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Oz

Noral doku mithendisligi alaninda, nanoteknolojinin ve biyomalzeme biliminin sunmus oldugu yeni tekniklerle birlikte, alternatif sinir
kilavuz kanallar1 gelistirmek igin yogun bir sekilde ¢aligilmaktadir. Fakat dogal ekstraseliiler matriksi taklit edebilecek o6zellikte,
intraliiminal kanall1 yapida, uygun mikro/nano desenlemelere sahip, noral hiicreleri destekleyecek ve onlara kilavuzluk saglayabilecek
ideal bir noral iskele heniiz tam olarak gelistirilememistir. Bu ¢alismanin amaci; néral doku miihendisligi uygulamalarina yonelik
cesitli kanal genisliklerine (1 pm, 5 pm ve 10 pm) sahip mikro-oluklu ipek fibroin/polietilen oksit (SF/PEO) film iskelelerin elde
edilebilmesi i¢in elektron demeti litografisi tekniginin kullanimina ilaveten, dizayn edilen biyomalzemenin mekanik 6zelliginin ve
stabilitesinin gelistirilmesidir. Planlanan oluk genisliklerine basariyla ulasilmis olup, 6zellikle gluteraldehit buharina maruz birakilan
filmlerde stabilitenin optimal olarak saglandig1 gézlenmistir. Yine yapiya PEO ilavesinin, filmlerin esnekligini artirdigt goriilmiistiir.
Gelistirilen biyomalzemenin, potansiyel noral doku miihendisligi ¢alismalari kapsaminda; hiicresel noéritlerin ve aksonlarin lineer
hatlar boyunca ilerlemesine kilavuzluk etmesine yardimci olabilecegi ve bir sinir hasar1 bolgesine implantasyonu sonrasinda
rejenerasyonu destekleyebilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: ipek fibroin, Noral doku miihendisligi, Mikro-oluklar, Elektron demeti litografisi, Aksonal kilavuzluk.

Development of Micro-grooved Silk Fibroin/Polyethylene Oxide Film
Scaffolds for Neural Tissue Engineering Applications

Abstract

In the field of neural tissue engineering, intensive work is being done to develop alternative nerve guide channels with the new
techniques offered by nanotechnology and biomaterials science. However, an ideal neural scaffold capable of mimicking the natural
extracellular matrix, having an intraluminal channel structure, have suitable micro/nano patterns, can support neural cells and guide
them has not been fully developed yet. The aim of this study is the use of electron beam lithography technique to obtain micro-
grooved silk fibroin/polyethylene oxide (SF/PEO) film scaffolds with various channel widths (1 um, 5 pm and 10 pm) for neural
tissue engineering applications. In addition, it is also aimed to improve the mechanical properties and stability of the designed
biomaterial. The planned groove widths were successfully achieved, and it was observed that the stability was optimally achieved,
especially in films exposed to glutaraldehyde vapor. It has also been observed that the addition of PEO to the structure increases the
flexibility of the films. It was concluded that it can help guide the progression of cellular neurites and axons along linear lines, within
the scope of future potential neural tissue engineering studies of the developed biomaterial. It has also been evaluated that the material
can promote regeneration after implantation at a nerve injury site.

Keywords: Silk fibroin, Neural tissue engineering, Micro-grooves, Electron beam lithography, Axonal guidance.
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1. Giris

Merkezi sinir sisteminde (MSS) hasar sonrasindaki
rejenerasyon siireci, kendi inhibitdr ¢evresinden dolay1 ve ayni
zamanda olusan glial skar dokusu sebebiyle oldukg¢a kisith
diizeydedir. Gelisen kist ve skar dokusu, rejenerasyonun oniinde
onemli bir bariyer oldugundan, noritler hedeflere yeterince
ulasamamaktadir (Buss vd., 2004; Tucker ve Mearow 2008;
Tabesh vd., 2009). Olusan sinir hasar1 sonrasinda fonksiyonel
yeniden kazanimi saglamak icin aksonlarin/néritlerin lineer
hatlar boyunca ilerlemelerini tesvik edecek biyomalzemelerin
dizayni, noral doku mithendisligi alaninda oldukg¢a 6nemlidir. Bu
noktada, bazi litografi teknikleri (elektron demeti litografisi,
fotolitografi, plazma litografi, nano litografi ve kimyasal
litografi vb.) kullanilmaktadir (Wade vd., 2014; Dalamagkas vd.,
2016). Ozellikle elektron demeti litografisi tekniginin sundugu
yenilik¢i yaklagimlar sayesinde, oldukga yiliksek hassasiyette ve
¢Oziiniirlik  diizeyinde, kararli ve giivenilir mikro/nano
desenlemeler; biyomalzemelerde ve g¢esitli kalip yiizeylerinde
uygulanabilmektedir (Chen, 2015).

