmak iizere cesitli yontemler tarif edilmistir. Son iki
yontemde diskulak yolu ve timpanik membran yerinden kaldirilmakta ve greft materyali
kaldirilan flep altina yerlestirilmektedir. Yine son zamanlarda defekt boyutuna uygun
kikirdak dokunun sekillendirilerek zar {izerine yerlestirildigi butterfly teknigi artan siklikla
uygulanmaktadir [10,11].



2.2 Timpanik Membran Hasarlarimin Biyomalzemeler ile Onarim

Gliniimiizde hasta konforunun arttirilmasi, cerrahi islem siire ve komplikasyonlarinin
azaltilmasi, maliyet gibi konular daha az invaziv yontemlerin tercih edilmesine yol
acmaktadir. Bu baglamda hastadan alinan otogreftler yerine disarida {iretilen
biyomalzemeler bu ihtiyaci karsilamaktadir. Bu amagla kullanilan doku iskelesi malzemeleri
deseliilarize doku ve polimer olarak ikiye ayrilmaktadir. Deseliilerize dokuya kadavra veya
domuz peritonunda alinan aseliiler kollajen, insan kaynakli cryo-dried aseliiler dermal doku
matriksi deseliilerize domuz mesanesi, domuz ince barsak submukozasi, sigir ve at perikard
dokusu sayilabilir. Tiim bu oOrneklerin bircogunun insan g¢aligmasi olmamakla birlikte
uygulamasinda bir¢ok etik ve biyogiivenlik sorunlar1 barindirmaktadir [12]. Biyomateryal
olarak polimerlere gelince bu grupta bir¢cok secenek karsimiza ¢ikmaktadir. Silk fibroin,
kitosan, polikaprolakton, kalsiyum alginat, hyaluronik asit, gliserol subasetat gibi
bir¢ogunun klinik modeli denenmis, giivenligi kanitlanmis uygulanabilir timpanik membran

ve diger dokular1 rahatlikla taklit edebilen biyomateryaller tiretilmistir [12].

2.2.1. Biyomalzeme Olarak Dogal Polimerler

Biyomalzeme olarak kullanilan biyomateryallerde, 6zellikle doku iyilesmesi sirasinda
dokuya destek olmasi, kemotaksis ve hiicre biiylimesine imkan saglamasi, gerektiginde anti
mikrobik veya biiylime faktorlerinin salinmasini saglamasi gibi 6zellikler aranmaktadir. Bu
baglamda dogal polimer olarak adlandirilan biyomateryal {iriinler canli organizmalar
tarafindan sentezlenen monomer olarak amino asit veya monosakkaritlerin veya her ikisinin
degisen siklikta tekrarlanmasiyla sentezlenmistir. Bu polimerlerin biyouyumlu olmalari,
aynt zaman da dokuda hiicre proliferasyonunu tesvik etmeleri, antimikrobiyal &zellikte
olmalari, kolay ulasim ve maliyetlerinin diisiik olmasi1 gibi avantajlart mevcuttur [13]. Dogal
polimerlere 6rnek olarak kollajen, aljinat, hyaliironik asit, silk fibroin, kitosan, seliiloz 6rnek

gosterilebilir [14].

2.2.2. Biyomalzeme Olarak Sentetik Polimerler

Sentetik polimer sinifindaki biyomateryallerde biyouyumluluk, biyo¢oziiniirlik ve
ihtiyaca gore tekrarlanabilir liretim Ozellikleri bulunmaktadir. Bu sinifa polivinil alkol
(PVA), polietilen oksit (PEO), polikaprolakton (PCL), polilaktik asit (PLA), ,poliglikolikasit
(PGA) polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA), polietilen glikol (PEG)ve poliiiretan (PU), 6rnek

gosterilebilir. Fiziksel, kimyasal ve kinetik 6zellikler dogal polimerlerden farkli olarak



ihtiyaca gore sekillendirmek istenen sentetik biyopolimerlerin avantaji olsa da genel olarak
maliyet ve ekstraseliiler matrikse bazi noktalarda yapisal olarak benzememesi dezavantaj
olarak degerlendirilmektedir [15].

2.2.3. Biyofabrikasyon Yontemleri ile Timpanik Membran Gelistirilmesi

Biyofabrikasyon yontemleri, eksik doku tamamlanana kadar implanta eklenen
hiicrelerin canliliginin saglandig1 doku histolojisine uyumlu ekstraseliiler matriks benzeri
yapi liretme islemidir. 3 boyutlu baski ve elektroegirme gibi yontemler gézenekli yapilar
ve canli hiicrelerin doku yapisina benzer sekilde 3 boyutlu karmasik organoidlerin
tiretilmesine izin verdigi i¢in doku miihendisligi uygulamalarina imkan vermektedir. [16]

Timpanik membran kalinlig1 100 mikrondan az, iki epitel tabakas1 arasinda radiyal ve
sirkiiler tarzda kollagen liflerin uzandig1 vibrasyon 6zelligi olan gergin vasifta zar yapidir.
Timpanik membran i¢in yapilan biyofabrikasyon yontemlerinin bu 6zellikleri dikkate almasi
gerekmektedir.

Biyofabrikasyon ve diger eklemeli imalat (EI) tiirleri arasindaki temel fark, hiicrelerle
birlikte  biyomiirekkep olarak adlandirilan  hidrojellerden  gelistirilen,  basili,
biyomalzemedeki hiicrelerin dahil edildigi doku kiiltiirlerini icermesidir. Biyomiirekkebe
dahil edilen ¢esitli sitiimiilan molekiiller yardimiyla, doku rejenerasyon, proliferasyon ve

migrasyon siire¢lerini yonlendirmek miimkiin olabilmektedir [17].

2.4. Eklemeli imalat Yontemleri

Eklemeli imalat yontemleri doku iskelesi yapiminda 3 boyutlu yapidan esinlenerek
katman TUstline katman konarak tretim yapilmasini saglar [18]. Stereolitografi (SLA),
selektif lazer sinterleme (SLS), 3 boyutlu printing (3DP), ve kaynagmis depozisyon
modelling (FDM) olarak 4 alt kategoriye ayrilir.

24.1. Secimli Lazer ile Sinterleme

Secici lazer sinterleme (SLS), Deckard (1989) tarafindan gelistirilmis ve
patentlenmistir ve yiiksek yogunluklu bir lazer 1s1n1 kullanilarak bir polimer, seramik veya
hibrit toz yataginin secici yogunluk kontrollii malzeme gelistirmesine dayanmaktadir. Segici
parcacik baglamayla bir katman olusturulduktan sonra yeni bir toz yatagi bir 6ncekinin
tizerine bir silindirle mekanik olarak yayilir. Sinterleme islemi, pargaciklari birbirine

baglayabilecek uygun lazer yogunluguyla gerceklestirilir. Yapiskan bir 3D yap1 olusturmak



icin bir katman ve ayrica bitisik katmanlar arasinda. Ayrismis veya sinterlenmemis alanlar,
sonraki katmanlar i¢in destek gorevi goriir [18]. SLS tarafindan hazirlanan iskelelerin
mekanik ozellikleri ve boyutu, yapim diizlemine, lretim y0niine, tarama araliina,
parcaciklarin boyutu ve lazer yogunlugu gibi islem parametrelerine biiyiik ol¢iide baghdir

[19].

2.4.2. Eletroegirme Yontemleri

Elektroegirme (elektrospinnig) ¢esitli derisimlerde hazirlanan polimer ¢ozeltilerinden
nano/mikro Olgekteki fiberlerin (lif) dretilmesine imkan saglayan bir tekniktir.
Elektroegirme teknigi ile iiretilen nanofiberler fibriler yapr dolayisiyla olaganiistii yiizey
alani/hacim oranina, kontrol edilebilir gézenek yapisina, esnek ylizey 6zelliklerine, yliksek
gozeneklilige, yiiksek islevsellik gibi bir¢cok avantaja saiptir [20]. Bu teknik ile cesitli
formlarda (gelisigiizel ya da dogrusal diizende) oOriilmemis fiberler elde edilebilir. Elde
edilen doku miihendisligi iskeleleri, kas, kan damarlari, sinir, kemik, yara oOrtiileri, ilag

tasiyici sistemlerde kullanilabilirler [21].

Elektroegirme sistemi genel olarak ii¢ temel elemandan olusur; yiiksek voltaj kaynagi,
nanofiberleri toplayict zemin ve polimer firlatilan kilcal boru. Bu yontemde, polimer
¢Ozeltisi ucundaki iletken kilcal bolgeye ve bir toplayiciya yiiksek voltaj uygulanir. Polimer
¢ozeltisine uygulana voltaj1 olusturdugu yiizey yiiki, yilizey gerilimini agtiginda bir polimer
cozeltisi jeti Taylor konisi ad1 verilen yapinin ucundan toplayiciy1 hedefleyecek sekilde itilir.
Jetin kararsizlig1 nedeniyle de polimer s1visinin ¢oziiciisii buharlasarak uzaklasir [22]. Sonug

olarak toplayici zemin {izerinde ¢oziiciisii buharlagmis nanofiber yapilar elde edilir.

Elektroegirme ile iiretilen nanofiberlerin &zelliklerinin belirlenmesinde ¢6ziiciiniin
cinsi, ¢ozelti viskozitesi, ¢cozelti iletkenligi, yiizey gerilimi, voltaj, toplayict mesafesi, akis

hiz1, toplayici cinsi, sicaklik ve nem 6nemli rol oynamaktadir [23].



2.4.3. Hibrit Biofabrikasyon Yontemleri

Hibrit biyofabrikasyon farkli biyomateryal iiretim modellerin dezavantajlarini
minimize ederek istenen yapiya daha yakin biyomalzeme iiretme yontemleridir. 3 boyutlu
biyobasim ile elektroegirme yontemlerinin bir biyomateryal yapiminda katmanli olarak

kullanilmast hibrit biyofabrikasyona 6rnektir [24].

