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ÖNSÖZ 
 

Bu rapor "Nanolifli Yap da, Sinir Büyüme Faktörü Yüklü Mikro Küreleri çeren Jelatin Bazl  Doku 

skelelerinin Haz rlanmas  ve Karakterizasyonu” ba l kl  TÜB TAK-MAG-112M568 No’lu ara t rma 

projesinin sonuçlar n  içermektedir. Çal ma içerisinde büyüme faktörü yüklü mikrokürecikleri içeren 

nanolifli doku iskelesi haz rlanmas  ve bu küreciklerden sal nan büyüme faktörünün doku iskelelerine 

tutunmu  PC-12 hücreleri farkl la mas n  sa lamak amac yla önerilmi tir. 01 Ocak 2013 tarihinde, telif 

bedeli hariç 29800 TL’lik bütçe ile zmir Yüksek Teknoloji Enstitüsü Kimya Mühendisli i Bölümü’nde 

yürütülmek üzere desteklenmeye ba lanan proje 01 Ocak 2014’de tamamlanm t r. 

Bu proje kapsam nda bir doktora çal mas n n bir bölümü tamamlanm t r. Projenin yönlendirilmi  

doku iskelesi üretimi ile ilgili k sm  23-25 Ekim 2013 tarihleri aras nda Almanya’da düzenlenen Dünya 

Rejeneratif T p Konferans nda sözlü sunum ve poster olarak sunulmu tur. 

Projede yüksek gözeneklilik ve nanolifli yap da jelatin doku iskeleleri ile çevresel sinir sistemi 

hasarlar nda kullan lmak üzere yönlendirilmi  doku iskeleleri haz rlanm t r. Mekanik özelliklerinin sinir 

doku mekanik özellikleri ile benzer oldu u belirlenen doku iskelesi üzerine alginat tanecikler 

tutturulmu tur. PC-12 hücrelerinin nanolifli doku iskelesine tutunduklar  gözlenmi , alginat mikro 

kürecikler içerisine yüklenen NGF proteininin aktivitesini korudu u belirlenmi tir. 
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ÖZET 

Canl larda pek çok doku, kendini yenileyebilme özelli ine sahiptir. Ancak memelilerde, yeti kin sinir 

hücreleri bölünebilme yeteneklerini kaybettikleri için bu durum farkl l k gösterir. Özellikle merkezi sinir 

sistemi çevresel sinir sistemine göre daha k s tl  yenilenme yetene ine sahiptir. Bunun sonucu olarak 

travma, felç ve nöropatolojik durumlar ortaya ç kmaktad r. Sinir sisteminin yenilenmesini hedefleyen 

ara t rmalar ilk olarak otolog sinir grefti ismi verilen ki inin vücudundaki ba ka bir bölgeden al nan 

sa l kl  bir sinir dokusunun hasarl  bölgeye aktar m  ile ba lam t r. Bu yöntemde yeterli hücre 

say s na ula lamamas  en önemli s n rlamad r. Di er bir yakla m kadavralardan al nan hücrelerin 

hasarl  bölgeye aktar m  eklinde olmu tur. Ancak bu uygulamada aktar m yap lan ki ilerde immun 

yan t olu turmu tur. Sinir sisteminin yenilenmesini hedefleyen ara t rmalar da umut verici bir yakla m 

biyomalzemeler ve doku mühendisli i çal malar d r. Bu projede, mikrokürecikler içerisine yüklenmi  

sinir büyüme faktörünün kontrollü bir ekilde sal m n  sa layan, nanolif yap da  yeni bir doku iskelesi 

geli tirilmesi hedeflenmi tir. Doku iskeleleri s  etkili faz ay rma, gözenek olu turma ve kal plama 

teknikleri birarada kullan larak jelatinden, mikroküreler ise su ya  emülsiyonu içerisinde alginat n 

kalsiyum iyonu ile retikülasyonu sonucu üretilmi tir. Mikrokürelerden ortama sal nan büyüme 

faktörünün biyoaktivitesini belirlemede fare adrenal medullas ndan köken alan ve ortama nöral 

büyüme faktörleri verildi inde sinir hücresi benzeri uzant lar (nörit) olu turan PC12 hücre hatt  

kullan lm t r. Yüksek gözeneklilikte ( >90 %) gözenekleri birbiri ile ba lant l , hücre d  matrisi boyut 

olarak taklit eden ve mekanik özellikleri do al beyin dokusuna benzer doku iskeleleri üretilmi tir. Kat  

duvarl  doku iskelesine k yasla nanolifli yap daki doku iskeleleri hücrelerin morfolojisinin de i imine 

sebep olmaks z n tutunmalar n  sa lam t r. Model protein olarak kullan lan -Kemotripsin ve sinir 

büyüme faktörü NGF’in aktivitesini korumak için kullan lan s r serum albümini proteinleri alginat 

kürelere 100 % oran nda yüklenebilmi tir. Mikro kürecikler içerisine yüklenen NGF’ in aktivitesini 

korudu u hatta serbest halde kültür ortam na eklenen NGF’ e k yasla daha k sa sürede PC–12 hücre 

farkl la mas n  sa lad  belirlenmi tir. 
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ABSTRACT 
 
In living organisms most of the tissues have the capability of regeneration; on the other hand, this 

situation is different in mammalian adult neural cells since they loose their ability of proliferation. 

Compared to peripheral nervous system, central nervous system has restricted regeneration capability 

which results in trauma, stroke and neuropathology etc. The first studies for the regeneration of 

nervous system concentrated on the use of autographs, tissue transplanted from one part of the body 

to another in the same individual, but it has limitations including short-age. Another type of 

investigation was allograft, which is transplantation of cells isolated from cadavers to the patient, but 

this approach is also not suitable because of host immune rejection.  A new hope to cure 

neurodegenerative diseases appeared with biomaterials and tissue engineering studies. In this study, 

it is aimed to develop a novel, nanofibrous scaffolds with the capability of controlled releasing neural 

growth factor loaded in microspheres. Nanofibrous and oriented scaffolds were prepared from gelatin 

by a combination of  thermally induced phase separation (TIPS), porogen-leaching and molding 

techniques  while alginate microspheres were produced in oil in water emulsion through cross linking 

of alginate with calcium ions. The bioactivity of the growth factor released from microspheres was 

determined using PC12 cell line, derived from rat adrenal medulla and differentiate when treated with 

nerve growth factor. The scaffolds including connected pores with a high porosity, nanofibrous 

structure which mimic the extracellular matrix and properties similar to natural brain tissure were 

produced. Compared to solid walled scaffolds, nanofibrous scaffolds allow attachment of cells without 

any change in their morphologies. Model  protein -chemotripsin and bovin serum albumin used for 

protecting the activity of nerve growth factor were loaded in alginate microspheres with an 

encapsulation efficiency of 100 %. It was found that NGF loaded into microspheres can maintain its 

activity and it can even differentiate PC-12 cells in a shorter time compared to  NGF directly added 

into cell culture medium.  
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1.GiRi  

Hasar görmü  veya bir hastal k sonucu kullan lamaz hale gelmi  doku ve organlar n yenilenmesi eski 

ça lardan beri önemini yitirmeyen bir konudur. Asl nda canl larda pek çok doku, kendini yenileyebilme 

özelli ine sahiptir. Ancak dokunun kendini yenileyebilmesi belli s n rlar içerisinde mümkündür. Örne in 

çevresel sinir dokuda meydana gelen bir hasar sonucu olu an bo luk e er 1 mm’ den daha k sa ise 

do al yenilenme mekanizmas  ile hasar onar labilir. Canl da olu an hasar n do al yenilenme 

mekanizmas  ile tamir edilemedi i durumlarda tarihsel süreçte pek çok yöntem denenmi tir. Hasarl  

bölgenin onar m  için günümüzde kullan lan yakla mlar  iki genel ba l k alt nda toplamak mümkündür.  

1- Doku grefti ve organ nakli 

2-  Do al ve/veya sentetik malzemelerin kullan m  ile doku mühendisli i uygulamalar  

Doku ve organ yenilenmesini hedefleyen ara t rmalar ilk olarak otolog greft ismi verilen ki inin 

vücudundaki ba ka bir bölgeden al nan sa l kl  dokunun hasarl  bölgeye aktar m  ile ba lam t r. Bu 

yöntemde en önemli k s tlama ki inin vücudunda ikinci bir hasarl  bölge olu turulmas d r. Di er bir 

yakla m kadavradan al nan hücrelerin hasar n oldu u bölgeye aktar m  eklindedir. Ancak bu 

uygulama aktar m yap lan ki ide immun yan t olu umuna neden olabilmektedir. Organ nakli ile hasarl  

organ n yerine sa l kl  bir organ n kullan lmas  konusu gerek uygun verici bulmada ya anan 

k s tlamalar,  gerekse immun yan t olu umu aç s ndan s n rl  bir tedavi yöntemidir. Konu ile ilgili olarak 

umut verici bir yakla m doku mühendisli i çal malar d r. Doku mühendisli inin en önemli 

hedeflerinden bir tanesi biyolojik ortam  taklit edebilen üç boyutlu doku iskelelerinin haz rlanmas d r. 

deal bir doku iskelesi üç boyutlu yap n n yan nda yüksek gözeneklili e ve uygun mekanik özelliklere 

sahip olmal , doku iskelesinin kendisi veya parçalanmas  sonucu aç a ç kan ürünler vücutta ba k 

yan t olu turmamal d r. Olu turulan doku iskelelerinde yüksek gözeneklilik hücreler için gerekli olan 

oksijen ve besinin ta nmas  için önemlidir. Uygun mekanik özellikler yenilenme a amas nda dokuyu 

taklit ederek çevre dokulara destek sa lamak ve yenilenme ile uyumlu ekilde parçalanabilmek 

aç s ndan önemlidir. Doku iskelesi ve parçalanma ürünlerinin immun yan t olu turmamas  iyile me 

mekanizmas n n etkili bir ekilde gerçekle mesi için önemlidir. Çünkü immun yan t hasarl  dokunun 

yenilenmesini yava latan veya durduran etkilere neden olabilmektedir. Son y llarda yap lan 

ara t rmalar doku iskelesinin nanolifli yap da olmas n n hücre d  matrisi boyut olarak taklit edebilmesi 

sebebi ile hücre tutunmas  ve ço almas  için daha uygun bir ortam sa lad n  göstermi tir. Ayr ca, 

kemik ve k k rdak mühendisli i alan nda yap lan baz  çal malarda nano lifli yap daki doku iskelesi ile 

büyüme faktörü yüklü nano/mikrokürelerin bir araya getirilmesinin ve bu faktörün kontrollü sal m n n 

sa lanabilmesinin hücrelerin ço almas  ve farkl la mas  üzerinde önemli etkileri oldu u belirlenmi tir. 