Hiicre iskelesi materyali olarak kullanilabilen ipek fibroin,
Bombyx mori (ipek bocegi) kozalari kullanilarak oldukea yiiksek
verimle saflastirilabilmektedir. Heniiz islenmemis olan ipek
materyali, fibroin (SF, %70) ve serisin (%30) olmak tizere 2 ana
bilesenden olusmaktadir. Serisinin immiin yanit olusturmasi
sebebiyle, kimyasal islemlerle ayristirilmas1 gerekmektedir. Ipek
fibroin biyouyumlu, biyobozunur, biyolojik ortamda iyi tolere
edilebilen, mekanik &zellikleri giiglii dogal yapilt bir proteindir.
Ihtiva ettigi yan gruplar (amin, fenol, tiyol, karboksil vb.)
sayesinde biyomolekiillerle ylizey modifikasyonu
yapilabilmektedir. Bu {stiin  &zellikleri sayesinde doku
miihendisligi uygulamalarinda popiiler bir biyomalzeme haline
gelmistir (Sofia vd., 2001; Altman vd., 2003; Meinel vd., 2005;
Wang vd., 2008). Ipek fibroinin néral doku miihendisligi
kapsaminda, film/fiber yapida biyomalzeme olarak kullanildig:
¢aligmalarda; 6zellikle primer olarak elde edilen noral hiicrelerde
canlihigr  destekledigi, lineer hatlar boyunca aksonal
yoOnlenmeyi/gocii tesvik ettigi ve olduk¢a biyouyumlu oldugu
gosterilmigtir (Yang vd., 2007; Madduri vd., 2010; Zhang vd.,
2012; White vd., 2015).

Bu c¢alismanin amaci; noéral doku  miihendisligi
uygulamalarina yonelik ¢esitli kanal genisliklerine (1 pm, 5 pm
ve 10 pm) sahip mikro-oluklu ipek fibroin/polietilen oksit
(SF/PEO) film iskelelerin elde edilebilmesi igin elektron demeti
litografisi teknigi ile Silikon (Si) kaliplarin dizayni sonrasinda,
spin kaplama teknigi kullanilarak ince film yapidaki stabil diiz
ve mikrodesenli iskelelerin eldesidir. SE/PEO hibrit yapidaki
biyomalzemeyi stabil ve mekanik agidan gii¢lii hale getirebilmek
amaciyla ¢esitli yontemler uygulanmis ve sonuglar ortaya
konularak karakterizasyonlar gergeklestirilmistir. Dolayisiyla
hem yiizey mikrotopografyasi agisindan hem de kimyasal
stabilizasyon islemleri olarak farkli teknikler ~SF/PEO
biyomalzeme i¢in uygulanmistir. Biyomalzeme, nanoteknoloji
ve doku miihendisligindeki gelismelerle birlikte bazi ticari
iiriinler piyasada yer alsa da, buna ragmen noral rejenerasyonu
yeterli diizeyde destekleyebilecek nitelikte, ideal implant klinik
iriinler heniiz bulunmamaktadir. Gelistirilen film iskeleler
kolaylikla tiibiiler hale de getirilebilmekte olup, sonraki siirecte
hem noral hiicresel ¢aligmalar i¢in hem de 6zellikle MSS’deki
hasarlar igin aksonal kilavuzlugu saglayabilecek potansiyel bir
biyomalzeme olarak kullanilabilecek yapidadir.