2.5. Timpanik Membran Hasarlarinin Onariminda Biiyiime Faktorlerinin

Kullanimi

Timpanik membran hasarlarinin  onarimi  sirasinda epitelyal migrasyon ve
proliferasyon kritik rol oynamaktadir. Disaridan verilen growth faktdrler migrasyon ve
proliferasyon siireclerinin gelisimine katki saglar [25]. Epidermal biiyiime faktorii (EGF),
fibroblast biiyiime faktorii (FGF), trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), transforme
edici biiyiime faktorii- beta (TGF-) ve insulin-benzeri biiytime faktorii biiytime faktorlerinin
ana grubunu olusturmaktadir.

EGF, DNA , RNA protein ve ekstraseliiler hyaluronik asit sentezini uyarir. Hasar
sonras1 timpanik memran epitelinde EGF molkiiliine karsi reseptdr sayisi artmasa da
reseptorlerde yiiksek afinite gdzlenmistir [26]. Iyilesme siirecine paralel olarak EGF iiretimi
artmaktadir [27].

FGF, fibroblast, epitelyal hiicreler ve keratinositlerin proliferasyon ve
diferansiyasyonunda etkilidir. Ayrica kollajen liflerin uzamasi ve vazodilatasyon
saglanmasinda etkilidir [28,29].

TGF, yara iyilesmesinde kolonizasyon ve promotiliteye katkilart EGF2den daha
belirgindir. Kulak zar1 hasarindan sonra salgilanir [30].

Insiilin , Igf 1 reseptorii iizerinden etki ederek neovaskiilarizasyon, fibroblast ve
keratinosit proliferasyon, migrasyon ve diferansiyayonu, keratin migrasyonu etkileri
gozlenmektedir [31].

Platelet zengin plazma (PRP): Trombositlerdeki alfa graniillerde bulunan biiyiime

faktoriiniin timpanik membran defektinin kapanma siiresini azalttig1 gosterilmistir [32].

2.6. Timpanik Membran Hasarlarimin Onariminda Hiicre Tedavileri

Timpanik membran onarmmi sirasinda doku iskelesi, bliylime faktorii ve hiicreler

etkilesimde bulunmaktadir. Timpanik membranda ¢esitli lokalizasyonda bulunan kok hiicre
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ve progenitor hiicreler TM peforasyon onarimlarinda 6nemli rol oynar (Sekil 2.4.). bunun
yaninda perforasyon kenarinda tespit edilen progenitér hiicreler de , rejenerasyon igin
kaynak olusturdugundan biyogreft ¢alismalarinda doku iskelesine hiicre ekleme islemi
siirlt sayida ¢alismada uygulanmistir [33]. Bu amagla otolog fibroblastlar, fare embriyonik
kok hiicresi ve insan mezenkimal kok hiicresinin kullanildigi in vitro ve hayvan ¢aligmalari
mevcuttur. Enfeksiyon, rejeksiyon ve tiimor olusumu risklerinin yaninda etik ve yasal
sorunlar, kok hiicre kullanimin1 kisitlamaktadir [34]. Kulak zar1 perforasyonlarinda umboda,
mallus manibriyumunda ve anulusta progenitor hiicrelerin varligi gozlenmistir[33]. Tim bu
sebepler ve kok hiicre uygulamalarindaki zorluklar daha farklilagmis hiicre kullaniminin

(6rn:otolog keratinosit) su asamada daha uygun segenek oldugunu diisiindiirmektedir [33].

pars flaccida

_ manubrium
fold

handle of

malleus

_umbo

s||23 soyuadoud @

- perforation
annulus

pars tensa

Sekil 2.4 Timpanik mmbran iizerindeki kok hiicrelerin, progenitor hiicrelerin ve keratinositlerin sematik

gosterimi [35].
Malleolar fold kok hiicreler i¢in kaynak olustururken manibriyum mallei ve anulus
yoluyla progenitdr ve keratinositlere farklilagirlar. perforasyon kenarinda ise artmis seliiler

aktivite gbzlenmektedir.

2.7. Timpanik Membran Onarimlarimin Gelecegi

Toplumun %3 liik bir kismini ilgilendiren kronik otist medianin tedavisinde her gecen
giin daha az invaziv tekniklerin kullanima girmesiyle hekim ve hastanin konforu artarken
daha maliyet etkin bir tedavi arayis1 devam etmektedir. Tasarlanan biyogreftlerde kulak

zarmin mekanik ve vibroelastik 6zelliklerinin taklit edilmesi isitmede fizyolojik sonuglara



daha yakin iyilesme saglayarak tedavi sonunda hasta memnuniyetini arttirmada énemli bir
rol oynayacaktir. Ameliyat yontemlerindeki gelismelere paralel olarak doku iskelesi,
biyomolekiiller ve hiicre bilesimli biyogreftlerin kullanimi hasta konforunu arttirmakla
birlikte yiiksek iyilesme oranlari, daha kisa ameliyat siiresi ve benzeri konularda umut vaad

etmektedir. [12]

2.7.1. Timpanik Membran Onarimina Karsilik Yeniden Sekillendirme

3 boyutlu doku iskeleleri doku hasariin tamirinde yapisal destegin yaninda kimyasal
ve biyolojik ajanlarin yardimiyla ¢evre dokuya destek olarak yara iyilesmsini hizlandirma
potansiyeline sahiptir. Deseliilarize dokular, filmler, hidrojeller, nanofibriller , 3 boyutlu
biyoprinte doku iskeleleri timpanik membranin onarimi konusunda in vitro ve invivo
calismalarda degerlendirilerek biyogreftlerin gelecekte kullanimi noktasinda umutlandiran

gelismelere yol agmustir. [36]
2.7.2. Teknik ve Fonksiyonel Ozelliklerin Gelistirilmesi

Yapay kulak zar1 i¢in tasarlanan biyogreftin, kulak zarinin anatomik, histolojik ve
mekanik ozelliklerine biyomimetik benzerligi siiphesiz greft basarisini arttiracaktr.
Anatomik olarak kulak zarinin malleus kemigi ve anulus ile olan iliskisi , pars tensa ve pars
flaksidanin konumu , histolojik olarak kollajen liflerin radiyal ve dairesel yerlesiminin
dikkate alinmasi, timpanik membran hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonuna uygun
biyogreft tasrlanmasi, mekanik olarak kiint veya baro travmalara dayanikli (ortalama 100
kPa basinc)[37], vibroakustik olarak bakiye zarla uyumlu titresime sahip biyomateryaller
tasarlanmasi teknik ve islevsel yonden gelistirilmeye miisait genis bir alan olarak karsimiza

¢ikmaktadir[35].
2.8. Polikaprolakton

Medikal uygulamalarda i1yi bir kopolimer veya karisim malzemesi olarak 6ne ¢ikan
Polikaprolakton (PCL), ilk olarak 1930’larda sentezlenen ilk polimerlerdendir. Cesitli
mikroorganizmalarin sentetik polimerlerin bozunmasinda rol almasi zaman iginde
Polikaprolaktonun kullanimini arttirmistir [38]. Biyouyumlu ve biyobozunur olmasi, cerrahi
stitlirlerde, ilag¢ salinim sistemleri gibi medikal alanlarda kullanilirken kolay sekil almasindan
dolay1 naylon katkili malzemelerin i¢inde ve ambalajlamada kullanilmaktadir [39]. PCL,

biyobozunurlugu c¢esitli malzeme veya kopolimer yapilariyla degistirilebilir, kolay
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sekillenebilir ve farkli gbdzenek boyutunda iiretilebilir olmasindan dolay1 diger
biyopolimerlere gore daha avantajlidir [38].

2.8.1. Polikaprolakton Yapisi ve Ozellikleri

Polikaprolaktonun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri Polikaprolakton (PCL) monomeri
e-kaprolakton camsi gegis sicakligi —60 oC, erime noktasi 59 oC ile 64 oC arasinda olan
hidrofobik, yar1 kristalin yapida bir homopolimerdir. Kristalin yapis1 ve diisiik erime
sicakligr kolay sekil alabilir olmasim1 saglamaktadir. Molekiil agirligi 3.000 g/mol’den
100.000 g/mol’e kadar degismektedir [38]. Molekiil agirligina kristal yapi ters orantili olarak
etki etmektedir. [39]. PCL oda sicakliginda karbon tetrakloriir, kloroform, diklorometan, ,
benzen, toluen, siklohekzan ve 2-nitropropan gibi ¢oziiciilerde yiiksek ¢oziiniirliige sahip
olup; aseton, 2butanon, etil asetat, dimetilformamid ve asetonitril gibi ¢oziiciilerde diisiik
¢Oziinlirliige sahipken; alkol, dietil eterve petrol eteri gibi c¢oziiciilerde ise hig

¢Ozlinmemektedir [38].