Fonksiyonunu yitirmi  doku ve organlar n yenilenmesini amaçlayan rejeneratif t p uygulamalar nda 

biyomalzemelerin önemi büyüktür. Kemik, k k rdak gibi sert doku mühendisli i uygulamalar nda 

genellikle metal, seramik ve kompozit malzemeler, iskelet kaslar  kardiyovasküler sistem gibi yumu ak 

doku mühendisli i uygulamalar nda ise polimerler kullan lmaktad r. Gözenek olu turucu ajan  

uzakla t rma, faz ay r m , gaz enjeksiyonu ile köpürtme ve elektro dokuma gibi yöntemler kullan larak 
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üç boyutlu, gözenekli matris, nano iplik a , hidrojel ve mikroküre gibi farkl  ekillerde doku iskeleleri 

üretilebilmektedir ( ekil 1). 

 
ekil 1. Polimerik doku iskelesinin farkl  formlar  (CHUNG ve grubu, 2007) 

 

Doku iskelesi uygulamalar nda avantajl  yap s  bilinen nanolifli yap daki doku iskeleleri yan nda bu 

yap lara ekilmi  hücrelerin farkl la mas n  sa lamak için kültür ortam na ilave edilen büyüme 

faktörlerinin bir mikro veya nano ta y c  içerisine hapsedilmesi ve doku iskelesine tutturulmas n n da 

pek çok aç dan yararl  oldu u gözlenmi tir. Bu yararlar öyle özetlenebilir;  

1. Küreler içinde bulunan büyüme faktörü sal m n n kontrol edilebilmesi 

2. Hücre kültürü ortam nda k sa sürede parçalanan (bozulan) protein yap daki bu bile iklerin küre 

içinde aktif formda kalabilmesi 

 
Yap lan çal malar ve elde edilen bulgular n nda bu projenin amac  sinir doku mühendisli i 

uygulamalar nda kullan lmak üzere, sinir hücresi büyüme faktörünün kontrollü bir ekilde sal m n  ve 

nanolif yap l , mikron boyuttaki kanallar  vas tas yla hücrelerin belli bir do rultuda geli imini 

sa layabilecek üç boyutlu hücre ta y c  sistemi geli tirmektir. Hücre d  matrisin bir bile eni olan ve 

ayn  zamanda do al bir polimer olan kollajen pek çok uygulama için doku iskelesi üretiminde 

kullan lm  olmakla birlikte, vücutta immun yan t olu turmas  ve patojen geçi ine neden olmas  önemli 

bir dezavantaj d r. Bu çal mada doku iskelesinin haz rlanmas nda kimyasal kompozisyonu kollajene 

çok benzeyen ve onun asidik veya bazik hidrolizi sonucu olu an do al bir polimer olan jelatin 

kullan lm t r.  

Nano lifli yap daki doku iskelesi s  etkili faz ay rma tekni i, gözenek olu turma tekni i ve kal plama 

tekni i bir arada kullan larak elde edilmi tir. Sinir sistemi büyüme faktörü Nörotrofin 3 (NT–3) ile 

benzer izoelektrik noktas  ve a rl a sahip model protein -Kemotripsin do al bir polimer olan alginat 

mikrokürelere yüklenmi tir. Alginat mikroküreler ya  içinde su emülsiyonu ve iyonik jelle me metodu 

ile haz rlanm t r. Protein yüklenmi  mikroküreler, jelatin doku iskelesi üzerine sonradan ekme (post-

seeding) metodu ve kimyasal olarak çapraz ba lama yöntemi ile sabitlenmi tir. Elde edilen 

mikrokürelerin boyut ve yüzey morfolojileri belirlenmi tir. Di er taraftan, üretilen doku iskelelerinin 

yüzey morfolojisi, lif çap  ile uzunlu u ve gözeneklili i belirlenmi , mekanik özellikleri mekanik test 

cihaz  ile ölçülmü tür.  Ayr ca doku iskelelerinin in vitro ko ullarda biyobozunurlu u incelenmi tir. 
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2. GENEL B LG LER 

Doku iskelesi çal malar nda hedef, hücrelerin içinde bulundu u do al ortam  yap sal ve 

fonksiyonel olarak taklit eden yap lar n geli tirilmesidir. Hücre d  matris boyutlar  50–500 nm 

aras nda de i en fibrillerden olu ur. Osteoblast, fibroblast, düz kas hücresi, sinir kök hücresi ve 

embriyonik kök hücre gibi pek çok hücre hatt  ile yap lan çal malarda hücrelerin geleneksel (kat  

duvarl ) doku iskelesi ile kar la t r ld nda nano lifli yap da olan doku iskelesine daha fazla oranda 

tutundu u ve ço ald  belirlenmi tir (SMITH ve grubu, 2009). SHIN ve grubu (2004) kemik doku 

mühendisli i üzerine yapt klar  bir çal mada, nano lifli doku iskelelerinin damarlanma, mineralizasyon 

ve osteosit benzeri yap lar n geli iminde daha organize yap  olu umunu sa lad n  göstermi lerdir. 

Gözenek olu turucu ajan  uzakla t rma, faz ay r m , gaz enjeksiyonu ile köpürtme ve elektro dokuma 

gibi yöntemler üç boyutlu doku iskelesi haz rlamada en fazla kullan lan yöntemlerdir. Bu yöntemlerin 

her birinin kendine özgü avantajlar  bulunmaktad r. Gözenek olu turucu ajan  uzakla t rma yöntemi 

kullan larak makro-gözenekli doku iskeleleri haz rlan rken nano lifli yap  olu turmada en fazla 

kullan lan yöntem elektro dokuma yöntemidir. Bu nedenle ideal bir doku iskelesinin özellikleri olan üç 

boyutlu, makro-gözenekli ve nanolifli yap ya sahip doku iskelelerinin üretimi için yukar da bahsedilen 

yöntemlerin kombinasyonlar n n kullan m n n daha etkili olaca  aç kt r. Bu amaçla LIU ve MA (2009) 

s  etkili faz ayr m  ve gözenek olu turucu ajan  uzakla t rma yöntemlerini birlikte kullanarak jelatin 

polimerinden üç boyutlu makro-gözenekli ve nano lifli doku iskeleleri üretmi lerdir. 

Doku mühendisli inde yap sal olarak biyolojik ortam  taklit etmesi hedeflenen doku iskeleleri 

yan nda öne ç kan bir di er konu da büyüme faktörleridir. Protein yap da olan bu bile ikler doku 

geli imi ve yenilenmesi esnas nda hücre tutunmas , ço almas  ve farkl la mas  gibi önemli 

fonksiyonlarda sinyal molekül olarak görev al rlar. Bugüne kadar anjiyogenez, kemik ve k k rdak doku 

yenilenmesi, yara iyile mesi, karaci er yenilenmesi ve sinir doku yenilenmesi gibi alanlarda büyüme 

faktörleri ve doku iskelelerinin bir arada kullan m  ara t r lm t r. 

Nanolifli yap da, büyüme faktörü içeren doku iskeleleri haz rlanmas na yönelik yap lan 

çal malar daha çok kemik ve k k rdak doku mühendisli i alan ndad r. Örne in WEI ve grubu (2006) 

platelet kaynakl  büyüme faktörü (PDGF) hapsedilmi  poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) 

mikrokürelerini poli (L-laktik asit) (PLLA) sentetik polimeri kullanarak elde ettikleri nanolifli doku 

iskelelerinin üzerine tutturmu lard r. Böylelikle büyüme faktörünün bir anda ve çok h zl  sal m n n 

engellendi i, daha uzun süreli ve kontrollü bir ekilde sal m n n gerçekle ti i gözlemlenmi tir. Sal m  

gerçekle en büyüme faktörünün biyolojik aktivitesini korudu u, yap  üzerine ekilen insan gingival 

fibroblast hücrelerinde DNA sentezinin uyar lmas  ile saptanm t r. Yine ayn  grup kemik doku büyüme 

faktörü olan BMP’yi (kemik morfogenetik proteini) PLGA mikrokürecikler içerisine yüklemi  ve bu 

yap y  da nanolifli poli(L-laktik asit) (PLLA) doku iskelesi üzerine tutturmu tur. Ara t rma sonucunda 

PLGA’ n n küreciklerden sürekli ve kontrollü bir ekilde sal m  ve yeni kemik dokusu olu umu 

gözlenmi tir (WEI ve grubu, 2007). Wei ve grubu yapt klar  bu çal malarda mikrokürelerin doku 

iskelesine tutunmas yla makro gözeneklili in de bozulmad n  belirlemi lerdir. NIU ve grubu (2009) 

sentetik ve do al polimerlerin kar m ndan olu an hidroksiapatit/kollajen/PLLA doku iskelesi üretmi , 
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kitosan mikroküreler içine hapsedilen BMP’yi doku iskelesi üzerine tutturmu lard r. Kontrollü bir 

ekilde BMP sal m n n gözlendi i bu yap  üzerine tav an kemik ili inden elde edilen mezenkimal kök 

hücreler ekilmi  ve bu hücrelerde alkalin fosfat ifadesindeki art  ile sal nan proteinin aktif formda 

oldu u gösterilmi tir. 

Sinir doku mühendisli i alan nda bugüne kadar yap lan çal malarda, nanolifli yap  ve büyüme 

faktörlerinin kullan m  konular  ayr  ayr  ele al nm t r. Örne in XU ve grubu (2010) biyobozunur ve 

toksik olmayan poli(hidroksialkanoat) (PHA) polimerini kullanarak sinir hücrelerinin büyüme ve 

farkl la mas  üzerine nanolifli yap n n etkisini ara t rmak amac yla film ve nanolifli yap da doku 

iskeleleri üretmi lerdir. Ürettikleri nanolifli doku iskelesinin yap sal olarak hücre d  matrise benzer 

oldu unu, sinir hücresi büyümesini destekledi ini ve film ile kar la t r ld nda daha güçlü hücre 

tutunmas n  sa lad n  ve daha yüksek canl l k oranlar  gösterdi ini belirlemi lerdir. ALVAREZ-

PEREZ ve grubu (2010) elektro dokuma yöntemiyle sentetik polimer poli ( -kaprolakton) (PCL) ile 

do al polimer jelatini kullanarak nanolifli yap da kompozit doku iskelesi olu turmu lard r. Doku iskelesi 

üzerine PC–12 hücreleri ekilmi , jelatinin yap ya eklenmesiyle hücre tutunmas , ço almas  ve 

farkl la mas nda art  oldu u gözlenmi tir.  