e-ISSN: 2148-2683

2. Materyal ve Metot
2.1. ipek Fibroinin Saflagtirilmasi

Ipekten fibroin proteininin saflastirilmasi amaciyla, Bombyx
mori (ipek bocegi) kozalar1 (Bursa Kozabirlik) agilarak i¢indeki
larvalardan temizlenmis ve daha sonra %0,5’lik sodyum
bikarbonat (NaHCOs, Sigma) ¢o6zeltisinde 1 saat boyunca
kaynatilmigtir. Kaynayan ve yumusayan kozalar 3-4 kez 1ilik
distile su ile yikandiktan sonra, 1 giin siireyle oda 1sisinda
kurutulmustur. Ipek fibroini yapiskan ve toksik olan serisinden
ayirmak i¢in bir CaCl; (Sigma), C,HsOH (Sigma) ve H,O (1:2:8
molar oranda) ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu sividan 100 mL
yuvarlak balona alinip, 60-70 °C’de inkiibe edilmis, lizerine 7.6
g ipek ilave edilerek 2-3 saat daha inkiibasyona devam
edilmistir. Daha sonra 7.000 rpm’de 5 dk. boyunca santrifiij
(Thermo Scientific-Sorvall Biofuge Stratos) edilmis, tistteki sivi
ayrilarak diyaliz posetine (Sigma) doldurulmustur. Ipek
materyali distile su i¢inde 3 giin boyunca diyaliz edilerek,
fibroin biitin  safsizliklarindan  armdirilmistir.  Ortamdan
uzaklagsan Ca*? iyonunlarmin tayini, %5’lik (w/v) AgNOs
(Sigma) ¢ozeltisi ile yapilmistir. AgNOs, Ca* iyonunun
indikatorii oldugundan, ortamdaki Ca*? varhiginda beyaz bir
¢Okelek olusturmaktadir.

Sekil 1. Ipek fibroinin saflastirma asamalari. (a) Larvalarindan
arindirilmis ipek kozalari. (b) %0,5’lik NaHCO3 ¢ozeltisinde
kaynatilmis ipek. (¢) Kurutulmus ipek materyali. (d) Serisinin
kaynatilarak uzaklastirilmasi. (e) Fibroinin diyaliz islemi ile
saflagtirilmasi. (f) Liyofilize edilmis ve kullanima hazir olan
ipek fibroin.

Figure 1. Purification steps of silk fibroin. (a) Silk cocoons free
of larvae. (b) Silk boiled in 0.5% NaHCO3; solution. (c) Dried
silk material. (d) Removal of sericin by boiling. (e) Purification
of fibroin by dialysis. (f) Silk fibroin lyophilized and ready to
use.
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Fibroin proteini safsizliklardan ayrildik¢a daha seffaf bir
renk almaktadir. Saflastirilan ipek fibroin; Once sivi azot
kullanilarak dondurulmus, sonra liyofilizatére (Christ, Alpha 1-2
LDplus) alinarak, 72 saat boyunca liyofilize edilmistir. Elde
edilen liyofilize ipek fibroinler, kullanilana kadar +4°C’de
muhafaza edilmistir (Rockwood vd., 2011) modifiye edilerek.
Ipek fibroin proteininin saflastirma siireci ve basamaklar1 gorsel
olarak Sekil 1°de verilmistir.

2.2. Silikon Kaliplarin Uretimi

Mikro-oluklu SF/PEO film iskelelerin elde edilebilmesi i¢in
oncelikli olarak Si-kaliplarin dizayni ve iiretimi yapilmustir. Ug
farkli c¢at1 genisligine sahip Si-kaliplar, elektron demeti
litografisi teknigi kullanilarak iiretilmistir. Elektron demeti
litografisi tekniginin sundugu yeni yaklagimlar sayesinde;
oldukea yiiksek hassasiyette ve ¢oziiniirliik diizeyinde, kararli ve
giivenilir  desenlemeler yapilabilmektedir (Chen, 2015).
Kaliplarda planlanan ¢ati geniglikleri (R) 1, 5 ve 10 um; oluk
genisligi (G) 1 um ve oluk yiiksekligi (H) ise 1 pm’dir.
Kaliplarin hazirlanmasinda kisaca, planlanan mikrodesenler
silisyum yonga tizerine 1.4 um fotorezist serilerek standart
fotolitografi ile kanallar sisteme tanimlanmistir. Daha sonra
indiiktif olarak eslestirilmis plazma kuru asindirict (ICP-RIE-
Bilkent Universitesi-Sentech SI 500 Dry Etching System) ile SFs
gazi kullanilarak istenilen derinlikteki asindirmalar saglanmstir.
Mikrokanallarin olusturulmasinda elektron 1sinlar1 kullanilmigtir.
Son olarak Silisyum yiizeydeki fotorezist temizlenmistir.
Elektron demeti litografisi teknigiyle mikrodesenleme islemi
uygulanan  Si-kaliplarin;  oluk, c¢ati  genisliklerinin  ve
derinliklerinin ~ taramali  elektron = mikroskobu  (SEM)
karakterizasyonlar1 yapilmistir (Zeiss EVO HD 15) ve planlanan
hedeflerle ortiismeler incelenmistir.