&)

’ Cﬁ Baglaticy/ Kataliz:ﬁr= \{\(J /‘\/\/\’T]r/

e-CL PCL =

Sekil 2.5 Polikaprolakton zincir goriiniimi
Polikaprolaktonun bir diger 6nemli 6zelligi de bir¢ok farkli polimerle harmanlama
(blending) yapilabilmesidir. Seliiloz propiyonat, seliiloz asetat, poliglikolik asit, polilaktik
asit ve polilaktik asit-ko-glikozit ile PCL harmanlar1 gerilim ve kirilma direnci yiiksek,
adezyon kuvvet 6zelligi gli¢lendirilmis yapilar olusturulabilmektedir [38]. Bunlarin yani sira
PCL-poliiiretan (PU) harmanlar1 kalp damar cerrahisi uygulamalarda, PCL Poliglikolik asit
(PGA) harmanlar1 ilag salinim sistemleri ve siitiir materyali  olarak kullanimia 6rnek

gosterilebilir. [40].
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Tablo 2.1. PCL’nin diger fiziksel 6zellikleri

Viskozitesi (100 oC) 1.500.000 mPa.s
Yogunluk (60 oC) 1,1g/cm3
Erime Noktasi 59 0oC-64 oC
Parlama Noktasi 275°C
Parcalanma Sicakligi 200 °C

2.8.2. Polikaprolaktonun Doku Miihendisligindeki Yeri ve Onemi

Polikaprolakton polimeri doku miihendisligi uygulamalarindan, ilag¢ {iretimine;
medikal araglarin iiretiminden tekstil sanayine, yapistiricilardan boya kullanimina kadar ¢ok
genis bir uygulama alanma sahiptir [38]. Toksisite testlerinde polikaprolaktonun canli
dokularla minimum etkilesime girdigi ve toksisite gdstermedigi gdzlemlenmistir [39]. Iyi bir
biyouyumlu polimer olmasi biyolojik amagh kullanim alanini ¢ogaltmistir. Amerikan Gida
ve Ilag Idaresi’nin (FDA) ila¢ kullaniminda onay almis belli sayidaki polimerlerindendir.
[lag aktif maddelerinin PCL’nin gdzenekli yapisina kolaylikla emdirilebilmesi, viicutta aktif
maddeyi yiiksek oranda geri salabilmesi ve uzun biyobozunma siiresi sayesinde ilaci stabil
tutabilmesi gibi Ozelliklerinden dolayr PCL’nin kullanimi artmustir. [41]  Uygulanan
medikal implant baslangi¢ molekiil agirligna gére PCL nin homopolimer olarak bozunmasi
2 -4 yil siirmektedir. Biyobozunma hiz1 diger laktonlar veya glikolitler/laktitlerle
kopolimerizasyon yoluyla degistirilebilir. [42] Polikaprolakton cerrahi siitiir, yara Ortiisii
bezi ve dis hekimligi uygulamalarinda kullanilmaktadir. Cerrahi siitiirlerin {iretiminde

kullanilacak bdlgenin gerekli goriilen dayanim ve siireye gore poliglikolik asit ile beraber
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harmanlanarak kullanilmaktadir [43]. Cerrahi olarak daha uzun dayanim gerektiren
stitiirlerin {iretiminde harman yapisindaki PCL igerigi artmaktadir. Dis hekimliginde PCL
termoplastik yapis1 sayesinde dolgu malzemesi olarak fosfatla kompozit yapilarak
kullanilmaktadir [44]. PCL’nin yiiksek dayanimli ve sert olmasi sebebiyle, bakteriyel
proliferasyona miisait bir yap1 olmamasi1 implant olarak kullaniminda uygun bir materyal
olarak one ¢ikarmaktadir. Doku miihendisligi uygulamalarinda PCL siingerimsi kemikle
benzer sikistirma mukavemetine ve modiile sahip iskeleler halinde islenebilir boylece kemik
ve kikirdak yapilarinin yerini almasi amagli kullanilmaktadir [45]. Polikaprolakton,
poliiiretanla beraber kardiyovaskiiler alanda kullanilmasinin yaninda polilaktik asit (PLA)
ve poliglikolik asit (PGA) gibi polimerlerle de beraber kullanilmaktadir [46]. PLA ve PGA
iyi birer biyouyumlu malzeme olmalarina ragmen uzun siireli stres dayanimlart diigiik
polimerlerdir [47] ve yapay damar olarak kullanilmalari dayanimlarinin diisiik olmasi
kullanimlarini kisitlamaktadir. Bu dezavantaji 6nlemek amaciyla PCL katkili kopolimerler
hazirlanarak gecilebilmektedir [47]. Yapay deri iiretiminde kullanilan dogal bir bilesen olan
kolajen nispeten zayif mekanik 6zelliklere sahiptir. Ayrica deri uygulamalarinda kullanilan
biyomalzemenin hiicre adezyon ve proliferasyonuna imkan saglamasi beklenmektedir.
Kolajen ile polikaprolakton harmanlanarak iiretilen kompozit malzemenin yiiksek germe
dayanimi gosterdigi, hiicrelerin adezyon ve proliferasyonu i¢in uygun ortam sagladigi

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [48].

2.9. iIpek Fibroin
2.9.1.  ipek Fibroin Yapisi ve Ozellikleri

Ipek genis bir terimdir ve siklikla ipekbdcekleri, sinekler, driimcekler, akarlar ve
akrepler gibi cesitli bocekler tarafindan egrilen protein lifleri olarak anilir; ancak tiirden tiire
ve islevden isleve degisiklik gosterir. Cok yonlii bir biyopolimer olan ipek, doku

mithendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda yaygin olarak arastirilmaktadir.
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Ipekbocegi ipeginin dogal formu, ipek proteini fibroin (SF) ve serisin proteininden
olusur. Bununla birlikte, SF, ipek biyomalzeme kullanimimin baskin tiiriidiir. ipek fibroin,
ipek boceklerinin (Bombyx mori) kozalarindan elde edilen lif kismi1 olup iizerinde en ¢ok
calisma yapilan ipek cesididir. [49]

SF'nin kimyasal yapisi1 disiilfiir baglar1 ile baglanmig hafif zincirlerden ve agir
zincirlerden olusur. Agir zincir, kristal ve amorf bdlgelerden olusur. Kristalin bolgeler glisin-
alanin, amorf bolgeler, aspartik asit gibi amino asitlerden olusur. Kristalin bolgeler, yiiksek
mekanik mukavemet ve tokluk saglayan hidrofobik B-tabaka olusturucu yapilar agisindan
zengindir. SF, formuna bagl olarak ya yiiksek miktarda B-tabaka ya da o-helis icerir. SF
proteinin esas mukavemetini bir matris gorevi goren a-helisler ve bobinlerle ¢evrili -

tabakalar1 saglar. [50]

0 o-n

Gly Ser Gly Ala Gly Ala

Ipek Protein Kimyasal Yapisi

Illl: -IIlI' 'I“I( B-tabaka Kristalin Bolge

<~ Amorf Bolge

WA Al s

Sekil 2.6 Ipek fibroin sematik yapist
2.9.2.  ipek Fibroin Doku Miihendisligindeki Yeri ve Onemi

SF bazli biyomalzemeler miikkemmel biyouyumluluk sergiler [51]. Ipek fibroinin dogal
yapida olmasi ve mekanik stabilite, uzun bozunma hiz1 ve diisiik immiinojenite bu
biyopolimerin tercih edilme sebeplerindendir. Ipek fibroinin biyobozunma orani, doku
iskelesi formuna, capraz baglayici ajan tiiriine, harmanlanan biyomolekiiliin yapisina ve

kristallenme gibi diger faktorlere bagh olarak implantasyondan haftalar ila yillar sonrasina
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kadar kontrol edilebilir[51]. Bu nedenle SF, doku miihendisliginde kemik, kikirdak, sinir,
deri gibi ¢esitli uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

&

Sekil 2.7 Ipek fibroinin kullanim formlar1 ve biyomedikal uygulamalar 6rnekler:
(a) Elektroegrilmis ipek fibroin tiipler (kardiyovaskiiler cerrahi, (b) fiber yap1 (periferik sinir sistemi), (¢)
film (kikirdak doku ), (d,e) 3 Boyutlu doku iskelesi, (kemik doku), (f,g) yama formasyonu, (abdominal
cerrahi), (h) hidrojel yap1 (meme protezi)., [52,53,54,55,56,57,58]

2.10. Bilyiime Faktorleri

Biiylime faktorleri gorece kiigiik ve kararli, salinima ugrayan veya membrana
bagh ligandlar olup, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, anjiyogenez hiicrenin sag

kalimi, inflamasyon doku tamiri ve fibroziste onemli rol oynar [59].

2.10.1 Biiyiime Faktorlerinin Cesitleri

Biiylime faktdrleri 5 ana grupta toplanabilir. Bunlar epidermal biiyiime faktorii (EGF),
fibroblast biiytime faktorii (FGF), trombosit kaynakl biiytime faktorii (PDGF), transforme
edici bliytime faktor  (TGF-f) and insulin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1)
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2.10.2. Biiyiime Faktorlerinin Uygulama Alanlarina Gore Degerlendirilmesi

TM onarmminda biiyiime faktotleri ile yapilan ¢alismalarda perforasyonun kapanmasi
stirecinin  ayr1 basamaklarinda etkili oldugu tespit edilmistir.

EGF, DNA, RNA protein ve hyaluronik asit sentezini uyarir. Fibroblast sayis1 ve
neovaskiilarizasyonu attirmaktadir. Ana proliferatif etkisi epitel tabakasinda goriiliir. Hasar
sonrast timpanik membran epitelindelyilesme siirecine paralel olarak EGF iiretimi
artmaktadir. [26,27] Timpanik membran kapanma siiresinde azalmaya yardimci olur. Uzun
donem kullanilmasi kolestatom formasyonuna sebep olabilmektedir. [60]

FGF, Fibroblast, epitelyal hiicreler ve keratinositlerin proliferasyon ve
diferansiyasyonunda etkilidir. Ayrica kollajen liflerin uzamasi ve vazodilatasyon
saglanmasinda etkilidir. Kulak zar1 defektlerinin daha hizli kapanmasinin yaninda, isitmenin
de iyilesmesinde katkis1 mevcuttur [28,29].

TGF: Yara iyilesmesinde kolonizasyon ve promotiliteye katkilar1 EGF’den daha

belirgindir. Kulak zar1 hasarindan sonra perforasyon bolgesinde salgilanir [30].
Insiilin: Igf 1 reseptdrii iizerinden etki ederek neovaskiilarizasyon, fibroblast ve keratinosit
proliferasyon, migrasyon ve diferansiyayonu, keratin migrasyonu etkileri gozlenmektedir.
[31].