Sinir doku mühendisli inde in vitro ko ullarda sinir hücresi canl l  ve farkl la mas n  

sa lamak amac yla sinir büyüme faktörü (NGF), beyin kökenli nörotrofik faktör (BDNF), nörotrofin–3 

(NT–3), glial büyüme faktörü (GGF) ve fibroblast büyüme faktörü (FGF) kullan lm t r. TAYLOR ve 

grubu (2004) omurilik incinmelerinde kullan lmak üzere bir sinir hücresi büyüme faktörü olan NT–3’ü 

heparin temelli bir sal m sistemi arac l yla fibrinden elde edilen jele tutturmu lard r. In vitro sal m 

çal malar  sunucunda, NT–3 yap ya direk olarak eklendi inde ilk sal m n çok h zl  oldu u ve yap ya 

yüklenen NT-3’ün %95 ‘inin ilk 3 gün içerisinde sal nd  belirlenmi tir. Di er taraftan, büyüme faktörü 

heparin vas tas  ile fibril jele tutturuldu unda ve NT–3’ün heparine oran  belli bir aral kta tutuldu unda, 

yava  ve kontrollü bir ekilde sal nabilece i gösterilmi tir. Ayr ca ara t rma sonucunda sadece fibrin 

içeren doku iskelesine oranla üzerine NT–3 tutturulmu  yap n n çok daha fazla sinir hücresi büyümesi 

sa lad  gözlenmi tir.  

LI ve grubu (2009) NT-3’ü kitosandan elde ettikleri doku iskelesi benzeri yap  üzerine 

tutturmu  ve fare omurili inden elde ettikleri sinir kök hücrelerini bu yap  üzerine ekmi lerdir. Sonuçlar 

bir ta y c  üzerine yüklenen NT-3’ün, sadece kitosan ta y c  veya günlük olarak kültür ortam na 

eklenen NT-3’e oranla, sinir kök hücrelerinin canl l n  artt rd n  göstermi tir. Spinal kök hücrelerin 

sinir hücresine farkl la mas nda sadece kitosan ta y c  sistemin %30, ortama günlük olarak eklenen 

NT–3’ün %50, üzerine NT–3 yüklenmi  kitosan ta y c n n ise %70 düzeyinde etkili oldu u 

saptanm t r. Yine ayn  grup sinir kök hücrelerinin ço almas  ve sinir hücrelerine farkl la mas  için ayn  

ta y c dan sal nmas  gereken en uygun NT–3 konsantrasyonunu 25 ng/gün olarak belirlemi tir 

(YANG ve grubu 2010). WITTMER ve grubu (2011) ipek solüsyonu içerisine BDNF ve silier nörotrofik 

faktör (CNTF) eklemi  ve elektro dokuma yöntemini kullanarak nano fibriller haz rlam lard r. 

Ara t rma sonucunda BDNF ve CNTF’ nin nano liflerden az oranda ve sürekli olarak sal nd n  

belirlemi lerdir. Daha sonra bu yap lar n üzerine fare retinal gangliyon hücrelerini ekmi ler ve sadece 
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ipek proteini içeren nanoliflerle kar la t r ld nda BDNF içeren nano liflerin 2 kat, CNTF içeren 

nanoliflerin 2,5 kat, BDNF ve CNTF’ nin her ikisini de içeren nanoliflerin ise 3 kat daha fazla sinir 

hücresi uzant s  sa lad n  gözlemi lerdir.  

Çevresel sinir sistemi hasarlar nda, hasar gören k s mda iki sinir doku aras ndaki bo lu u 

doldurarak bu bölgede hücre yenilenmesini sa lamak önemli sorunlar n ba nda gelmektedir. Sinir 

doku mühendisli inin bu alandaki en önemli yakla m  iki sinir doku aras nda kalan bo lu a 

yerle tirilen ve hücrelerin seçici olarak bir yöne do ru ilerlemesini sa layan yönlendirilmi  doku 

iskeleleridir. Konuyla ilgili olarak WANG ve grubu (2011) elektro-dokuma yöntemi ile poli(propilen 

karbonat) polimerinden yönlendirilmi  ve rastgele nanoliflere sahip doku iskeleleri haz rlam lar ve bu 

yap lar n üzerine fare dorsal ganglia hücrelerini ve Schwann hücrelerini ekmi lerdir. Ara t rma 

sonucunda hücre canl l  aç s ndan yönlendirilmi  ve rastgele nanolifli doku iskeleleri aras nda 

anlaml  bir fark bulunmam  ancak yönlendirilmi  yap n n nöritlerin uzamas  ve Schwann hücrelerinin 

göçü aç s ndan daha avantajl  oldu u belirlenmi tir. Yine bu konuda yap lan bir di er çal mada, 

(GUPTA ve grubu, 2009) yönlendirilmi  nanolifli yap  ve rastgele nanolifli yap n n sinir hücrelerinin 

büyümesi üzerine etkileri ara t r lm , bu amaçla polikaprolakton/jelatin polimerlerinden elekrodokuma 

yöntemi ile doku iskeleleri üretilmi tir. Yap lan MTS analizi ve taramal  elektron mikroskobu 

görüntülerinde yönlendirilmi  ve rastgele nanolifli yap n n her ikisininde Schwann hücrelerinin 

büyümesinde etkili oldu u gözlenmi tir. Elektro-dokuma yöntemi yan nda SUN ve grubu (2012) faz 

ay rma ve kal plama yöntemi ile sinir ve tendon rejenerasyonu çal malar nda kullan lmak üzere 

poli(laktik asit) polimerinden nanolifli yap da ve mikron boyutta kanallara sahip doku iskeleleri 

üretmi lerdir. Olu turulan bu nanolifli doku iskelelerinin tekli ve çoklu kanallar  ile hücre büyümesinde 

oryantasyonu sa lamas  hedeflenmi tir. Memelilerde periferal sinir sisteminde hücreler h zl  ve do ru 

sinyal iletimini sa lamak amac yla fasiküller içerisinde s k ca paketlenmi  bir ekilde bulunurlar. Kanal 

yap s na sahip olarak üretilen doku iskelelerinin bu tüpsü yap lar  taklit ettikleri ve aksonlar n belli bir 

do rultuda uzamalar na, böylece yönlendirilmi  yeniden sinirlendirme (re-innervasyon) sa lad klar  

belirlenmi tir (MOORE ve grubu, 2006). 

Yukar daki k s mda özetlendi i gibi literatürde nanolifli yap n n farkl  hücrelerin büyümesi 

üzerine olan etkisini inceleyen çal malar mevcuttur. Di er taraftan NT-3’ün mikroküre içine 

hapsedilmeden, direk olarak doku iskelesine veya nano liflere tutturuldu u çal ma da vard r. Ancak, 

nanolifli yap da ve büyüme faktörü NT–3 yüklü mikro kürecikleri ta yan doku iskelelerinin 

haz rlanmas  ve karakterize edilmesine yönelik herhangi bir çal maya rastlanmam t r. Mevcut 

çal malar doku iskelesinin yap sal ve mekanik özelliklerini incelemekten ziyade, iskele üzerine ekilen 

hücrelerin ço almas  ve farkl la mas n  incelemeye yöneliktir.   
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 
 
3.1. Malzemeler 
 

Parafin (erime noktas  53–37°C), poli(vinil alkol)(molekül a rl  31,000–50,000), Tip B jelatin, 

1-etil–3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimide (EDAC), N-hidroksi-süksinimid (NHS, 2-N-morfolino- 

etansulfonik asit hidrat (MES Hidrat), sodyum alginat, Tween 80 ve Span 80, Thiazolyl Blue 

Tetrazolium Bromide Sigma Aldrich’ den n-Hekzan, siklohekzan, 1,4-dioksan, etanol, aseton, kalsiyum 

klorür, izo-oktan Merck’ten temin edilmi tir. Tüm deneylerde deiyonize su kullan lm t r. 

 

3.2.Kal p üretimi 

 Doku iskelelerinin haz rlanmas  için teflon bir plaka kal p olu turacak ekilde tasarlanm t r. 

Haz rlanan kal p çaplar  1.7 cm ve derinlikleri 1.5 cm olan 20 kuyucuktan olu maktad r ( ekil 2). ki 

plakan n birle tirilmesi sonucu olu an bu kal b n üst plakas  deliklerden olu urken, alt plaka bu 

deliklere tam oturan yükseltiler içerir. Böylece montaj  yap ld nda s v  geçirgenli i olmayan demonte 

oldu unda ise olu turulan malzemenin kolayca ç kar labildi i bir kal p yap s  üretilmi tir. 

 

ekil 2. 20 kuyucuklu teflon kal p 

Bu çal mada haz rlanmas  hedeflenen yönlendirilmi  doku iskelesi üretiminde ise 300 μm çapa 

sahip olan akupunktur i neleri kullan lm t r. Mikron boyutta kanal olu umunu sa lamak amac yla 

i nelerin her birinin etraflar na parafin sar larak bir araya getirilmi  ve cam kapiler içerisine sokularak 

kal p üretimi sa lanm t r ( ekil 3). 

 

 

ekil 3. Cam kapiler kal p 
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3.3. Gözenek olu turucu ajan üretimi 

Doku iskelesi üretiminde gözenek olu turucu ajan olarak parafin küreler kullan lm t r. Parafin 

kürelerin haz rlanmas  için parafin önceden 80°C’ ye s t lm  %1.0’ lik polivinil alkol (PVA) çözeltisinde 

emülsifiye edilmi tir. Bu çal ma süresince çe itli hacimlerde PVA solüsyonu, çe itli miktarlarda 

parafin ve çe itli kar t rma h zlar  hedeflenen boyut ve da l mda parafin kürecik üretimi için 

denenmi tir. Is t c  tabla üzerinde 55 °C’ ye kadar s t lm  parafin, PVA çözeltisi üzerine eklenmi  ve 

mekanik kar t r c  (IKA) ile 578rpm’ de kar t r lm t r. Daha sonra bu kar m n içerisine so uk su 

ilave edilerek parafin küreciklerin kat la mas  sa lanm t r. Olu turulan kürecikler 150 μm aç kl a 

sahip elek yard m yla süzülmü , elde edilen kürecikler PVA çözeltisini uzakla t rmak amac  ile birkaç 

kez distile su ile y kanm  ve havada kurumaya b rak lm t r. De i ik ko ullarda üretilen parçac klar n 

morfolojileri taramal  elektron mikroskobunda incelenmi tir. Daha sonra elde edilen kürecikler 150 μm, 

250 μm, 425 μm ve 600 μm’ lik eleklerde elenmi  boyutlar na göre ayr larak desikatör içerisinde 

saklanm t r. 

3.4. Jelatin doku iskelelerinin haz rlanmas  

0.4 g parafin kürecik teflon kal ba aktar lm  ve eklenen kürelerin yüzeyi düz bir metal 

yard m yla hizalanm , birbirleriyle ba lant l  bir yap  olu umunu sa lamalar  için 37ºC‘ de 20, 50, 200 

ve 400 dakika bekletilmi lerdir. 