2.3. Diiz Yiizeyli SF/PEO Film iskelelerin
Hazirlanmasi ve Stabilizasyonu

Diiz yiizeyli (S) SF/PEO film iskelelerin {iretimi igin
oncelikle, liyofilize ipek fibroin formik asit (Sigma) i¢inde, 5
saat silireyle karstirilarak %10°luk  (w/v) fibroin ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Diger taraftan polietilen oksit (PEO) (Sigma,
Mw: 900.000) distile su iginde 60-70°C’de 24 saat ¢oziildiikten
sonra %5°lik (w/v) c¢ozeltisi hazirlanmigtir. Sonra fibroin
¢Ozeltisi 7:3 (v/v) oraninda, PEO c¢ozeltisi ile karistirilarak
homojen SF/PEO hibrit polimer ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Spin
kaplama teknigi kullanilarak, oncelikle kiiciik diiz tabanli cam
petriler i¢cine 5 mL SF/PEO ¢ozeltisi kademe kademe homojen
ve ince bir tabaka olusturacak sekilde dokiilerek, ¢eker ocak
icinde 1 gece boyunca kurumaya birakilmigtir. Filmler cam
yluzeyden dikkatlice ¢ikartilarak, yiizey kimyas1 analizleri
kapsaminda FTIR (Fourier Doéntisiimlii Kizil6tesi
Spektroskopisi) spektral Olctimleri gerceklestirilmigtir (Pelkin
Elmer Spectrum Two equipped ATR apparatus).

[lk hazirlanan SF/PEO S film iskelelerin, sonraki
caligmalardaki hiicre kiiltiirli vasat ortamini taklit edecek sekilde
PBS veya distile su igine konuldugunda, fiziksel biitiinliiklerini
hemen kaybettikleri gézlenmistir. Bu mekanik agidan zayifligin
fibroinin amorf yapisindan kaynaklandigr bilinmektedir.
Dolayisiyla bu amorf yapmin kristal yapiya doniismesi ya da
capraz baglarla yapinin daha stabil hale getirilmesi amaciyla
farkli yontemler denenmistir. {1k olarak SF/PEO filmler %90’lik
metanolle (Sigma) yarim saat muamele edilerek fibroindeki
amorf yapilarin kristal yapiya dontstiiriilmesi amaclanmistir
(Liu vd., 2011). Farkli olarak filmler %25’lik gluteraldehit
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(Sigma) i¢inde 30 dk. bekletilerek veya %25°lik gluteraldehit
buharma 3 saat maruz birakilarak veya baglangictaki SF
¢ozeltisine %1°i oraninda gluteraldehit ya da genipin (Sigma)
eklenerek capraz baglarin olusturulmasi saglanarak filmlerin
stabilitesi artirilmaya caligilmistir. (Wang vd., 2013, Wang vd.,
2014) modifiye edilerek. Daha sonra elde edilen SF/PEO filmler,
37°C’deki dH>0O iginde, 72 saat boyunca etiivde bekletilerek
mekanik biitiinliiklerini muhafaza edip etmedikleri gdzlenmistir.