Platelet zengin plazma (PRP): Trombositlerdeki alfa graniillerde bulunan biiylime

faktoriinlin timpanik membran defektinin kapanma siiresini azalttig1 gosterilmistir. [32]
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4. MATERYAL METOD

3.1 Kullanmilan kimyasallar ve cihazlar

Calismada kullanilan ipek kozalarit KOZA firmasindan temin edilmistir. Sodyum karbonat
(Na2CO03), Etanol (C2H5OH), PBS Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Trifloroasetikasit
(TFA) Turalab’dan temin edilmistir. Polikaprolakton polimeri (ortalama molekiil agirligi 80.000 Da)
Kloroform Dimetilformamid DMEM, MTT, DMSO Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.
EGF Cutego (Cin Halk Cumhuriyeti) firmasindan temin edilmistir. NUVE marka Fn 400 model Kuru
Hava Sterilizatorii, Snijder marka 34532 model manyetik karistirici, doku iskelesi tartimlarinda
Unibloc marka AP225WD model hassas tart1 kullanilmistir. Elektroegirme ¢aligmalarinda Hacettepe
Universitesi Biyokimya laboratuvarindaki Fresenius vial infzyon pompasi igeren elektroegirme
cihaz1 kullanilmistir. Absorbans Ol¢iimleri UV-Visible Spektrofotometre (ShimadzuUV-1601
cihaziyla yapilmigtir. SEM goriintiileri igin Hacettepe Universitesi Hunitek laboratuvarinda Leica
Ace200 ile doku iskeleleri 20 nm karbon ile kaplanmistir. SEM goriintiileri TESCAN (GAIA3, Cek
Cumbhuriyeti) marka mikroskopla elde edilmistir. MTT testi sonras1 absorbans olgiimleri ELISA
readerda (SpectraStar, BMG LABBiotech) ile yapilmustir.

3.2. ipek Bocegi Kozalarindan Ipek Fibroin Eldesi

Ipek proteinlerinden ipek fibroinin elde edilmesinde ekstraksiyon/dziitleme ydntemi
kullanilmigtir. Bu amagla saglam (hasar goérmemis, parcalanmamis olan) ipek bocegi
kozalarindan belli bir miktar tartilip (6rnegin 5 g kadar ici bosaltilmis kozalardan) yaklasik
olarak yarim saat kadar stireyle bu ipek bocegi kozalar1 yaklasik olarak 0.02 M sodyum bi
karbonat (Na2COs,) ¢ozeltisi icerisinde kaynatilmistir. Daha sonra elde edilen fibroin ii¢ kez
saf su ile yikanip calkalandiktan sona bir gece boyunca kurumaya birakilmistir. Son olarak
kurutulmus olan ipek fibroini yaklasik 9 M’lik lityum bromiir (LiBr) ¢ozeltisi igerisinde
¢oziilmils ve sonrasinda igerisinde saf su ortaminda diyaliz membraninda yaklasik 2 giin
boyunca diyaliz edilmistir. Diyaliz islemi sonrasinda ¢ozeltide yer alan tuzlar
uzaklastirilmistir ve bu ¢ozelti 9 bin rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendikten sonra
+4°C’de ii¢ giin boyunca bekletilerek saf ipek fibroin ¢ozeltisinin elde edilmesi saglanmistir.
Elde edilen ipek fibroin ¢ozeltisi bir sonraki asamada elektroegirme uygulamasinda
kullanilana kadar yine +4°C’de kapal1 kapta muhafaza edilmistir [62]. Yapilan ¢aligmalar
Sekil 3.1.’de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.1 ipek bocegi kozasindan ipek fibroin proteinin elde edilmesi prosediirii

3.3.  Elektroegirme ile Doku iskelesi Hazirlanmasi

Elektroegirme yontemi ile mikro-nanofiber formunda yapilar elde edilmesinde,
hazirlanan polimer ¢ozeltilerine yiiksek voltaj uygulanmasi ile jet akimi seklinde akis
olusturmak iizere ¢ozeltinin yer aldig1 boliimiin ucunda yer alan ignenin elektriklendigi,
ardindan karsi tarafta yer alan bir toplayici (6rnegin; aliiminyum plaka-levha) iizerinde
yigmlagsmanin gerceklestigi bir elektro-hidrodinamik teknoloji kullanilmistir. Olusan
yapilarda elektroegirmenin kullanilmasinin en temel avantajlarindan biri degisik geometrik
sekil ve morfolojide yapilarin fibriler yapilar olusturulmasi i¢in uyarlanabilmesidir. Yapilan
deneysel ¢alismalarda kullanilan temel elektroegirme diizenegi Sekil 3.2.de sematik olarak

gosterilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi diizenek iic ana boliimden olugmaktadir;
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bunlardan birincisi yliksek voltaja sahip bir gii¢ kaynagi, ikincisi enjeksiyon pompasi ile
sikigtirtlan enjektor ve ucundaki metalik igne ve sonuncusu topraklanmig bir toplayici
(aliminyum plaka-levha gibi). Buradaki toplayicilar genellikle sabit diiz plaka-levha

seklinde, donen tambur seklinde ya da dondiiriilen diskler seklindedir.

Sekil 3.2. Elektroegirme sistemi diizeneginin sematik goriiniimii

3.3.1. Ipek Fibroin Doku iskelesi Hazirlanmasi

Sunulan tez kapsaminda hazirlanmasi tasarlanan yapay timpanik mambranlarin
temelini olusturmak iizere bir 6nceki boliimde ayrintili bir sekilde agiklanmis olan yontem
ile ipek bocegi kozalarindan elde edilen ipek fibroin proteini/polimeri kullanilarak fibroin
mikro-nanofiberler elektroegirme yontemi ile hazirlanmistir. Bu amagla Sekil 3.2.°de

sematik olarak kullanilan diizenekten yararlanilmistir.

Ipek fibroin fibriler doku iskelesi icin gerekli yapilarmn hazirlanmasinda &ncelikle
kullanilacak olan ipek fibroini trifluoroasetik asit (TFA, Sigma, ABD) igerisinde %15 w/v
(gram / ml) oraninda ¢oziilmiis ve enjektére doldurulmustur. Daha sonra enjektoér ucuna
yiiksek voltaj giic kaynaginin (+) ucu ve toplayicinin bir kenarina (-) ucu takilmistir.
Sistemin calistiritlmasi ile igne ucunda olusan ¢ozelti sacilmalar1 karsi tarafa toplayici

ylizeyine bir jet seklinde piiskiirtiilmiistiir.

Yapilan ¢alismalarda toplayici olarak diiz aliiminyum folyolar1 kullanildigindan olusan
mikro-nanofibriler yapilar toplayici lizerine randomize (rastgele) y1gin seklinde birikmis ve

hedeflenen membranimsi yapilarin elde edilmesi saglanmistir.
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Hazirlanan ipek fibroin doku iskelelerinin yapisal ve morfolojik 6zelliklerini
degistirmek ve hedeflenen yapiy1 elde etmek iizere yapilacak olan optimizasyon
caligmalarinda secilen sistem parametreleri; uygulanan voltaj, igne ucu ile toplayici arasi
mesafe ve kullanilan polimer derigimi olarak literatiirde yer alan benzer ¢aligmalara uygun
bir sekilde seg¢ilmistir. [63,64,65,66] Kullanilan parametreler ve uygulanan degerler Tablo

3.1.”de sunulmustur.

Tablo 3.1. Ipek fibroin ve PCL mikro-nanofiber doku iskeleleri icin kullanilan parametreler

Deney No | Kullanilan Malzeme Uygulanan Voltaj Igne ucu ile Aliiminyum toplayic1 arast
kV) (cm)
1 PCL-SF 20 20
2 SF 20 20
3 SF-Naylon 6/10 20 20
4 SF-Naylon 6/10 20 15
5 PCL 20 20

3.3.2. Polikaprolakton Doku Iskelesi Hazirlanmasi

Sunulan tez ¢alismasinda hazirlanmasi planlanan doku iskelelerinin ipek fibroin ile
hazirlanan yapilarin mekanik dayanimimin diisiik olmasi ve yapay timpanik membran igin
uygun olmamasi nedeniyle bu yapilar ile entegre edilebilecek ve yeterli mekanik dayanima
sahip olan yapilarin hazirlanabilmesi i¢in yine ipek fibroin gibi biyolojik olarak bozunabilen
(biodegradable) bir polimer olan polikaprolakton (PCL, Aldrich, ABD) yapilari
kullanilmistir. %10 Polikaprolakton ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 g PCL tartilip kloroform ve
DMF (Dimetil formamid) 4:1 oranindaki karisimla 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti manyetik
karistiricida 1 gece karistirilarak homojen ¢ozelti elde edildi.  Polikaprolakton ile mikro-
nanofiberlerin hazirlanmasinda da 50 cc lik enjektore 10 ml ¢6zelti konularak 10 ml/sa hizda,
20 kv voltajda, 20 cm toplayict — igne ucu mesafesi uzakligi saglanarak 1 saatlik

elektroegirmeye tabi tutulmustur.
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3.3.3 ipek Fibroin Cozeltisine Nylon6, Nylon 6/10 Eklenmesi

Ipek fibroin c¢ozeltisinin elektroegirme yontemiyle elde edilen membranda
mukavemeti arttirmak amaciyla ipek fibroin sirasiyla nylon 6 ve nylon 6/10 ile agirlik olarak
%50- %50 oraninda harmanlanarak TFA i¢inde %15 w/v oraminda ¢oziildi [71] ve
elektroegirme islemine tabi tutuldu. Naylon 6 ile elde edilen doku iskelelerinin yeterli
mukavemette olmamasi lizerine dayaniklilig1 attiracagi diisiincesiyle naylon 6/10 iizerinden

elektroegirme islemine devam edilmis ve SEM goriintiileri alinmistir.

3.3.4 Polikaprolakton ve ipek Fibroin Yapimin Katmanh Olarak Hazirlanmasi

Yapay kulak zar1 olusturma caligmalarinda ipek fibroin- nylon6/10 ¢ozeltisinde de
yeterli mukavemet elde edilememesi {izerine polikaprolakton ¢ozeltisinden elektroegirme
yontemiyle membran hazirlandi. Hidrofobik karakterdeki polikaprolakton membran iizerine
dokuya tutunmay1 saglamak amactyla hidrofilik 6zellikteki ipek fibroin ¢ozeltisi list katman

olarak elektroegirme yontemiyle hazirlandi.