3.4.1. Nanolifli doku iskelelerinin haz rlanmas  

 Bu çal mada doku iskelesi haz rlan rken s  etkili faz ay rma tekni i, gözenek olu turma 

tekni i ve kal plama tekni i birarada kullan lm t r. Doku iskelesi matriksini olu turacak olan jelatin 

çözeltisi 1:1 oran nda etanol su kar m  ile haz rlanm  ve 45 ºC’ ye s t lm t r. Daha sonra bu çözelti 

parafin küreciklerin içinde bulundu u teflon kal ba eklenerek, faz ayr m  için -80 ºC’ de 5 saat 

bekletilmi tir. Daha sonra içerisinde jelatin/parafin kompozitleri bulunduran kal p 24 saat süresince -

20ºC’ de tutulmu tur. Bu süre sonunda jelatin/parafin kompozitler teflon kal ptan ç kar lm  ve çözücü 

de i imi için 1,4-dioksan içerisinde 24 saat bekletilmi tir. Ard ndan, 1,4-dioksan n uzakla t r lmas  için 

1 saat azot enjeksiyonlu evaporasyon gerçekle tirilmi tir. Kompozitler 4 gün boyunca dondurularak 

kurutulmu  ve parafin kürelerin uzakla t r lmas  için jelatin/parafin kompleksi hekzan içerisine 

dald r lm t r. Parafin küreciklerin çözünürlü ünü artt rmak için bu i lem 37ºC’ de gerçekle mi tir. Doku 

iskelesinden hekzan  uzakla t rmak için siklohekzan kullan lm t r. Doku iskelesi daha sonra 4–5 gün 

boyunca dondurularak kurutulmu tur (Liu ve Ma, 2009). Doku iskelesi üretimi esnas nda jelatin 

konsantrasyonu % 5 ve % 10, parafin kürelerin boyutlar  ise 250–420 μm ve 420–600 μm aras nda 

de i tirilmi tir. 

3.4.2. Kat  duvarl  doku iskelelerinin haz rlanmas  

Kat  duvarl  doku iskelelerinin haz rlanmas nda s  etkili faz ayr m  hariç olacak ekilde benzer 

bir yöntem izlenmi tir. Jelatin solüsyonu parafin kürelerin üzerine eklendikten sonra olu an jelatin 
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parafin kompozit yap  bir hafta süresince havada kurumaya b rak lm t r. Yap dan parafin kürecikleri 

uzakla t rmak için üretilen kompozitler hekzan içerisinde tutulmu  ve kat  duvarl  doku iskelesi direk 

havada kurutularak elde edilmi tir.  

3.4.3. Yönlendirilmi  doku iskelelerini haz rlanmas  

 Kal p üretiminin ard ndan jelatin çözeltisi kal p içerisine enjekte edilmi tir. Cam kal pta s  etkili 

faz ayr m  için çe itli s cakl k (-80ºC, -20ºC ve+4ºC) ve etanol su kar mlar  denenmi tir. Faz 

ayr m ndan sonra kal p çözgen de i imi için 24 saat boyunca etanol içerisinde ve -20°C’ de 

tutulmu tur. Bu süre içerisinde olu an matriks i nelerden ve cam kal ptan ayr lm t r. Daha sonra elde 

edilen doku iskelesi yap n n stabilitesi için 2 gün1,4-dioksan içerisinde b rak lm  fazla dioksan 

kurutma ka d  ile al nm , 2 gün boyunca dondurularak kurutulmu tur. 

3.5. 3D nanolifli jelatin doku iskelesini kimyasal olarak çapraz ba lama 

Bu çal mada çapraz ba  ajan  olarak suda çözünebilen ve toksik olmayan 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil) karbodiimide (EDAC) ile N-hidroksi-süksinimid (NHS)kullan lm t r ( ekil 4). 

Reaksiyon 0.05 M 2-N-morfolino- etansulfonik asit hidrat (MES Hidrat) içerisinde gerçekle tirilmi tir. 

MES Hidrat çözeltisi haz rlan rken su yerine 90/10 (v/v) oran nda aseton-su kar m  kullan lm t r. 

Doku iskelesi bu kimyasallarla +4ºC’ de 24 saat muhafaza edildikten sonra distile suyla y kanm  ve    

-20 ºC’ de 12 saat dondurulduktan sonra 2 gün dondurarak kurutma i lemine maruz b rak lm t r. 

 
ekil 4.Jelatinin EDC ve NHS ile çapraz ba lanma reaksiyonu I; jelatin, II; EDC, III; NHS. 

3.6. Büyüme faktörü ta yan mikrokürelerin haz rlanmas  

3.6.1. Kitosan mikrokürelerin üretimi 

Kitosan mikrokürelerin haz rlanmas nda tripolifosfatla (TPP) iyonik jelle mesi yöntemi 

kullan lm t r. Kitosan polimeri tanecik üretiminden önce 1M NaOH çözeltisi ile 2 saat 70 °C bir öncü 

i leme tabi tutulmu tur. Daha sonra süzülen kitosanlar 40 °C’ de 12 saat kurumaya b rak lm t r. 

NaOH ile muamele edilen kitosanlar0.1 M asetik asit içerisinde çözülmü  ve çözülmeyen partiküller 
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filtrelenerek uzakla t r lm t r. Bu çözeltinin pH s  1M NaOH kullan larak pH 8.0 ‘a ayarlanm  ve 

çöken beyaz kitosan parçac klar deiyonize su ile y kand ktan sonra 3 gün boyunca vakumlu etüvde 

kurutulmu tur. 

Mikroküre haz rlamak için öncü i leme tabi tutulan kitosan n %1 (v/v) asetik asit solüsyonunda 

0.50, 0.75, 1.00, 1.25 (mg/ml) l k solüsyonlar  haz rlanm t r. Partikül agregasyonunu engellemek için 

çözeltiye 0.5% (v/v) surfactant Tween 80 eklenmi tir. Haz rlanan çözeltinin pH’ 4.8’ e ayarlanm t r. 

Farkl  konsantrasyonlarda TPP çözeltileri haz rlanm t r (0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 2.50 ve 5.00 (mg/ml)). 

Haz rlanan TPP çözeltileri 2.5:1(v/v) (kitosan: TPP) olacak ekilde kar t r lm t r. Saydam çözeltinin 

renginin opakla mas partikül olu umu göstergesi olarak kabul edilmi tir. Haz rlanan partiküllerin 

boyutlar  dinamik k saç l m spektrometresi ile ölçülmü tür. 

 
3.6.2. Alginat mikro kürelerin üretimi 

 Alginat mikropartikül üretimi su ya  emülsiyonu içerisinde alginat n kalsiyum iyonu ile 

retikülasyonu ile gerçekle mi tir (CIOFANI ve grubu, 2008). Ya  faz  olarak izooktan kullan lm  ve bu 

faz lipofilik ve hidrofilikemülsifiye edici ajan olan Span 80 ve Tween 80 ile kar t r lm t r. Partikül 

üretiminde 20 mLizo-oktan içerisine 550 μL Span 80 ve 450 μL Tween 80 eklenmi tir. 4 mLalginat 

çözeltisi bu kar ma eklendikten sonra 15,000 rpm de homojenizasyon ba lat lm  ve 2 mL 100% 

(w/v) CaCl2 bu esnada eklenmi tir. Homojenizasyon art  30 saniye daha devam ettirildikten sonra elde 

edilen emülsiyon ya , su ve tanecik faz n n ay r m  için bir süre bekletilmi tir. Ya  faz  

uzakla t r ld ktan sonra tanecikler 20 mLdeiyonize su ve 2 mL asetonla y kanm  ve 9500 rpm’ de 5 

dakika santrifüjlenip toplanm t r. Daha sonra tanecikler bir kez daha su ile y kanarak aseton tamamen 

uzakla t r lm t r.  Alginat mikrokürelere protein yüklenmesi kat  haldeki proteinin alginat solüsyonu 

içerisine eklenmesi ile gerçekle mi tir.  

 
3.7.Protein yüklenme kapasitesinin belirlenmesi 

Mikroküreler içerisine yüklenen protein miktar  BCA (bicinchonicacid) metodu ile tayin 

edilmi tir. Bir seferde elde edilen partiküllerin üzerine 10 mL 2M NaOH eklenmi  ve bir gece 140 rpm’ 

de sodyum iyonu ile kalsiyum iyonunun yer de i tirmesi ve parçac klar n parçalan p içerisindeki 

proteini salmas  için inkübe edilmi tir. BCA analizi öncesi nötralizasyon reaksiyonu için 10 mL 2M HCl 

eklenmi  ve 8000 rpm’ de 10 dakika santrifüjlenmi tir.  Daha sonra bu çözeltiden 150 μL 96 kuyulu 

plaka içerisine aktar lm  ve üzerine 150 μL BCA çözeltisi eklenmi tir. Plaka 37 ºC’ de 2 saat tutulmu  

ve oda s cakl na so utularak 562 nm’ de absorbans de eri okunmu tur. Kalibrasyon e risi -

kemotripsinin bilinen konsantrasyonlar  kullan larak haz rlanm t r. -kemotripsin yüklü kitosan 

mikrokürelerin yüklenme kapasitesi ve kapsülleme etkinli i a a daki e itlikler kullan larak 

hesaplanm t r. 

 

Yüklenme kapasitesi(%) = 100 x Yüklenen -kemotripsinin miktar  / Mikrokürelerin a rl  
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Kapsülleme etkinli i(%) = 100 x Yüklenen -kemotripsinin miktar  / Toplam -kemotripsinin miktar  

 

3.8. Nanolifli jelatin doku iskelesine protein yüklenmi  alginat mikrokürelerin sabitlenmesi 

 Alginat polimer zinciri RGD dizisi gibi hücre adhezyon molekülleri ile modifiye edilebilecek 

fonksiyonel karboksilik gruplar  içerir (Rowley ve grubu 1999). Jelatin polimeri kollajenin bir derivativi 

oldu undan yap s nda RGD aminoasit dizilerini içerir. Jelatin doku iskelesi üzerine alginat 

mikrokürecikleri tutturma i lemi için alginat polimer zincirindeki karboksilik asit gruplar n  aktive edici 

ajan olarak EDC kullan m  oldukça yayg nd r ( ekil 5). Bu çal mada EDC ayn  zamanda jelatin doku 

iskelelerini çapraz ba lamada da kullan ld  için haz rlanan doku iskeleleri çapraz ba lan rken ayn  

reaksiyonla alginat taneciklerinde doku iskelesi üzerine kovalent ba  ile ba lanmas  

gerçekle tirilmi tir. 

 
 

  
ekil 5. Alginat ve RGD (jelatin) in EDC varl nda çapraz ba lanmas  

  
Katyonik bir boya olan toluidin mavisi polisakkaritleri mor renge boyar (LEE ve grubu, 1997). 