2.4. Mikro-oluklu SF/PEO Film iskelelerin
Hazirlanmasi

Mikro-oluklu (G) SF/PEO film iskelelerin elde edilebilmesi
icin elektron demeti litografisi teknigi ile iretilmis olan Si-
kaliplar ve spin kaplama teknigi kullanilmisti. Bu amagla
voltaj/donis siireleri ve kullanilan polimer ¢6zeltisinin hacimleri
denenerek optimize edilmistir. Si-kaliplar oncelikle kiigiik cam
tabanli petrinin tam ortasina entegre edilmis ve sonra petri spin
kaplama sistemine dahil edilmistir. Her bir petriye toplam 10 mL
SF/PEO ¢ozelitisi damla damla ilave edilerek ¢eker ocak iginde
1 gece boyunca kurumaya birakilmistir. Ertesi giin mikro-oluklu
filmler, kaliplardan dikkatlice ayrilmis ve oda sicakliinda
saklanmistir. SF/PEO S filmler i¢in goézlemlenen en uygun
stabilizasyon yaklasimi olan %25’lik gluteraldehit buharina 3
saat maruz birakma iglemi, tim SF/PEO G film iskeleler icin de
uygulanmigtir. Elde edilen tim filmlerin, 4 nm kalinliginda
Au/Pd sputter kaplamalar1 (Leica EM ACE200) sonrasinda
ylizey SEM analizleri gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda film
iskele kalinliklar1 kesitsel incelemelerle belirlenmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. Elektron Demeti Litografisi Yontemiyle
Uretilen Silikon Kalplar

Elektron demeti litografisi yontemiyle iiretilen Si-kaliplarin
SEM goriintiileri Sekil 2°de verilmistir.

x

Sekil 2. Elektron demeti litografisi teknigiyle diiretilmis Si-
kaliplarin SEM goriintiileri. (a) G1R1 kalibin egik goriintiisi. (b)
GIRI1 kalip. (¢) GIRS5 kalip. (d) GIR10 kalip. (G: Oluk
genisligi, R: Cat1 genisligi, 1: 1pm genislik, 5: 5 pm genislik,
10: 10 um genislik).

Figure 2. SEM images of Si-molds produced by electron beam
lithography technique. (a) Tilted view of G1R1 mold. (b) G1R1
mold. (c) G1R5 mold. (d) G1R10 mold. (G: Groove width, R:
Roof width, 1: 1um width, 5: 5 um width, 10: 10 um width).
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Tablo. Si-kaliplara ait planlanan ve {iretim sonrasinda elde edilen
oluk-cat1 genislik degerleri.
Table. Groove-roof width values of Si-molds planned and
obtained after production.

Si-Kalip Planlanan Kalip Degerleri
Gruplar Oluk Oluk Cati
Genigsligi Yiiksekligi Genisligi
G1R1 1 pm 1pum 1 pm
G1R5 1 pm 1 um 5 um
G1R10 1 pm I pm 10 pm
. Uretim Sonrasi Olgiilen Kahp Degerleri
Si-Kalip
Gruplar Oluk "Oluk Cati
Genigsligi Yiiksekligi Genisligi
G1R1 1.2 pm 900 nm 800 nm
G1R5 1.8 um 900 nm 4.5 um
G1R10 1.8 pm 900 nm 9.5 um

Tabloda ise planlanan oluk-cati genislikleri ile SEM
karakterizasyonu sonucu elde edilen yaklagik degerler
verilmistir. Si-kaliplarda ¢at1 genisligi (R) 1, 5 ve 10 pm; oluk
genisligi (G) ve yiiksekligi (H) ise 1’er um olarak planlanmustir.
Uretim sonrasi elde edilen Si-kaliplarm cati genisligi GIRI,
GIRS5 ve GIR10 kaliplari i¢in sirasiyla 800 nm, 4.5 um ve 9.5
um olarak ve ayni 6rnekler i¢in oluk genislikleri sirasiyla 1.2,
1.8, 1.8 um olarak SEM ile ol¢iilmistiir. Yine oluk yiiksekligi
yaklasik olarak 900 nm’dir. Olgiilen degerlerin hedeflenen
degerlere oldukga yakin oldugu gozlenmistir. Ozellikle Si-
kaliplardaki ¢at1 genislikleri, film dokiimiinde tam tersine oluk
genisligine karsilik gelecegi icin SF/PEO film iskelelerdeki oluk
genigligi gruplarma oldukg¢a yaklagilmig olacaktir. Elde edilen
Si-kaliplarda oluk ve catilarin olduk¢a diizgiin morfolojide
olduklar1 gézlenmistir.