3.4. Elektroegirme ile Hazirlanan Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu

Tez kapsaminda hazirlanan ve hedeflenen Ozelliklere sahip doku iskeleleri elde
edilebilmesi i¢in gelistirilen formiilasyonlar Onceki boliimlerde ayrintili bir sekilde
sunuldugu gibi degisik proses parametreleri kullanilarak degerlendirilmis ve gerekli
optimizasyonlarin yapilabilmesi adina uygun karakterizasyon teknikleri ile karakterize
edilmistir. S6z konusu karakterizasyon uygulamalarinin baginda hazirlanan doku
iskelelerinin morfolojik olarak degerlendirilmesi yer almistir. Ayrica hedeflenen doku
iskelesinin uygulama konusu olan timpanik membran gelistirilmesinde ihtiya¢c duyulacak
olan mekanik yeterliligin degerlendirilebilmesi i¢in hazirlanan doku iskelelerinin mekanik

testleri gergeklestirilmistir.
3.4.1. Morfolojik Degerlendirmeler

Tez kapsaminda gelistirilen doku iskelelerinin morfolojik olarak degerlendirilmesinde
taramali elektron mikroskobundan (SEM) yararlanilmistir. Yapilan ¢alismalarda TESCAN
(GAIA3, Cek Cumbhuriyeti) marka SEM kullanilmistir. Elektron mikroskobunda yapilan
caligsmalarda tez kapsaminda gelistirilen her bir doku iskeleleri ¢ift tarafli iletken karbon bant
yardimiyla aluminyum stublara alinmis ve Leica Ace200 cihazi kullanilarak 20 nm karbon

ile kaplanmistir. Sonrasinda gerekli goriintiileme islemlerine ge¢ilmis ve degisik
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parametreler ile hazirlanan doku iskelelerinin goriintiileri alinmigtir. Daha sonrasinda genel
gorsel morfolojik degerlendirmelerin yaninda her bir 6rnek i¢in alinan goriintiilerde yer alan
fiber yapilarinin ortalama caplari imageMeter programiyla Slgeklendirilerek gerekli fiber
caplariin analizi gerceklestirilmistir. Bu uygulamada her bir fotografta yer alan fiberlerden
ortalama 100 adedinin ¢aplar1 belirlenerek her bir formiilasyon i¢in ortalama cap belirleme

islemleri gerceklestirilmigtir.

3.4.2. Mekanik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Hazirlanan doku iskelelerinin mekanik 6zellikleri ¢ekme test cihazi (Zwick Z10,
Almanya) kullanilarak degerlendirilmistir. Hazirlanmig olan doku iskelesinden 2x1 cm
boyutunda numuneler alinarak mekanik teste tabi tutulmustur. Bu kapsamda 100 N yiik
hiicresinde uzatma degeri 10 mm/dak olarak ayarlanmis ve Ozellikle hedeflenen doku
iskelesinin mekanik dayanimini saglamak iizere yapida yer alan PCL 6rneklerine bu testler

uygulanmigstir.

Numuneler li¢ kez test edilmis ve gerinim—gerilme egrileri kaydedilmistir. Cekme
dayanimi, kopma wuzamast ve Elastisite modiilii sonuglarinin ortalamasi alinarak

raporlanmustir.
3.5. Doku Iskelelerinin Biiyiime Faktorii ile Donatilmasi

Tez ¢alismalar kapsaminda ipek fibroin ve polikaprolakton polimerleri kullanilarak
gelistirilen ve hedeflenen doku iskeleleri olarak hazirlanan yapilarin uygulama konusu olan
yapay timpanik membran dokusunu olusturmasi asamasinda 6zellikle hiicresel biiyiimeleri
ve gelismeleri desteklemek iizere literatiirde de yer alan bilgilere gore s6z konusu doku
iskelelerine uygun hiicresel biiylime faktorleri (Growth Factor) yiiklenmesine karar
verilmistir. Bu amagla yapilan literatiir degerlendirmelerine gore yapilacak olan uygulamaya
yonelik olarak en uygun biiylime faktoriiniin epidermal biiylime faktorii (Epidermal Growth

Factor, EGF) [67,68,68,70] oldugu degerlendirilmistir.

22



3.5.1. Doku Iskelelerine Biiyiime Faktorii Yiiklenmesi

Yapilan ¢aligmalar neticesinde uygun formiilasyonlar ile iiretilmis olan ipek fibroin-
polikaprolakton ve polikaprolakton mikro-nanofiberlerden olusan doku iskelelerine EGF
yiikleme islemleri gerceklestirilmistir. Bu islem i¢in genel olarak literatiirde iki farkli
yaklagimin hakim oldugu belirlenmistir. Bunlardan birincisi EGF vb. yapilarin polimerik
doku iskelelerinin hazirlanmasi esnasinda formiilasyona dahil edilmesi bir digeri de
hedeflenen doku iskelesinin gelistirilmesinden sonra uygun derisimlerde biiyiime faktoriiniin
doku iskelelerine emdirilmesi (impregnation) seklinde gerceklestirilen uygulamadir. Tez
kapsaminda kullanilan doku iskelelerinin hazirlanmasi esnasinda kullanilan kimyasallardan
(0zellikle ipek fibroinin elektroegirme islemleri sirasinda ¢oziindiigii TFA) dolay1 biiyiime
faktoriiniin sahip oldugu biyolojik aktiviteyi yitirmesi riskinden dolay1 ikinci yontem, yani

emdirme yontemi tercih edilmistir.

Hazirlanan doku iskeleleri prforatdr yardimiyla ¢ikartilip hassas terazide agirliklar
ol¢iilerek polistiren hiicre kiiltiir kabina sirasiyla yerlestirlmistir. Daha sonra EGF molekiilii
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH: 7.4) ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek hazirlanan doku
iskeleleri mg kiitlesi bagina 10-20-40 pg EGF olacak sekilde damlatilmistir. Boylece EGF
miktarlar1 degistirilerek uygun hiicre kiiltiiri i¢in uygun EGF dozunun belirlenmesi

planlanmaistir.
3.5.1. Doku Iskelelerinden Biiyiime Faktorii Salm Calismalar

Farkli miktarlarda EGF igeren doku iskelesi Orneklerinin salim caligmalarina
gecilmeden Once ¢alismalarda kullanilan EGF (CUTEGO, Cin Halk Cumhuriyeti) i¢in PBS
ortaminda hazirlanan ¢ozeltiler ile UV-Visible spektrofotometre ile bir dalga boyu taramasi
yapilmis ve sonrasinda da farkli derisimlerde (10, 20, 40 mcg/mg doku iskelesi) hazirlanan
EGF c¢ozeltilerinin 280 nm dalga boyunda Derisim/Absorbans kalibrasyon grafigi
hazirlanmistir. (EK 1)

EGF salim calismalarinda farkli miktarlarda EGF iceren ve farkli formiilasyonlarda
hazirlanmis olan (ipek proteini+polikaprolakton ve polikaprolakton’dan) doku iskeleleri
uygun salim ortamlarina (PBS igerisinde 37°C’ta) yerlestirilerek periyodik olarak doku
iskelelerinden salinan EGF miktar1 belirlenmistir. Bu islemler esnasinda salim ortamlarindan
belirli araliklarla belirli miktarda 6rnekler alinarak maksimum absorbansin gézlemlendigi

280 nm dalga boyunda ol¢iimler yapilmis ve daha dnceden hazirlanan kalibrasyon grafigi
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kullanilarak salinan EGF miktar1 belirlenmistir. Yapilan deneysel ¢alismalar en az ii¢ kez

tekrarlanarak gerceklestirilmistir (EK 2).

3.6.  Doku Iskeleleri ile Yapilan Hiicresel Testler (Biyouyumluluk Testleri)
(Referans: TS EN ISO 10993-5)

Bilindigi lizere asagida test protokolii sunulan MTT sitotoksisite testi; hiicrelerin
metabolik aktivitelerinin Ol¢limii yoluyla yasayabilirliginin/canliliklarinin 6lgiilmesine
dayanmaktadir MMT kapsaminda sar1 renkli ve suda ¢dzilinebilen bir bir boyar madde olan
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium bromid), canli hiicrelerde metabolik
olarak mavi-mor arasi renkli ve suda ¢éziinmeyen formazana indirgenir. Yapilan deneysel
caligmalarda canli hiicrelerin sayisi, burada olusan formazanin alkol igerisinde
coziinmesinden sonra spektrofotometrik olarak yapilan Olglimlerle belirlenen renk

yogunlugu degeri ile orantilidir.

Sunulan tez kapsaminda yapilan temel uygulamada oksidatif stres kaynakl
sitotoksisitenin aragtirilmasinda da yaygin olarak kullanilan 1.929 fare fibroblast hiicreleri
(NCTC klonu 929: CCL1, Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu [ATCC], Manassas, VA,
ABD; ECACC No. 88102702, Avrupa Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu, Salisbury, Wiltshire
SP4 0JG, Ingiltere) kullanilmistir. Burada 6ncelikle canli olduklarindan emin olunan 1.929
hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve yari birlesik bir tek tabaka olusturmak i¢in 24
saat (bir baska deyimle ikiye katlama siiresi kadar) kiiltiir ortaminda tutulmustur.
Hiicrelerin biiyiime ortami 90% DMEM Hi-glucose w L-glutamin 10% FBS ile %0.1
pen/strep ¢ozeltisinden olusmaktadir. %5 CO2 igeren inkubatorde 37 derecede inkiibe
edilmistir. Sterilizasyon etanole daldirilip cikarilan doku iskelelerinin UV 1sik altinda (265
nm) 20 dk bekletilmesi ile yapildi.Sterilizasyon sonrasi 48 well icindeki doku iskelelerine
1x10ES5 hiicre ekildi, besiyeri daha 6nce belirtildigi gibi kullanildir. 24 ve 72 saatlik analiz
saatlerinden 4 er saat once besiyeri fenolsiiz PBS ile degistirilip 200ul PBS i¢inde 20ul MTT
¢ozeltisi (Img/mL) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi ortam aspire edilmis ve olusan mor
formazan kristalleri DMSO ile ¢6zlilmiistiir. Ortamdan alinan 50ul. ornekler duplike sekilde
96 well platelerde ELISA readerda (SpectraStar, BMG LABBiotech) 570 nm dalga boyunda
okutulmustur. Formazan olusum miktar1 belirlenmis Negatif kontrol i¢inde sadece besiyeri

bulunan kuyucuk, pozitif kontrol i¢in ise %10 DMSO igeren besiyeri 570 nm dalga boyunda
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okutularak karsilagtirillmistir. Burada yapilan ¢alismalarin tamaminda kullanilan ¢ézeltiler,
cam esyalar vb. steril olarak kullanilmis ve tiim islemler aseptik kosullarda ve bir laminer
akis kabininin steril ortaminda gerceklestirilmistir. Hiicrelerin biiytime ortami 90% DMEM
Hi-glucose w L-glutamin 10% FBS ile % 0.1 penisilin/streptomisin ¢ozeltisinden

olugmaktadir. %5 CO?2 igeren inkubatorde 37 derecede inkiibe edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda daha once belirtildigi gibi canli hiicre sayisindaki azalma,
orneklerde yer alan hiicrelerin metabolik aktivitelerinde bir azalmaya neden olmakta ve bu

azalma, 570 nm’de yapilan optik yogunluk 6l¢iimleriyle (SpectraStar, BMG Lab Biotech,

Almanya) mavi-mor formazan miktar1 ile dogrudan iligkili oldugundan asagida verilen

denklem yardimiyla 6rnek igerisinde yer alan hiicrelerin canlilik degerleri belirlenmistir.