Bizim çal mam zda protein yap da olan jelatin doku iskelesi üzerine polisakkarit yap da olan alginat n 

tutturuldu unun belirlenmesinde bu boya kullan lm t r. EDC çözeltisi içerisinde bulunan çapraz 

ba lanm  doku iskeleleri üzerine alginat mikrokürecikler b rak lm  24 saat +4° C de inkübasyondan 

sonra doku iskeleleri su ile y kanm  ve üzerlerine 500 μL toluidin mavisi eklenmi tir. 3 dakika sonra 

doku iskeleleri 3 kez su ile y kanm t r. 

 
3.9.Mikro ta y c lardan protein sal m kineti inin belirlenmesi 

Protein yüklü küreciklerden protein sal m  için 3 mg kurutulmu  kürecik 1 mL PBS (pH=7.4) 

içerisinde 37°C de inkübe edilmi tir. Belli zamanlarda ortam 8000 rpm’ de 10 dakika santrifüjenmi , 

süpernatant ba ka bir tüpe aktar lm  ve tanecikler üzerine 1 mL PBS eklenmi tir. Örnekler analize 

kadar -20°C’ de saklanm t r. Sal nan protein miktar  BCA analizi ile belirlenmi tir. 

 
 
 
 

Sodyum alginat Ara ürün 
Sodyum alginat- RGD kompleksi 
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3.10. Doku iskelesinin karakterizasyonu 

Farkl  boyutlarda parafin küreler kullan larak üretilen nanolifli doku iskelelerinin yüzey 

morfolojisi, lif çap  ile uzunlu u taramal  elektron mikroskobu (SEM) ile belirlenmi tir. Mekanik 

özellikler örnekler 24 saat PBS içerisinde slat ld ktan sonra ölçülmü tür. Olu turulan doku iskelesinin 

gözeneklili i ( ) a a daki e itlik yard m yla belirlenmi tir.  

 = 1- Dp/ D0 

Burada Dp olu turulan jelatin iskelenin yo unlu udur ve Dp= 4m / ( d2h) ifadesiyle hesaplan r.   Bu 

ifadedeki m; kütleyi, d; çap , h; iskelenin kal nl n  ifade eder. D0 ise jelatinin yo unlu udur ve tip B 

jelatin için bu de er 1.35 g/cm3’ tür. 

 

3.11. Doku iskelelerinin bozunma oranlar n n belirlenmesi 

 Doku iskelelerinin bozunma oranlar n  belirlemek için ba lang çtaki kuru a rl klar  tart lacak ve 

W1 olarak kaydedilecektir. Daha sonar örnekler in vitro olarak PBS ve zamana ba l  bozunma h z  

takip etmek amac yla örnekler belli sürelerdeçözeltiden al nacak ve distile su ile çalkalan p dondurarak 

kurutulacakt r. Kurutma sonunda elde edilen iskelelerin a rl klar  tart lacak ve W2 olarak 

kaydedilecektir. Doku iskelelerinin parçalanma yüzdeleri a a daki e itlik kullan larak hesaplanacakt r. 

 

Parçalanma a rl  (%)= (W1-W2) / W1 x 100 

 

3.12.Hücre kültürü 

PC-12 hücre kültürü için hücre kültür kaplar  0.1 mg/mL poli-L-lizin ile kaplanm t r. Hücre hatt  

37°C’ de %5 CO2 inkübatöründe uygun konsantrasyonlarda L-Glutamin, penicilin(50U/ml) ve 

streptomycin (50U/ml) içeren %10 at serumu ve %5 fetal calf serum ilaveli RPMI 1640 besiyerlerinde 

inkübe edilmi tir. 2-3 gün arayla hücrelerin besiyerleri tazelenmi  ve hücreler % 70-80 konfluensiye 

ula t nda pasajlanm t r. Hücreler büyüme faktörü uygulanmadan önce bir gece starvasyona maruz 

b rak lm t r. Hücrelerin farkl la mas  için besiyeri ortam  olarak L-Glutamin, penicilin(50U/ml) ve 

streptomycin (50U/ml) içeren %1 at serumu ilaveli RPMI 1640 kullan lm t r. 

PC-12 hücrelerinin büyüme e rilerini haz rlamak için Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide ile 

MTT yöntemi kullan lm t r. Hücreler 96 kuyucuklu plakaya ekilmi  belli inkübasyon süresi sonunda 

kuyucuklara 5 mg/ml Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide çözeltisinden 15 μl eklenmi tir. 4 saat 37°C 

de inkübe edildikten sonra ortam çekilmi  ve kuyucuklara 100 μl DMSO ilave edilerek olu an formazan 

tuzlar n n çözülmesi sa lanm , . 540 nm’ de absorbans de erleri okunmu tur.  

 

  



21

4.BULGULAR ve TARTI MA 

4.1.Gözenek Olu turucu Ajan Üretimi 

Bu çal mada gözenek olu turucu ajan olan parafin küreleri üretmek için dispersiyon yöntemi 

kullan lm t r. Parafin kürelerin haz rlanmas  için parafin önceden s t lm  polivinil alkol (PVA) çözeltisi 

içerisinde emülsifiye edilmi tir. Ma ve grubu (2000) yapt klar  çal mada PVA konsantrasyonu ve 

çözelti kar t rma h z n n kürecik boyut da l m  ve ekli üzerinde önemli bir etkisi oldu unu 

belirlemi tir.Yüksek kar t rma h z  ve yüksek PVA konsantrasyonunun küçük ve dar da l ma sahip 

kürecik üretimini sa lad , dü ük kar t rma h z  ve PVA konsantrasyonunun ise kürecik boyutunu 

artt r p küreselli i bozdu u gözlenmi tir. Bu çal mada uygulanan kürecik haz rlama ko ullar  ve buna 

ba l  olarak elde edilen ürünlerin özellikleri Tablo 1’ de özetlenmi tir. yi bir da l ma sahip küresel 

parçac k haz rlamak için çözelti hacminin önemli oldu u sonucuna ula lm t r. Ayr ca kar t rma h z  

artt kça daha küçük boyutlu tanecikler elde edildi i gözlenmi tir. Parafin küre üretiminde PVA çözeltisi 

hacmi 600 ml ve kar t rma h z  da 578 rpm olarak seçilmi tir. Bu kar t rma h z nda 12 g kadar parafin 

tanecik halinde elde edilebilmi tir ( ekil 6). 

Tablo 1. Dispersiyon yöntemi ile parafin kürecik haz rlama ko ullar  ve buna ba l  olarak elde edilen 
ürün karakterleri 

%1 PVA 
çözeltisi 
hacmi 
(ml) 

Parafin 
miktar  (g) 

Kar t rma 
h z  

(rpm) 
Olu an son ürün 

100 5 320 aft etraf nda kümelenmi  ipliksi yap  olu umu 

200 5 400 aft etraf nda kümelenmi  ipliksi yap  olu umu ve sferik 
olmayan parafin tanecikler 

400 5 400 aft etraf nda kümelenmi  ipliksi yap  olu umu, paraffin 
kürecikler 

600 12 500 Farkl  boyutlarda parafin kürecikler 

600 12 578 Boyut  da l m  benzer parafin kürecikler 

ekil 6. 600 ml PVA çözeltisi ve 578 rpm kar t rma h z nda haz rlanan küreciklerin taramal  elektron 
mikroskobu görüntüleri 
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Parafin küre haz rlama ko ullar  optimize edildikten sonra deneyin tekrarlanabilirli ini 

belirlemek için 3 farkl  sette haz rlanan parçac klar çift tarafl  bantla lam üzerine yap t r lm  ve faz 

kontrast mikroskop alt nda boyutlar  ölçülmü tür( ekil 7). Her bir set için yakla k 300 ölçüm al nm  

ve parçac klar n da l m  ile ortalamalar  ekil 7 ve Tablo 2 de özetlenmi tir. Sonuçlardan da 

anla ld  üzere üretilen küreciklerin boyutu 100-800 μm aras ndad r ve 400 μm boyutundaki 

kürecikler da l m olarak bask nd r. 

 

 

ekil 7. 3 farkl  sette haz rlanan parafin kürelerin da l mlar  

Tablo 2.3 Farkl  sette haz rlanan kürelerin ortalamas  

  

Maksimum boyut  

(μm) 

Minimum boyut  

(μm) 

Ortalama 

(μm) 

Standart Sapma 

(μm) 

1 836,3 119,5 406,7 134,0 

2 829,5 128,0 402,5 121,3 

3 865,3 101,6 359,1 175,7 

4.2. Jelatin Doku skelelerinin Haz rlanmas  

Jelatin doku iskelesi haz rlanmas  için 0.4 g parafin kürecik teflon kal ba aktar lm  ve eklenen 

kürelerin yüzeyi düz bir metal yard m yla hizalanm t r. Parafin küreler birbirleriyle ba lant l  bir yap  

olu umunu sa lamalar  için 37ºC‘ de 20, 50, 200 ve 400 dakika bekletilmi tir. ekil 8’ de farkl  

sürelerde s  inkübasyonuna maruz b rak lan parafin kürelerle haz rlanm  doku iskeleleri 

görülmektedir. Parafin küreler hekzanla uzakla t r ld ktan sonra olu an gözeneklerin ba lant lar  20, 

50 ve 200. dakikalarda çok farkl  de ildir. Oysa 400 dakika 37ºC de inkübe edilen küreciklerin 

birbirleriyle ba lant l  gözenek yap s n  sa lad  görülmektedir. Bu nedenle doku iskeleleri 

Küre boyutu (Um)

Fr
eq

ue
nc

y

7506004503001500

50

40
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Mean
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405.5 134.8 290
403.1 120.6 290
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1. set
2.set
3.set

Normal 
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haz rlan rken ba lant l  gözenek yap s n n doku iskelesi karakterizasyonu üzerine etkisini ara t rmak 

için 200 ve 400 dakika inkübasyon süresi kullan lm t r. 

 

 

 

ekil 8. 37ºC s ya farkl  sürelerde tutulan parafin kürelerle haz rlanm  doku iskeleleri A-20 dakika, 
B–50 dakika, C- 200 dakika, D- 400 dakika. 

4.2.1. Nanolifli ve Kat  Duvarl  Doku skelelerinin Haz rlanmas  

 Jelatinin erime noktas  37ºC oldu u için haz rland ktan sonra belli bir süre oda s cakl nda 

tutulup damla damla kal ba eklendi inde kal b n taban na ula amadan donmu , bu durum doku 

iskelesinin bütünlü üne zarar vermi tir. Bu nedenle jelatin çözeltisi kal ba aktar l rken 40 °C’ lik su 

banyosu içerisinde tutulmu tur. ekil 9’da haz rlanan nanolifli ve düz duvarl  doku iskeleleri 

görülmektedir. 