3.2. Diiz ve Mikro-oluklu SF/PEO Film iskeleler

Uretilen diiz ve mikro-oluklu SF/PEO film yapidaki
iskelelerin SEM goriintiileri Sekil 3’de verilmistir. Diiz yilizeyli
filmlerin olduk¢a homojen ve diizgiin bir dagilim gosteren yiizey
morfolojisi sergiledikleri goriilmektedir (Sekil 3-a). SF/PEO
iskelelerin stabilizasyonunu saglamak amaciyla bir grup drnek
%90’lik metanol iginde 30 dk. bekletilmis, bir grubu %25’lik
gluteraldehit i¢inde 30 dk. tutulmus, diger bir grup ise %25°lik
gluteraldehit buharia 3 saat maruz birakilmisti. Baz1 6rneklere
ise baslangictaki SF ¢ozeltisinin %1°1 oraninda gluteraldehit
¢Ozeltisi veya genipin eklenmisti. SF/PEO filmlerin %90’lik
metanolle yarim saat muamele edilmesi, yapidaki amorf
karakterdeki fibroin proteinlerin kristal yapiya doniismesini
saglamaya yoneliktir. Diger taraftan filmlerin gluteraldehit ve
genipin ile muamele edilmesi ise yapiya gapraz baglar katarak,
dayaniklilig1 saglamaya ydneliktir. Tiim bu uygulanan islemlerde
ipek iskelelerin sulu ¢ozelti igerisinde mekanik biitiinliigiini
muhafaza ederek, 72 saat boyunca stabil kalmas1 hedeflenmistir.
Mekanik stabilizasyona yonelik bu yaklagimlar iginde,
morfolojik gdzlemlere dayali olarak en optimal sonug, %25’lik
gluteraldehit buharma 3 saat boyunca maruz kalan filmlerden
almmustir. Bunun haricindeki diger islemlerde, 72. saat sonunda
SF/PEO iskelelerin dagildiklar1 ve biitiinliiklerini kaybettikleri
gozlenmistir. Yine SF biyomateryale PEO katilmas: kirilgan
yapidaki ipek fibroini daha esnek bir hale getirmistir.
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SF/PEO filmlerin FTIR spektroskopi analiz sonuglar1 (Sekil
4) incelendiginde, 3280 c¢m™ bandindaki pik N-H gerilme
titresimini ifade etmekte olup, ayrica primer amin fonksiyonel
grubunu dogrulamaktadir. Yine 3074 cm™, 2932 cm™ ve 2874
cm™deki gerilme titresimleri ise C-H baglarma aittir; ilaveten
1621 cm* bandindaki titresim ise N-H bagi olup, primer amini
dogrulamaktadir (Zhang vd., 2012; Ling vd., 2014).

Sekil 3. Spin kaplama teknigi ile hazirlanan SF/PEO film
iskelelerin SEM goriintiileri. (a) SF/PEO S film yiizey. (b)
SE/PEO G1 film ylizey. (¢) SE/PEO GS5 film yiizey. (d) SF/PEO
G10 film yiizey. (SF: ipek fibroin, PEO: Polietilen oksit, S: Diiz,
G: Oluk genisligi, 1: 1um genislik, 5: 5 pm genislik, 10: 10 um
genislik).

Figure 3. SEM images of SF/PEO film scaffolds prepared by
spin coating technique. (a) SF/PEO S film surface. (b) SF/PEO
G1 film surface. (c) SF/PEO G5 film surface. (d) SF/PEO G10
film surface. (SF: Silk fibroin, PEO: Polyethylene oxide, S:
Smooth, G: Groove width, 1: 1um width, 5: 5 um width, 10: 10
um width).
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Sekil 4. SF/PEO film iskele biyomateryalin FTIR spektroskopi
analizi. (SF: Silk fibroin, PEO: Polietilen oksit, FTIR: Fourier
Donitisiimlii Kiziltesi Spektroskopisi).