OD
% Hiicre Canlilig1 = 100 x —2570e
ODs70b

Burada sunulan esitlikte yer alan QD3570e iizerinde ¢aligilan 6rnegin 570 nm’de vermis

oldugu optik yogunluk olup QD570b ise calismalarda kullanilan blank ¢6zeltinin ayn1 dalga

boyunda 6l¢iilen optik yogunlugunu ifade etmektedir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. ipek Bocegi Kozalarindan Elde Edilen Ipek Firoinin Ozellikleri

Yapilan baslangi¢ ¢alismalarinda daha 6nce gercgeklestirilen ¢alismalardan [71] yola
cikilarak elde edilen ipek fibroin yapilarinin yapilmis olan karakterizasyon caligsmalari
(FTIR-ATR incelemeleri) sonucunda spektrumda yer alan bantlarin (6rnegin; 1620, 1514,
1266 ve 1053 cm™! bolgelerindeki) karakterize edilen ipek fibroinin f tabakalarina diger ilgili
bantlarin (1.676 ve 600 cm™ gibi) ise o sarmalima atfedildigi bildirilmistir [72].

4.2.  Elektroegirme ile Hazirlanan Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu

4.2.1. Morfolojik degerlendirmeler

Sunulan tez kapsaminda hedeflenen doku iskelelerinin hazirlanmasinda yapilan
literatlir ~ taramalarina  gore [12,73,74,75,76] {zerinde  arastirmalar  yapilan
polimer/biyopolimer gruplari arasinda yapilan g¢alismalar dikkate alinarak timpanik
membrani taklit etmek iizere ozellikle mikro-nano 6lgekli (fibriler formda) yapilarin
hazirlanmasina karar verilmistir. Kullanilmasi planlanan polimerlerin se¢iminde ve dogal
dokuyu taklit etmesi planlanan yapinin protein yapisinda olmasi ve bu tabakanin yeterince
mekanik dayanima sahip olmamasi nedeniyle mekanik dayanimi arttirmak ve protein
tabakasi ile Ortiisen/entegre olabilen bir polimerik yapinin tercih edilmesi s6z konusu
olmustur. Bu amagla 6ncelikle protein yapisi olarak ipek bocegi kozasindan elde edilen
biyopolimerik yap1 olarak ipek fibroin tercih edilmistir. Ipek fibroin kullanilarak hazirlanan
nanofibriler doku iskelesi katmaninin 6rnek bir SEM fotografi Sekil 4.1.’de sunulmustur.
Fotograftan da goriildiigii iizere elde edilen matriks tizerinde hemen hemen higbir digiim
noktasi (ya da diigiim) olusumuna rastlanmamistir. S6z konusu diigiim olsumu, toplayicida
istenen nanofiber formasyonunun olugsmamasi, ¢oziicliniin yeterince buharlasmamasi gibi
olumsuzluklar ilgili kaynaklarda [77,78,79.80,81] ayrintili olarak tartisilmis ve bu bilgiler
dikkate alinarak 6n denemeler yapilmis ve sorunsuz optimum kosullara ulasilabilmistir. ipek
fibroin ile hazirlanan matriks yapilarina mekanik dayanimi arttirmak tizere ilgili kaynaklarda
da benzer yapi1 olarak kullanilan naylon 6-10 ilavesi durumunda elde edilen matrislerdeki

ortalama fiber ¢aplarinin nispeten azalmasi olmustur [71] (Sekil 4.2). Elde edilen bulgulara
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gore bir diger dikkat ¢eken husus ipek fibroin ile elde edilen fibriler yapilarda yer alan
fiberlerin ortalama caplari1 ayni kosullarda hazirlanan PCL matrikslerdeki fiberlerin ortalama

caplarindan nispeten daha biiyiik olmustur (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.).

Sunulan tez calismalar1 kapsaminda hedeflenen doku iskelesi formunun hem hiicre
yapismasini desteklemesi hem de mekanik yonden dayanikli olmasi gerekmektedir [74]. Bu
nedenle ti¢iincii bolimde ayrintili bir sekilde agiklandigi gibi dncelikle PCL kullanilarak
toplayici plaka {izerinde biriktirilen nanofibriler yapilar hazirlandiktan sonra ipek fibroin ile
elektroegirme islemi gerceklestirilmis ve bdylece hedeflenen bilateral/cift katmanl yapiya
ulagilmistir. Elde edilen SEM fotografi degerlendirmelerinde her iki katmanin ayri ayr
goriintiileri alinmig ve yapilan degerlendirmelerde ayr1 ayri elektroegirme prosediiriine tabi
tutulan yapilarda oldugu gibi ayni kosullarda elde edilen ipek fibroin matrikslerin ortalama
fiber ¢aplariin PCL matrikslerin ortalama fiber ¢aplarindan daha biiyiik oldugu dikkat
cekmektedir. (Sekil 4.3.) Ancak her bir katmanin tek basina hazirlanmasi durumunda elde
edilen matrikslerin bagil olarak daha biiyiik ¢aplarda olmasi s6z konusu oldugu anlasilmistir
(Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.). Bunun nedeni olarak katman iistiine katman seklinde yapilan
matriks olusumunda saglanan elektriksel alanin mevcut katmandan dolay1 azalmasi s6z

konusu oldugundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Sekil 4.1. Ipek Fibroin Proteini ile Elde Edilen Nanofibriler Matriks SEM Fotografi

Ortalama fiber ¢ap1 358 nm
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SEM BAG: 190 ks wo:sasmm |00 | SALAT TESCA
Dt 56 Wirw Tl 207 pm | G am Fr
SEH HW: P00 B m: 1aTa HURITEN ;[

Sekil 4.2 SF Naylon-6/10 Nanofibriler Matriks SEM Fotografi Ortalama fiber ¢cap1 178 nm

SEM MAG: 10.0 kx WD: 4.76 mm | GAIA3 TESCAI
F

View field: 20.7 pm 5 pm
SEM HV: 20.0 kV Bl: 11.78

Sekil 4.3 PCL ile Elde Edilen Nanofibriler Matriks SEM Fotografi Ortalama fiber ¢ap1 212 nm
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SEM MAG: 10.00 kx WD: 4.69 mm 1] |

Det: SE View field: 208 pm  5pm
SEM HV: 20.0 kV Bl: 11.78

Sekil 4.4 PCL Uzerine Ipek Fibroin Nanofiberlerin Kaplanmasiyla Elde Edilen Nanofibriler Matriks SEM
Fotografi (Ipek Fibroin fiber tarafi. Ortalama fiber gap1 206 nm

Alt Katiw

x{

GEM MAG: 158k WD 4589 mm

Wiew Beld: J0Epm 3 pm
CTRiE. ]

Sekil 4.5. PCL + SF Alt Katman (PCL tarafi) Ortalama fiber ¢ap1 147 nm

Deneysel ¢aligmalarin sonrasinda elde edilen verilerin yeniden degerlendirilmesi ve
oncelikle elektroegirme islemlerinde kullanilan malzemelerin ayni kosullar altinda
degistirilmesi sonucu elde edilen matrikslerin genel yapilar1 ve nanofiber caplar

incelendiginde ipek fibroin ile hazirlanan nanofiberlerin ¢aplarinin PCL {izerine kaplanan
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nanofiberlerin ¢aplarindan da naylon 6/10 ile karistirilarak (birebir kiitle oraninda)

hazirlanan nanofiberlerin ¢aplarindan da biiyiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6.).

Ote yandan daha 6nce de belirtildigi gibi olusan fibriler yapilarin olduk¢a homojen
kalinlikta oldugu ve herhangi bir diiglim ya da benzeri bir olumsuz yapilanmanin meydana

gelmedigi belirlenmistir.

400
~ 350
&
< 300
o
S 250
8 200
= 150
<
g
= 100
5 50

0 Sadece SF PCL-SF (SF tarafi) SF-Naylon 6/10

Sadece SF (%20’lik, 20kV, 20 cm, 2 ml/saat, 1saat)
PCL-SF (SF tarafi, %20’lik, 20kV, 20 cm, 2 ml/saat, 1saat)
SF-Naylon 6/10 (%20’1lik 20kV, 20 cm, 2 ml/saat, 1saat)

Sekil 4.6 ipek Fibroin Nanofiberlerin PCL ile ve Naylon 6/10 kullanimiyla Elde Edilen Nanofibriler

Yapilarin Degerlendirilmesi

Calismalar kapsaminda hazirlanan nanofibriler yapilarin hazirlanmasinda kullanilan
malzeme/malzemelerin degistirilmesi sonucu elde edilen matriks yapilar1 ve nanofiber
caplari incelenediginde 6zellikle her iki tiir malzemenin (ipek fibroin ve PCL) tek baslarina
elektroegirme prosesine tabi tutulmus halleri iki malzmenin bir arada (ya da ardigik olarak
cift tabakali olacak sekilde) elektroegirme prosesine tabi tutulmus halinden daha biiyiik
caplara sahip oldugu anlagilmistir (Sekil 4.7.).