 

 

 

A B

C D
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ekil 9. %5 jelatin konsantrasyonu ile haz rlanan nanolifli (solda) ve kat  duvarl  (sa da) doku 
iskelelerinin genel görünü ü. 
 

4.2.2. Yönlendirilmi  Doku skelelerinin  Haz rlanmas  

Makro gözenekli ve gözenekleri birbirleriyle ba lant l  doku iskelelerinin haz rlanmas ndan 

sonra sinir doku mühendisli inde özellikle çevresel sinir sistemi yenilenmesinde avantaj  bilinen 

yönlendirilmi  doku iskelelerinin haz rlanmas  hedeflenmi tir. Böyle bir yap n n üretimi için SUN ve 

grubunun (2012) kulland  kal plama ve s  etkili faz ayr m  tekni i kullan lm t r. Bu yap da kal plama 

yöntemi kanall  yap  ile hücreleri yönlendirmek için s  etkili faz ayr m  ise hücre d  matrisi nano 

boyutta taklit etmesi nedeniyle kullan lm t r. 

 Doku iskelesinde kanall  yap  olu turmak için akupunktur i neleri cam kapiler içerisine 

yerle tirilmi tir. neler kal ba yerle tirilmeden önce kal p içerisinde sabit durmalar  için uç k s mlar  

parafilm ile sar larak bir araya getirilmi tir. Bu ekilde cam kapiler içerisine 1 tane, 4 tane ve 7 tane 

i ne yerle tirilmi tir. 

Kal p haz rlanma i leminden sonra s  etkili faz ayr m  ile nano lifli doku iskelesi üretimine 

ba lanm t r. 1:1 (v/v) etanol su kar m  içerisinde haz rlanan %5 jelatin çözeltisi haz rlanan kal ba 

enjekte edilmi  ve standart prosedürde oldu u gibi faz ayr m  için -80ºC’ de 5 saat tutulduktan sonra 

kal p so uk etanole al nm t r. Etanol içerisinde 24 saatlik inkübasyon süresi içerisinde olu an matris 

kal ptan ç kar lmaya çal ld nda jelatinin solüsyon faz ndan jel faz na geçmedi i gözlenmi tir. Bu 

durum cama etki eden s n n jelatinin faz ayr m na geçmesi için yeterli olmad n  göstermi tir. Faz 

ayr m  yönteminde homojen olarak haz rlanan polimer solüsyonu termodinamik olarak polimerce 

zengin ve polimerce fakir fazlara ayr l r. Bu ayr m genellikle polimer çözeltisi so utularak veya 

polimerin çözücüsü olmayan ba ka bir çözgenin içerisine eklenmesiyle sa lan r (SHAO ve grubu 

2012). Etanol jelatinin çözücüsü de il iken su çözücüdür. Bu nedenle tam bir faz geçi i ve jel 

olu umunu görebilmek için sadece jelatinin çözücüsü olan su ile denemeler yap lm t r. -80°C de 5 

saatlik faz ayr m  ve 24 saatlik etanol inkübasyonundan sonra doku iskelesi üretimi gerçekle mi tir 

( ekil 10). 
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ekil 10.%5 jelatin konsantrasyonu ile haz rlanan yönlendirilmi  doku iskelesi genel görünü ü 

 

Elde edilen doku iskelesi taramal  elektron mikroskobunda incelendi inde yap n n nano lifli olmad  

düz duvarl  ve kendili inden mikro kanallara sahip oldu u belirlenmi tir ( ekil 11 A-C). Literatür 

ara t rmas  sonucu bu tür yap lar n s  etkili faz ayr m n n bir türü olan kat -s v  faz ayr m  ile polimer 

çözeltisinin s cakl n n çözücünün donma (kristalizasyon) noktas n n çok alt na dü tü ü ko ullarda 

elde edildi i bilgisine ula lm t r (ZHANG ve grubu, 1999). Kristalizasyondan sonra çözücü 

uzakla t r ld nda  kristallerin oldu u yerlerde s  transferi do rultusunda kanal benzeri yap lar 

olu tu u belirlenmi tir. Bu bilgiler nda kat -s v  faz ayr m  yerine s v -s v  faz ayr m  sonucu 

nanolifli yap  elde edebilmek için suyun donma noktas na yak n s cakl klarda çal lmas na karar 

verilmi tir. Yap lan pek çok deneme sonunda + 4°C’ de gerçekle en faz ayr m  ve % 2–3 jelatin 

konsantrasyonunda nanolifli yap  elde edilmi tir ( ekil 12). 

 

 

 

 

 

 

ekil 11. Kat -s v  faz ayr m  sonucu olu an kat  duvarl  doku iskelesi A; dikey kesit, B; düz yüzey ve 
mikro kanal yap s  C;yatay kesit  

 

 Nano lifli matrislerin lif çap  ve uzunlu unun polimer konsantrasyonu ile de i imi incelenmi tir 

(Tablo 3). Haz rlanan matrislerin lif çap  uzunluklar n n do al hücre d  matrisin çap  (50-500 nm)  ile 

uyumlu oldu u görülmü tür. Ayr ca, matrislerin % 90 ve üzeri gözeneklili e sahip oldu u ve polimer 

konsantrasyonu artt kça lif çap  artarken lif uzunlu unun azald  belirlenmi tir. 

 

 

A B C
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ekil 12. S v -s v  faz ayr m  ve farkl  konsantrasyonlarda haz rlanan nano lifli matrisler 

 

Tablo 3. Nanolifli matrislerin lif uzunlu u ve çap  

Tablo 4. Nanolifli matrislerin gözeneklili i 

+4 °C de haz rlanan doku iskeleleri nanolifli bir yap y  sa lamakla birlikte cam kal ptan ç karma 

esnas nda ya anan zorluk problem olu turmu tur. Hem nanolifli yap y  korumak hem de kal ptan kolay 

ç kan bir doku iskelesi üretimi için alkol su kar mlar n n (40/60, 30/70, 20/80, 10/90 (v/v)) donma 

noktalar  baz al narak faz ayr m  – 20° C’ de gerçekle tirilmi tir (Tablo 5). ekil 13’ da görüldü ü gibi 

10/90 (v/v) etanol/su sistemi hariç di er çözücü kar mlar nda nanolifli yap  elde edilmi tir. Haz rlanan 

çözücü kar m ndaki etanol oran  azald kça olu an liflerin karakteri de i mi tir. 40/60 (v/v) etanol/su 

sisteminde kürecik benzeri yap lar, etanol oran  30’a dü ürüldü ünde ise nanoliflerin üzerinde y ld z 

benzeri yap lar gözlenmi tir. 20/80 (v/v)etanol/su sisteminde nanolifler çok belirgin ve düzgündür 

ancak su kristallerinden kaynaklanan çukur yap lar olu maya ba lam t r. Bu nedenle daha sonraki 

çal malar için 25/75 (v/v) etanol/su sistemi kullan lmas na karar verilmi tir.  

% 2.5 % 3.0 % 3.5
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Tablo 5. Etanol su kar mlar n n donma noktalar  (WEB_1) 

Etanol konsantrasyonu(% Hacim) 10 20 30 40 50 

Donma noktas  (°C) - 4 - 9 - 15 - 23 - 32 
 

 
ekil 13. % 5 jelatin konsantrasyonu ve farkl  etanol su kar mlar  kullan larak haz rlanan nano lifli 

doku iskeleleri (Faz ayr m  -20° C’de gerçekle mi tir). 
 
 

4.3. Nanolifli Jelatin Doku skelesini Kimyasal Olarak Çapraz Ba lama 

Hücre kültürü uygulamalar ndan önce nanolifli jelatin doku iskelesinin termal ve mekanik 

stabilitesini sa lamak için çapraz ba lanmas  gereklidir (LIU ve grubu, 2009).Bu çal mada jelatinin 

çapraz ba lanmas  için 1-etil–3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimide (EDC) ile N-hidroksi-süksinimid 

(NHS) kullan lm t r. KUIJPERS ve grubu (2000) taraf ndan etkin bir çapraz ba lama için en uygun 

EDC: NHS (mol/mol) oran  (5: 1) olarak belirlenmi tir Yine ayn  çal mada çapraz ba lama ajan  

EDC’nin jelatine oran  yerine EDC’nin jelatindeki karboksilik asite molar oran  kullan lm t r. Bu oran ile 

çapraz ba lama reaksiyonu sonucu elde edilen doku iskelelerinin taramal  elektron mikroskobu 

görüntüleri reaksiyonun nano lifli yap ya zarar vermedi ini göstermi tir ( ekil 14). 
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4.4. Büyüme Faktörü Ta yan Mikrokürelerin Haz rlanmas  
4.4.1. Kitosan Mikrokürelerin Üretimi 
 Bu çal mada kitosan nano parçac klar  üretmek için iyonik jelle me yöntemi kullan lm t r. Bu 

yöntem bir polianyon olan tripolifosfat n (TPP) kitosan n pozif yüklü NH3
+ gruplar na elektrostatik 

olarak ba lanmas  prensibine dayan r. Yap lan deneyler sonucu kitosan nano parçac klar n 

olu umunda kitosan ve TPP çözeltilerinin konsantasyonlar n n kritik oldu u belirlenmi tir. Daha önce 

yap lan çal malarda kitosan çözeltisine TPP çözeltisi eklenme a amas nda kitosan çözeltisinin 

renginin opakla mas n n nano parçac k üretiminin bir belirteci oldu u belirlenmi tir (XU ve grubu, 

2003).PAN ve grubu (2002) TPP’nin kitosana eklenmesi sonucu çözelti, süspansiyon ve agregat 

olmak üzere 3 farkl  faz gözlendi ini belirtmi tir. Tablo 6’da özetlendi i gibi bu çal mada da benzer 

sonuçlar elde edilmi tir. Opak çözeltiden agregata geçi  s n r  kitosan : TPP oran  2.5:1 (w/w)’ den az 

oldu u durumlarda gözlemlenmi tir. Bu oran n üzerindeki ko ullarda haz rlanan parçac klar herhangi 

bir çökme ve agregat olu madan uzun süre stabilitelerini korumu lard r. 

 
 
Tablo 6. Farkl  konsantrasyonlarda kitosan ve TPP kullan larak üretilen nano/mikro kitosan 
parçac klar n ortalama boyutlar  
 

 
Kitosan 
(mg/ml) TPP (mg/ml) 

Kitosan: 
TPP 
oran  
(w/w) 

Ortalama 
tane 

boyutu 
(nm) 

Görsel 
tan mlama  

1        
2        
3        
4     

0.50       
0.50       
0.50       
0.50 

0.50           
0.75           
1.0            
1.25 

2.5: 1   
1.66: 1 
1.25: 1    

1: 1 

66.93        
-            
-            
- 

Solüsyon   
Agregat  
Agregat  
Agregat 

5        
6        
7        
8    

0.75       
0.75       
0.75       
0.75 

0.50           
0.75           
1.0            
1.25 

3.75: 1   
2.5: 1 

1.875: 1 
1.5:1 

93.75        
129.7        

-            
- 

Opak solüsyon 
Opak solüsyon 

Agregat  
Agregat 

9        
10       
11       
12   

1.0        
1.0        
1.0        
1.0 

0.50           
0.75           
1.0            
1.25 

5: 1       
3.33: 1   
2.5: 1     

2:1 

101.40       
147.50       
804.70       

- 

Solüsyon     
Opak solüsyon 
Opak solüsyon 

Agregat 

13       
14       
15       
16       
17       
18   

1.25       
1.25       
1.25       
1.25       
1.25       
1.25 

0.50           
0.75           
1.0            
1.25           
2.5            
5.0 

6.25: 1 
4.16: 1 

3.125: 1 
2.5:1    

1.25: 1 
0.625: 1 

86.66        
120.90       
124.40      

3,796.30     
-            
- 

Solüsyon    
Opak solüsyon 
Opak solüsyon 
Opak solüsyon 

Agregat  
Agregat 
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4.4.1.1 Kitosan mikrokürelere protein yüklenmesi 

 Büyüme faktörleri oldukça pahal  olduklar  için protein yükleme ve sal m çal malar nda model 

protein kullan lm t r. Lizozimin kitosan n parçalanmas na neden olan bir enzim oldu u belirlenmi , 

bunun sonucu  model protein olarak lizozimin yerine -Kemotripsin kullan lm t r. Tablo 7’de görüldü ü 

üzere -Kemotripsin büyüme faktörleri NT–3 ve NGF ile benzer molekül a rl  ve isoelektrik 

noktas na sahip bir proteindir. 

Tablo 7. -Kemotripsin ve büyüme faktörü NT–3 ve NGF’ in özellikleri 

Protein PKa Molekül A rl   (kDa) 

-Kemotripsin 8.8 25 

NT–3 9.4 29 

NGF 9.3 26 

 

Yükleme çal malar nda -Kemotripsin çözeltisi kitosan çözeltisine eklenmi , ard ndan TPP bu 

kar ma ilave edilmi tir. Kitosan parçac klar asetik asit çözeltisi ile parçaland ktan sonra içerisine 

yüklenen protein miktar  HPLC yöntemi ile belirlenmi tir. Yap lan analizler sonucu -Kemotripsinin 

yüklenme etkinli i %33.17 olarak belirlenmi tir.  

-Kemotripsinin sal m profilini belirlemek için yap lan çal malarda kurutulmu  tanecikler 

kullan lm t r. ekil 16’da görüldü ü üzere 15. günün sonuna kadar haz rlanan partiküllerden  -

Kemotripsin sal m  belirlenememi tir. Sal m çal malar  pH=7.4 de gerçekle tirilmi tir ve bu pH 

de erinde kitosan net negatif yüke sahipken -Kemotripsin pozitif yüklüdür. ki molekül aras nda 

olu an iyonik etkile imden  dolay  kitosan n  proteini salamam  olabilece i dü ünülmü  ve bu 

sonuçlara dayanarak büyüme faktörünün yüklenece i polimerin de i tirilmesine karar verilmi tir.  
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ekil 16. A; -Kemotripsinin kromatogram , B-E; Kitosan nano parçac klardan sal m profili B; birinci 
saat, C; 72. saat, D; 6. gün, E; 15. gün. 

 
 

A 

E 

D 

C 

B 
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4.4.2. Alginat Mikrokürelerin Üretimi 

 Bu çal mada büyüme faktörü yüklü mikro kürelerin haz rlanmas  a amas nda kitosana 

alternatif olarak NGF, NT–3, -Kemotripsin gibi izoelektrik noktas  yüksek olan proteinlerle yüksek 

etkile imi belirlenmi  olan alginat polimeri seçilmi tir (WELLS ve grubu, 2007). Alginat tanecik üretimi 

için ya  içerisinde su emülsiyonu yöntemi kullan lm t r. ekil 17’ de %1 alginat çözeltisi kullan larak 

su ya  emülsiyonu yöntemiyle haz rlanm  alginat mikro kürecikler görülmektedir.  %1 alginat ve % 0.5 

alginat çözeltisi ile haz rlanan taneciklerin boyutlar  aras nda önemli bir fark olmad  gözlenmi tir. 

Ancak polimer konsantrasyonu % 0.1 oldu unda parçac k çap  1.5 μm’ den 0.46 μm’ ye dü mü tür 

(Tablo 8). 

 
ekil 17. %1 alginat çözeltisi ile haz rlanan alginat mikro kürecikler 

 
Tablo 8. Farkl  alginat konsantrasyonlar  ile elde edilen tanecik boyutlar  

Alginat konsantrasyonu 
(w/v) 

Boyut 
(nm) 

0.1 % 462 

0.5 % 1578 

1.0 % 1680 

 

Alginat polimeri ile protein yükleme çal malar nda model protein olarak yüksek isoelektrik 

noktas na sahip proteinlerle etkile iminin yüksek oldu u bilinen -Kemotripsin kullan lm t r. Yap lan 

çal malarda %1 alginat konsantrasyonunda haz rlanan taneciklere 500 μg -Kemotripsinin % 100’ 

ünün yüklendi i belirlenmi tir. Literatürde yap lan çal malarda NGF’in aktivitesini korudu u bilinen 

s r serum albumin (BSA) ile birlikte taneciklere yüklendi i dikkat çekmi tir. Bu nedenle yükleme 

çal malar nda -Kemotripsin BSA ile beraber kullan lm  ve BSA’n n -Kemotripsine oran  500:1 

(w/w) olarak seçilmi tir. Protein yüklenmesi sonucu alginat kürelerin boyutlar n n önemli ölçüde artt  

belirlenmi tir ( ekil 18). 
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ekil 18. Protein yüklenmi  ve yüklenmemi  alginat mikrokürelerin boyutlar  
 
 BSA’n n alginat taneciklere kapsüllenme etkinli inin alginat konsantrasyonu ile de i imi Tablo 

9’ da özetlenmi tir. Sonuçlardan da görüldü ü üzere BSA proteini konsantrasyonu 0.1 mg iken her iki 

alginat konsantrasyonu için yakla k % 100 kapsülleme etkinli i belirlenmi tir. Bu nedenle sal m 

çal malar na bu konsantrasyonlar ile devam edilmi tir. 

 
Tablo 9. %0.1 ve % 1 alginat konsantrasyonlar ndaki ta y c ya yüklenen BSA proteinin kapsülleme 
etkinlikleri 

Formülasyon % Kapsülleme etkinli i 

% 0.1 alginat + 1.0 mg BSA 37.43 

% 0.1 alginat + 0.5 mg BSA 59.8 

% 0.1 alginat + 0.1 mg BSA 101.28 

% 1.0 alginat + 0.1 mg BSA  112.00 

 
 
 Alginat taneciklere yüklenen BSA proteininin hemen hemen tamam n n ilk 24 saatte PBS 

(pH=7.4) içerisine sal nd  belirlenmi tir ( ekil 19). Daha önce alginatla yap lan protein yükleme 

çal malar nda BSA’n n sal m n  yava latmak için alginat kürelerin etraf n n poli-L-lisin, poli-etilen imin, 

kitosan gibi pozitif yüklü polimerlerle kaplanmas  önerilmi tir (KHANNA ve grubu, 2010).  Bu nedenle 

ilerleyen çal malarda daha yava  ve kontrollü bir sal m için üretilen taneciklerin etraf n n pozitif yüklü 

polimerlerle kaplanmas na karar verilmi tir. 

ekil 19-C’ de görüldü ü üzere %0.1’lik alginat solüsyonu kullan larak haz rlanan ve içerisine 

0.1 mg BSA eklenen taneciklerden sal nan protein miktar  BCA analizi sonucu yakla k 0.3 mg olarak 

belirlenmi tir. Her ne kadar BCA analizinde yan etkileri azaltmak için ko ullar optimize edilmeye 

çal ld ysa da bu de erde bir de i im sa lanamam t r.   
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μm ve 425–600 μm ve küreciklerde ba lant l  bir yap  olu turmak için de inkübasyon süreleri 100, 200 

ve 400 dakika olarak belirlenmi tir (Tablo 9).  

Doku iskelelerinin mekanik testleri önceden slat lm  örnekler kullan larak s k t rma testi ile 

yap lm t r. Tüm doku iskelelerinin aç k hücreli süngerimsi yap lar için tipik olan bir gerilim gerinim 

özelli ine sahip olduklar  gözlenmi tir ( ekil 20). Bu tür yap lar genellikle gerilim-gerinim grafi inde 

do rusal elastik bir bölgenin ard ndan s k ma bölgesi ve yo unla ma bölgesi içerir (WANG ve grubu 

2009).Yap lan testlerde elastik bölgeden s k ma bölgesine geçi  % 0.5 gerinimde gerçekle mi tir 

( ekil 20). 

 
ekil 20. A; Kat  duvarl  ve B; nanolifli doku iskelelerinin gerilim-gerinim grafi i 

 

Kat  duvarl  doku iskelelerinin s k t rma katsay lar  jelatin konsantrasyonu % 5’den % 10’a 

ç k nca art  göstermi tir ( ekil 21). nkübasyon süresinin 100 dakikadan 400 dakikaya art r lmas  

yada parafin kürelerin boyutunun 250-425 m’den 425-600 m’ye de i tirilmesi s k t rma 

katsay lar nda önemli bir de i ikli e yol açmam t r. Nanolifli doku iskelelerinde jelatin 

konsantrasyonunun art  250-425 m parafin küreler kullan lmas  durumunda beklenenin tersine 

s k t rma katsay s nda azalmaya sebep olmu tur ( ekil 22). 250-425 m parafin küreler ve % 5 

jelatinle haz rlanan nanolifli doku iskelelerinde inkübasyon süresi 100 dakikadan 200 dakikaya 

ç kar ld nda s k t rma katsay lar nda istatistiksel aç dan önemli bir art  olmu tur.  %10 jelatin ile 

haz rlanan nanolifli doku iskelelerinde ise s k t rma katasay s  inkübasyon süresinden sadece 425–

600 m parafin küreler kullan ld  durumda etkilenmi tir. Sonuçlar n tümü de erlendirildi inde nanolifli 

doku iskelelerinin s k t rma katsay s  de erlerinin beklenildi i gibi kat  duvarl  olanlardan daha yüksek 

oldu u gözlenmi tir. Elde edilen sonuçlar do al beyin dokusunun s k t rma katsay s na (1-5 kPa) 

uygun doku iskeleleri üretildi ini göstermektedir. 
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Haz rlanan doku iskelelerinin tümünün % 90 ve üzeri gözeneklili e sahip oldu u, polimer 

konsantrasyonu artt nda gözeneklili in yan s ra hem lif çap , hem de lif uzunlu unun azald  

belirlenmi tir (Tablo 12). Elde edilen doku iskelelerinin lif çap  de erlerinin hücre d  matris fiber çap  

ile benzer boyutlarda oldu u (50–500 nm) sonucuna var lm t r.  