Yapilan ¢alismalarda elde edilen bu farkliliga gerekge olarak da daha 6nceki boliimde
de belirtildigi gibi ¢cok katmanli yap1 olusturulmaya calisildigi zaman toplayict zemininde
birikmis olan bir bagka malzemenin olusturacagi bariyer etkisi ile elektriksel alanda
zayiflama olacagindan iizerine beiriken ikinci bir malzemenin yapisinda bir diger malzeme

olmaksizin gerceklestirilen kaplamadaki yapr ile farkliliklar gostermistir.
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Yapilan diger calismalarda ilgili literatiir [77] bilgilerine dayanilarak hazirlanmast

planlanan ve ileri uygulamalarda ideal Ozelliklere sahip olmasi istenen matrikslerin

olusturulmasinda etkin olan bir diger parametre elektroegirme sistemindeki enjektoriin

ucundaki igne ile toplayici arasindaki mesafe olmustur.

Ortalama Fiber Cap1 (nm)

400

350

300
250
200
150
100
50
0

Sadece PCL PCL-SF Sadece SF PCL-SF
(PCL taraft) (SF tarafi)

Sadece PCL (%20lik, 20kV, 20 cm, 2 ml/saat, 1saat)
PCL-SF (PCL tarafi, %20lik, 20kV, 20 cm, 2 ml/saat, 1saat)
Sadece SF (%20lik, 20kV, 20 cm, 2 ml/saat, 1saat)
PCL-SF (SF taraf1,%20lik, 20kV, 20 cm, 2 ml/saat, lsaat)

Sekil 4.7 Ipek fibroin nanofiberlerin PCL ile kullanimiyla elde edilen ¢ift tabakali matrikslerde nanofibriler

yapilarin degerlendirilmesi

Bu baglamda igne ucu ile toplayici arasindaki mesafe iki farkli degerde (15 ve 20 cm

olacak sekilde) sabitlenerek elektroegirme islemi gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar

Sekil 4.7.’de verilmistir. Grafiktende goriildiigii tizere s6z konusu mesafenin artmasiyla elde

edilen matrikste yer alan nanofiberlerin caplarinin arttigi belirlenmis ve bu durumun

mesafenin artmasi ile toplayiciya dogru ilerleyen fiberlerin havada kalma siiresi uzadigindan

¢Oziicli uzaklasmasinin devam ettigi ve boylece daha kalin fiberlerin olustugu diisiiniilmiis

ve elde edilen bu sonucun ilgili kaynaklarda [77] yer alan bulgular ile ortiistiigii anlasilmistir.
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Sekil 4.8. igne Ucu ile Toplayic1 Arasindaki Mesafenin Elde Edilen Matrikslerdeki Nanofiber Caplarina
Etkisi

4.2.2. Mekanik Testler

Yapilan deneysel caligmalar kapsaminda hazirlanan doku iskelelerinin sahip oldugu
mekanik dayanimlarin degerlendirildigi bu bdliimde ileri uygulamalarda kullanilmak {izere

optimize edilmis kosullarda hazirlanmis olan yapilar mekanik teste tabi tutulmustur.

Bu kapsamda polikaprolakton nanofiber yapilar1 mekanik testlere tabi tutulmus, elde
edilen verilere gore olusturulan uygulanan kuvvete karsilik l¢tilen gerinim degerleri  sekil

4.9.’de sunulmustur. Ayrica sistemden elde edilen veriler tablo 4.1.” verilmistir.
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Tablo 4.1 PCL mekanik test sonuglart

Fat0.2%

Specimen plastic dL(plast.)

ID F (50 %) Emod strain Fmax at Frax

MPa MPa N MPa mm
PCL1 0,19369 | 1,649311 | 0,042679 | 0,401334 | 0,609251
dL at

dL at Frax Fareak break Ao bo So

% MPa % mm mm mm?
30,56127 | 0,078778 | 59,39754 0,1 11,11 1,111

Yapilan incelemelere gore hazirlanan PCL matrikslerin sahip oldugu yaklasik 1,65 MPa
degerindeki elastisiste modiilii (Emod) degeri literatiirde yapilan benzer ¢alismalarda elde

edilen degerler ile yakin biiyiikliiklere sahip oldugu belirlenmistir [81].
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Sekil 4.9 PCL Doku Iskelesine Uygulanan Kuvvete Karsilik Gerinim Egrisi
4.3. Doku iskelelerinden EGF Salim Davramslar

Yapilan deneysel calismalar kapsaminda gelistirilmesi hedeflenen doku iskelesinin
etkinligini arttirmak ve hiicre matriks etkinligini gliclendirmek adina s6z konusu iskele
yapilarina materyal Metod béliimiinde ayrintili bir sekilde belirtilen prosediirler ile EGF
yiiklenmistir. Hazirlanan EGF yiiklii doku isklelelrinde yer alan EGF’nin 6zellikle kullanim
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ya da saklama kosullar ile iskele yapilarina yiiklenen EGF derisimi ilgili olarak yapilan
deneysel calismalarda elde edilen in vitro salim sonuglar1 asagida alt basliklar halinde ayr1

ayri sunulmustur.
4.3.1. Doku Iskelelerinden EGF Sahmina Ortam Sicakligimin Etkisi

Bu boliimde ilk olarak hazirlanan EGF yiiklii doku iskeleleri farkli ti¢ sicaklikta (+4°C
, 25°C ve 37°C seklinde) kosullandirilmig ortamlarda fostfat tampon ¢ozeltileri (PBS, pH:
7,4) iogerisinde izlemeye alinmistir. Belirli zaman araliklarinda yapilan EGF o6lglimleri
neticesinde elde edilen bulgular Sekil 4.10.’da sunulmustur. Grafikten de anlasilacagi iizere
salim ¢alismalarinin ilk 5-6 saatlik boliimiinde elde edilen salim profillerine gore sicaklik
arttikca EGF salim hizinin ilgili kaynaklarda yer alan ¢aligmalara [79] benzer sekilde artmis
oldugu ¢ok net olarak anlagilmistir. Yapilan caligmalarin devaminda yaklasik olarak 72
saatlik bir zaman diliminde doku iskelelerinde yer alan EGF’nin hemen hemen tamaminin
salinmig oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak o6zellikle doku iskelesi ve hiicre
etkilesimlerinde ilk 6-12 saatlik donemde (hiicrelerin ylizeylere tutunmasi ve
biliylimeye/yayilmaya dogru ilerlemesi evrelerinde) ihtiyag duyulan salim profilinin elde
edilebilecegi, Ote yandan diigiik sicakliklarda (+4°C ve altinda) ise salimin oldukca

yavaslayacagi ve bu tiir kosullarin stoklamada 6nemli avantaj olacag diistiniilmiistiir.

e 37C ) 5C

Zaman (Saat)

Sekil 4.10 Doku Iskelesinden EGF Salimima Ortam Sicakliginin Etkisi
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4.3.2. Doku iskelelerinden EGF Salimina EGF Yiikleme Miktarimin EtKisi

Bu béliimde ise EGF igeren doku iskelelerinin hazirlanmas1 asamasinda prosese ilave
edilen EGF miktarlar1 degistirilmis (10, 20 ve 40 mg/mg doku sikelesi seklinde) ve elde
edilen doku iskelelerinden fosfat tampon ortaminda ve hedef salim ortami olarak
degerlendirilen viicut sicakliginda gerceklestirilen in vitro salim deneylerinden elde edilen
bulgular Sekil 4.11.’da sunulmustur. Sunulan grafikten de ¢ok net goriildiigii tizere doku
iskelelerine ilave edilen EGF miktarinin artmasi ile salim hizinin bir miktar arttig1 ve EGF
iceriginin daha da artmasiyla s6z konusu salim hizinin 6nemli oranda arttig1 belirlenmis ve

bu bulgularin litertiirde yer alan benzer ¢aligmalar [79] ile Ortlistiigli anlasilmistir.
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Sekil 4.11 Doku Iskelesinden EGF Salimina EGF Yiikleme Miktarinin Etkisi

4.4.Doku Iskeleleri-Hiicre Etkilesimleri (MTT Testleri)

Sunulan tez ¢alismalar1 kapsaminda hazirlanan tiim doku iskeleleri (PCL ve PCL-Ipek
fibroin ile bunlarin degisik oranlarda EGF igeren formlari) TS EN ISO 10993-5 “Tibbi
cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi-boliim 5: Viicut dis1 sitotoksisite deneyleri” baslikli

standarda uygun olarak standard kapsaminda yer alan L.-929 hiicre hatti ile etkilestirilmistir.

Calismalardan elde edilen bulgular ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve bu kapsamda
sirastyla, PCL doku iskelesi iizerinde EGF derisiminin etkisi, PCL-SF Doku iskelesi
tizerinde EGF derisiminin etkisi, esit EGF igerikli PCL ve PCL-SF doku iskelelerinin etkisi
ve EGF iceren PCL ve PCL-SF doku iskelelerinin hiicre canliligina etkisi ile ilgili genel

degerlendirmeler asagida ayrintili olarak degerlendirilmistir.
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4.4.1. PCL Doku Iskelesinde Yer Alan EGF Derisiminin Hiicre Canlihgina Etkisi

Gelistirilen doku iskelelerinden yapisinda sadece PCL ve degisik oranlarda EGF igeren
orneklerin L-929 hiicreleri ile etkilestirilmesi sonucu genel olarak tiim drneklerin negatif
kontrole yakin oranda bir hiicre canliligi sergiledigi ortaya konulmustur. Ote yandan
yapisinda sadece PCL iceren formlarin oldukga yiiksek bir canliliga sahip olmasi s6z konusu
olmasina ragmen diger EGF yiiklii (farkli oranlarda) PCL esasli doku iskelelerinde % 90’lar
dolayinda bir canlilik degerine dogru azalmalar (Sekil 4.12.) belirlenmistir. Burada belirtilen
canlik degerlerindeki azalmalarin (az da olsa) yapilan caligsmalarda kullanilan ticari EGF’ilin
sahip oldugu safsizliklardan kaynaklandigi (satin aliman EGF’iin yaklasik olarak % 98
saflikta oldugu bildirilmistir) diisiiniilmektedir. Ayrica yine Sekil 4.12’den anlasilacagi
tizere doku iskelesindeki EGF miktar1 arttik¢a bu deger bir miktar daha azalmaktadir ve bu

egilim ongoriilen olumsuzluk goriisiinii desteklemektedir (Ek 3).
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Sekil 4.12 Farkli Miktarlarda EGF igeren PCL Doku Iskelelerinin Hiicre Canlilhigima Etkisi
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4.4.2. PCL-SF Doku Iskelesi iizerinde EGF derisiminin Hiicre Canhihgina Etkisi

Bir onceki boliimde gercgeklestirilen deneysel ¢alismalarin ¢ift katmanli (PCL ve ipek
fibroinden olusan) doku iskeleleri ile tekrarlanmasi durumunda Sekil 4.13.’de verilen

degerler elde edilmistir.
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Sekil 4.13. Farkli Miktarlarda EGF Igeren PCL-Ipek Fibroin Doku Iskelelerinin Hiicre Canliligina Etkisi

Elde edilen verilere gore burada da genel olarak tiim doku iskelelerinin negatif kontrole
oldukca yakin degerlerde canlilik degerlerine sahip oldugu gozlemlenmektedir. Ancak
burada EGF iceren 6rnekler arasinda 6zellikle 20 ng EGF/mg doku iskelesi degerinde igerige
sahip PCL-Ipek protein degerine sahip drnek icin digerlerinden daha yiiksek bir canlilik
degeri elde edildigi anlagilmaktadir. Bunun nedeni olarak EGF yiiklii 6rneklerin genel olarak
saf PCL-Ipek Fibroin doku iskelelerinden bir miktar diisiik olmasi burada da kullanilan
EGF’nin sahip oldugu safsizlik ile ilgili olumsuzluk burada da gegerli olmasina ragmen
kullanilan EGF’nin optimal degere sahip olmasindan kaynaklanabilecegi sonucuna

ulasilmustir.
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4.4.3. Esit EGF Icerikli PCL ve PCL-SF Doku Iskelelerinin Hiicre Canlihgina Etkisi

Hiicre etkilesim testlerinden esit oranlarda EGF’iin kullanilarak hazirlandigi PCL ve

PCL-Ipek Protein doku iskelelerinin sahip oldugu hiicre canlilik degerlerinin karsilastirildig

boliimde elde edilen canlilik degerleri Sekil 4.14.’te sunulmustur.

Sekil 4.14.’ten anlasilacag iizere kullanilan EGF degeri PCL ve PCL-Ipek Fibroin

doku iskelelerinde ayn1 orana sahip olmasina ragmen (her iki 6rnegin hazirlanmasinda da 20

mg EGF/mg doku iskelesi kullanilmistir) PCL-Ipek Fibroin yapilariin hiicre canliligmi bir

miktar daha fazla destekledigi anlasilmistir. Bunun gerekgesi olarak ilgili 6rnekte yer alan

PCL ve Ipek Fibroin katmanlarmin daha az oranda EGF icermesinin (burada ozellikle

katmanlardan biri olan ipek fibroinin daha kalin ¢capli nanofiberler olusturmasindan dolay1

EGF emdirilebilecek bosluklarin az da olsa diismesi nedeniyle) safsizlik etkisinin daha az

olabilecegi ve boylece daha yiiksek hiicre tutunmasi/canliligr degerlerine ulagilmasinin s6z

konusu oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.14. Esit Miktarlarda EGF Igeren PCL ve PCL-Ipek Fibroin Doku Iskelelerinin Hiicre Canliligia

Etkisi
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4.4.4. EGF Iceren PCL ve PCL-SF Doku Iskelelerinin Hiicre Canliigina Etkisi Genel

Degerlendirmeler

Bu boliimde buraya kadar elde edilen ve ayr1 ayr1 degerlendirilen doku iskeleleri ve
hiicre etkilesim ¢aligmalar1 verilerine gore genel birtakim degerlendirmeler yapilmistir.
Buna gore genel hatlariyla yapilan caligmalarda gelistirilen tiim oOrneklerde hiicre
canliliklarin ilgili kaynaklarda isaret edildigi gibi negatif kontrole gore %80°’li degerlerin
iizerinde oldugu [82] belirlenmistir (Sekil 4.15). Ayrica tek katmanl ya da ¢ift katmanli tiim
orneklerde doku iskelelerine EGF ilave edilmedigi durumlarda EGF iceren iskelelere gore
daha yiiksek hiicre canliliklar1 degerlerinin elde edildigi bunun da onceki boliimlerde
ayrintili olarak ifade edildigi gibi yapilan ¢alismalarda kullanilan EGF’lin sahip oldugu

bilinen safsizliklardan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.15. EGF Iceren ve Icermeyen PCL ve PCL-ipek Fibroin Doku iskelelerinin Hiicre Canliligina

Etkilerinin genel degerlendirilmesi
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Sekil 4.16. Polikaprolakton doku iskelesinde gozlenen L.929 fibroblast hiicreleri SEM goriintiisii
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5. SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismalar1 kapsaminda 6zellikle orta kulak iltihab1 vb rahatsizliklardan
dolayr meydana gelen kulak zar1 (timpanik membran) hasarlarinin onarilmasinda
kullanilmak iizere yapay kulak zar1 gelistirilmesi ve gelistitirilen membranin hiicre
etkilesimleri gibi klinik Oncesi testlerin yapilmasi saglanmistir. Bu kapsamda yapilan
deneysel ¢alismalar baslica dort ana boliimde degerlendirilmistir. Bunlar sirasiyla membran
gelistirilmesinde kullanilacak olan materyal se¢imi ve proses edilmeleri, elektroegirme
yontemiyle yapay kulak zar1 gelistirilmesi ve gerekli karakterizasyon c¢alismalari,
membranlara biiylime faktorleri ilavesi ve bu faktorlerin salim ¢aligmalari ile membranlarin
hiicreler ile etkilesimlerinin incelenmesi sekinde gerceklestirilmistir. Yapilan ¢aligmalar

sonucu elde edilen/ulasilan baslica sonuglar asagida 6zetlenmistir.

Oncelikle literatiirde kullanilan yapilar arasindan dogal bir polimer olmasi ve
hedeflenen hiicre etkilesimlerinde iyilesme agisindan katki saglamasi beklenen ipek
proteinlerinden ipek fibroin se¢ilmis ve Ozellikle doku isklesi agisindan fibriler formda
yapilar elde edilmesi i¢in elektroegirme yontemi kullanilarak hedef doku iskelelerinin
hazirlanmas1 saglanmistir. S6z konusu yontemin kullanildigi ve literatiirde yer alan bilgilere
gore daha sonrasinda elde edilen ¢6zelti karakterize edildiginde polimerik yapinin molekiil
agirligimin 100 kDa dolayinda oldugu ifade edilmistir [61]. Yapisal olarak ipek fibroinin
mekanik dayanimi diisiik bulunmus ve bu yapiy1 giiclendirmek adina 6nce naylon6 ve
naylon 6/10 ile harmanlama yapilmis mekanik yeterlilik saglanamadigindan dolay1 yine
ilgili kaynaklarda farkli doku iskelelerinin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan
polikaprolakton (PCL) ile ikinci bir tabaka olusturulmus ve gerekli mekanik dayanim

saglanabilmistir.

Elde edilen mikro-nanofiber formundaki yapilar gerekli optimizasyon calismalari
yapilarak hedeflenen doku iskelesi aday1 olarak yaklasik 100-500 nm araliginda kullanilan
degisik parametrelere gore istenilen caplarda hazirlanabilen fibriler matriks formunda
yapilarin hazirlanmasi basar ile saglanmis ve yapilan morfolojik degerlendirmeler ile

gerekli teyidler yapilmustir.

Gelistirilen doku iskelelerine hedef uygulama olan yapay kulak zar1 modelinde katki

saglamak tizere biiyiime faktorii ilavesi (Epidermal Growth Factor, EGF) gerg¢eklestirilmis
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ve yapilan caligmalarda EGF baslangi¢ yilikleme oranlari ile salim ortami sicakliklarinin
etkileri degerlendirilmis ve gerek baslangi¢ oranlar1 ve gerekse salim ortami sicakliklarinin

artmasi ile EGF salimiin artmis oldugu belirlenmistir.

Yapilan mekanik test degerlendirme calismalarinda elde edilen temel matriksin
0zellikle mekanik dayanimi saglamak {izere kullanilan PCL yapisindaki membranlar iizerine
yogunlasilmig ve elde edilen elastiklik modiiliiniin literatiirde yer alan benzer ¢alismalardaki

hedef biiytikliiklere ulasilabildigi anlagilmistir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen son boliim ¢alismalarinda, gelistirilen doku
iskelelerinin tamamu hiicresel etkilesimlere tabi tutularak in vitro testler uluslararasi uygun
standardlara gore gerceklestirilmistir. Buradan elde edilen sonuglara gore doku isklesi
hazirlanmasinda kullanilan tiim formiilasyonlar ile elde edilen matrikslerin/doku
iskelelerinin hiicreler ile (L929 fibroblast hiicreleri) etkilestirildiklerinde herhangi bir
olumsuzluk olusturmadig: ve hiicre canliliklarini % 90’larin dolayinda ve lizerinde sagladig:
belirlenmistir. Yapilan hiicre etkilesim testleri arasinda 6zellikle EGF’nin kullanildigt
formlarda bir miktar canlilik diislisii yasandigi bunun da ¢alismalarda kullanilan EGF’nin
ticari form olarak icerdigi safsizliklardan (% 2 oraninda) kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Ote yandan canlik degerlerinin degisimi konusunda 6zellikle yapisal 6zelliklere (basta
malzeme tiirli ve elde edilen fiber ¢aplar1 ve dolayisiyla doku iskelesi formundaki fiberler
arast bosluklar nedeniyle EGF yiikleme oranlar1 degistiginden bu degisiklik hiicre

canliliklarina da yansimistir.
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