 

Tablo 12. Doku iskelelerinin gözeneklilik, lif uzunlu u ve lif çap  

Jelatin 
konsantrasyonu 

(w/v) 

Doku iskelesi Kodu 
(Tablo) 

% Gözeneklilik Lif uzunlu u 
(nm) 

Lif çap        
(nm) 

5 

13 97.9 3782.96 795.09

14 97.7 3739.35 857.81

15 97.8 5438.05 741.00

16 97.4 406.62 109.74 

17 97.56 2113.40 429.58

18 97.9 2816.62 550.00 

10 

19 96.4 451.76 70.72 

20 96 852.83 335.87 

21 96.1 1153.25 352.33 

22 95.9 207.18 63.53 

23 96.1 609.54 138.76 

24 96.5 784.56 114.36 

 
 
4.6. Doku iskelelerinin bozunma oranlar n n belirlenmesi 

 Haz rlanan nano lifli doku iskelelerinin in vitro parçalanma deneyleri 37º C’de PBS içerisinde 

gerçekle tirilmi tir. Zamana ba l  olarak yap lan ölçümler sonucunda 21. günün sonunda doku 

iskelesinin ba lang ç a rl n n % 16’ s n  kaybetti i belirlenmi tir ( ekil 23). Bundan sonraki ad mda 

bozunma çal malar na PC-12 hücreleri ekilmi  doku iskeleleri ile devam edilmesi planlanmaktad r. 
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ekil 23. Doku iskelelerinin zamana ba l  olarak a rl klar nda meydana gelen de i im 

 
4.7. Alginat mikro küreciklerin jelatin doku iskelesine sabitlenmesi 

Jelatin doku iskelesi kolajen proteininin hidrolizi sonucu elde edilen bir polimer oldu u için 

kolajenin özelliklerini kal tsal olarak ta r. Jelatinin yap s nda integrin ba lanma bölgesi olan arginil-

glisil-aspartik asit (RGD) dizisi içermesi doku iskelesi uygulamalar nda bu polimerihücre tutunmas  

aç s ndan avantajl  yapar. Jelatin polimerinin yap s nda yeralan RGD dizisi bu özelli i yan nda eker 

yap da olan alginat polimerinin karbosilik asit gruplar na EDC varl nda kovalent olarak ba lanabilir. 

Bu bilgiden yola ç karak doku iskelesine mikrokürecikleri sabitlemek için EDC ile ba  olu turma 

yöntemi kullan lm t r. Doku iskelesine küreciklerin tutunumu iskelelerin toluidin mavisi ile boyas  ile 

boyanmas yla kontrol edilmi tir. Alginat içeren doku iskelelerinin renginin boyama sonucu mora ( ekik 

24 A), kürecik içermeyenlerin ise mavi renge ( ekil 24 C) dönü tü ü gözlenmi tir. Mor renge dönü üm 

alginat küreciklerin doku iskelesine ba ar l  bir ekilde tutundu unu göstermi tir. Küreciklerin iskeleye 

sabitlendi i taramal  elektron mikroskobu ile de kan tlanm t r ( ekil 24 B). 
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ekil 24. A- Jelatin doku iskelesine tutturulmu  alginat mikroküreciklerin toluidin mavisi ile boyam  
hali, B- Jelatin doku iskelesine tutturulmu  alginat mikroküreciklerin SEM görüntüleriC- Alginat 
mikrokürecik eklenmemi  doku iskelesinin toluidin mavisi ile boyanm  hali, D- Alginat mikrokürecik 
içermeyen jelatin doku iskelesi SEM görüntüsü. 

 

4.8. Hücre kültürü ve PC-12 NGF biyoaktivitesinin belirlenmesi 

PC-12 hücreleri kültür ortam nda uygun konsantrasyonlarda NGF bulundu u zaman ço alan 

kromafin benzeri hücre tipinden, ço almayan sempatik sinir hücresi benzeri akson uzant lar  ta yan 

ve elektriksel olarak uyar labilen hücrelere dönü ür (ALETTA 1996).Alginat mikrokürelerden sal nan 

proteinin aktif formda oldu unu göstermek amac yla PC-12 hücre morfolojisi de i imini belirlemeden 

önce PC-12 hücrelerinin kültürü yap lm t r. Bu amaçla öncü çal ma olarak PC-12 hücrelerinin 

büyüme e rileri 3 farkl  ortamda MTT yöntemi kullan larak belirlenmi tir ( ekil 25). Bu 3 farkl  ortam % 

10 at serumu ve % 5 s r serumu içeren normal ortam  (CM), % 1 at serumu içeren açl k ortam  (SM) 

ve NGF içeren açl k ortam d r.  Deneylere 1000 hücre/kuyucuk ile ba lanm  ve 2., 4., 6. ve 8.günde 

MTT analizi ile absorbans de erleri ölçülmü  ve büyüme e rileri ç kart lm t r. 
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ekil 27. PC–12 hücrelerinin A; Kat  Duvarl , B; Nano lifli doku iskelelerinde büyütüldü ünde 

gösterdi i morfoloji 
 
4.9. Alginat Mikro Kürelere Yüklenen NGF Biyoaktivitesinin Belirlenmesi 

 Alginat kürelere yüklenen NGF’in biyoaktivitesi PC-12 hücre farkl la mas  ile belirlenmi tir. Bu 

amaçla 100 μg/ml BSA solüsyonu ile 1 μg/ml NGF kar t r larak haz rlanan alginat küreciklerin 

parçalanmas  sonucu elde edilen çözelti PC–12 hücrelerinin bulundu u hücre kültür ortam na 

ekilmi tir. Yap lan mikroskopik incelemeler sonucu 5. günün sonunda mikro kürelerin parçalanmas  

sonucu elde edilen çözelti ortam nda büyüyen hücrelerde nörit yap lar  gözlenmi tir ( ekil 28). Hücre 

kültür ortam na gün a r  eklenen 50 ng/ml konsantrasyondaki serbest NGF ile nörit olu umu 7. 

günden itibaren gözlenirken mikro küreciklere yüklenen ve parçalanmas  sonucu elde edilen çözelti 

eklenen hücrelerde nörit olu umu 5. günden itibaren gözlenmi tir. Bu sonuç bir ta y c  içerisine 

yüklenen büyüme faktörü yap s ndaki proteinlerin aktivitelerini daha iyi koruduklar n  ve böylesi 

sistemlerin doku iskeleleriyle birle tirildi inde hücre farkl la mas n  çok daha h zl  sa layacaklar n n 

göstergesidir.  
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5. SONUÇLAR 
 
Bu çal mada, sinir doku mühendisli i uygulamalar nda kullan lmak üzere nanolifli yap da ve 

yönlendirilmi  jelatin bazl  doku iskeleleri üretilmi , üretilen iskelelere içerisinde sinir büyüme faktörü 

içeren alginat mikroküreler tutturulmu tur: Farkl  parametreler göz önüne al narak do al beyin 

dokusunun s k t rma katsay s na uygun doku iskeleleri üretilebilmi , haz rlanan doku iskeleleri 

hedeflenen gözenekli ve gözenekleri birbirleriyle ba lant l  yap y  sa lam t r. Nano lifli doku 

iskelelerinin kat  duvarl  olanlarla k yasland nda s k t rma katsay s  de erlerinin daha yüksek oldu u 

belirlenmi tir. Kullan lan polimer konsantrasyonuna ba l  olarak lif çap  ve lif uzunlu u de i en doku 

iskelelerinin üretimi gerçekle tirilmi tir. Hücrelerin bir do rultuda büyümesine yard mc  olmak amac yla 

yönlendirilmi  doku iskelelerinin haz rlanmas  için s  etkili faz ayr m  yönteminin ko ullar  optimize 

edilmi  ve bu yöntemle  ilk defa jelatin bazl   nano lifli ve kanall  doku iskelelerinin üretimi ba ar lm t r. 

Mikrokürecik üretiminde kitosan polimeriyle ba layan çal malara etkili bir sal m gözlenemedi i için 

alginat polimeriyle devam edilmi tir. Alginat kürelere model protein -Kemotripsinin ve sinir büyüme 

faktörü (NGF)’nün aktivitesini korumak için kullan lan s r serum albüminin 100 % oran nda 

yüklenmesi sa lanabilmi tir. Haz rlanan alginat mikrokürelerin jelatin doku iskelesine tutturulmas  

a amas nda hem jelatini çapraz ba layan, hem de jelatin ile alginat aras nda kovalent ba  olu turan 

EDC kullan lm  ve alginat n doku iskelelerine tutturuldu u toluidin mavi boyamas  ve taramal  elektron 

mikroskobu ile gösterilmi tir. Çal mada ortama sal nan proteinin biyoaktivitesini belirlemede fare 

adrenal medullas ndan köken alan ve ortama nöral büyüme faktörleri verildi inde sinir hücresi benzeri 

uzant lar (nörit) olu turan PC12 hücre hatt  kullan lm t r. PC–12 hücrelerinin büyüme e risi 

ç kar ld ktan sonra hücrelerin farkl la mas n  gözlemlemek için en uygun hücre ve NGF 

konsantrasyonlar  2500 cell/ml ve 50 ng/ml olarak belirlenmi tir. Mekanik özellikler aç s ndan 

avantaj n  belirledi imiz nano lifli doku iskelelerinin, hücre tutunmas nda da avantajl  oldu u kat  

duvarl  ve nano lifli iskelelere ekilen hücrelerin morfolojileri incelendi inde aç kça görülmü tür. Mikro 

kürecikler içerisine yüklenen NGF’ in aktivitesini korudu u hatta serbest halde kültür ortam na eklenen 

NGF’e k yasla daha k sa sürede PC–12 hücre farkl la mas n  sa lad  belirlenmi tir. Haz rlanan doku 

iskelelerinin gerek sinir kök hücreleri gerekse di er kök hücre uygulamalar  ve rejeneratif t p alan nda 

oldukça yüksek bir potansiyele sahip oldu u dü ünülmektedir. Haz rlanan yönlendirilmi  doku 

iskelelerinin in vivo performanslar  Dokuz Eylül Üniversitesi Estetik Cerrahi Ana Bilim Dal  ile yak nda 

ba lataca m z ortak bir projede de erlendirilecektir.  
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