Figure 4. FTIR spectroscopy analysis of SF/PEO film scaffold

biomaterial. (SF: Silk fibroin, Polyethylene oxide, FTIR:
Fourier-transform infrared spectroscopy).
Noral doku miihendisligi kapsamindaki ¢aligmalarda

hiicresel ¢alismalar da 6nemli olmakla birlikte, 6zellikle bu tiir
biyomalzeme dizaynlarinin nihai hedefi ii¢ boyutlu, tiibiiler ve
implante edilebilir bir biyomateryal gelistirilmesidir. Dolayistyla
SF/PEO iskeleleri gluteraldehit buharina maruz birakmak,
yapiya ilave gapraz baglar katarak mekanik stabiliteye yardimci
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olmustur. PEO ilavesi ise yapiya esneklik saglamistir.
Literatiirdeki bir ¢alismada, elektrospin teknigiyle hazirlanan
ipek fibroin/jelatin nanofiberleri, gluteraldehit buharina maruz
birakmanin, malzemeye ¢apraz baglar saglayarak stabilitesini ve
mekanik ozelliklerini artirdig1 gosterilmistir
(Mohammadzadehmoghadam vd., 2019). Yine bagka bir
calismada gluteraldehid capraz bagli ipek fibroin film
malzemelerde, esnekligin ve stabilitenin yiikseldigi bildirilmigtir
(Wang vd., 2014).

Mikro-oluklu SF/PEO iskeleler basarili bir sekilde spin
kaplama sistemi ile Si-kaliplar iizerinde elde edilmistir (Sekil 3
b-d). SEM gorintiilerinden filmlerdeki planlanmis oluk
genisliklerine olduk¢a yaklasildigt (1, 5 ve 10 pm)
goriilmektedir. Oldukga lineer paralel hatlara sahip ve periyodik
olarak tekrar eden mikro-kanallarin, néral doku miihendisligi
kapsamindaki calismalarda biiyiik bir kullanim potansiyeli
bulunmaktadir. Ozellikle bu calisma kapsaminda farkli oluk
genisligi varyasyonlarimin olusturulmasi, degisik hiicre tipleri ve
hayvan modelleri diisliniildiigiinde, aksonal kilavuzluk
saglayarak optimal sonuca ulasilabilmesi bakimimdan énemlidir.
Noral doku onarimi ve rejenerasyon stratejileri, dogrudan
hastalarin yasam kalitelerini etkiledigi i¢in tlizerinde oldukca
yogun olarak caligilan bir alandir (Gu vd., 2015; Seddighi vd.,
2016). Sinir hasarlarinin doku miihendisligi yaklagimlariyla
tedavisinde kullanilan biyomalzemeler; sentetik, dogal ya da her
ikisinin belirli oranlarda karigimiyla elde edilen hibrit yapilar
seklinde olabilmektedir (Willerth vd., 2007). Dogal polimerlerin
en biiyiik avantaj1 ekstraseliller matriks ortamini daha iyi taklit
edebilmeleri ve hiicrelerle daha iyi etkilesime gegebilmeleridir.
Sentetik polimerlerin ise mekanik ozellikleri daha iyi kontrol
edilebilmektedir. Hidrofil ve biyobozunur olmalari, elastikiyeti
ve mekanik acidan giicli olmalar1 sentetik polimerlerin
avantajlarindan bazilaridir (Subramanian vd., 2009). Dolayisiyla
bu ¢alisma kapsaminda gelistirilen stabil, esnek, biyobozunur,
mekanik agidan giiglii ve aksonal kilavuzlugu saglayabilecek
ozelliklere sahip SF/PEO G film iskeleler, hem dogal polimerin
hem de sentetik polimerin avantajlarini tagimaktadir. Elektron
demeti litografisi tekniginin sundugu yaklasimlar sayesinde,
olduk¢a giivenilir ve yiiksek hassasiyette mikro-desenlemeler
basaril bir sekilde Si-kalip yiizeylere uygulanarak, mikro-oluklu
film iskeleler elde edilmistir.

Noral doku miihendisligi kapsaminda, ipek fibroin
kullanilarak elde edilen nanofiber ve film yapidaki iskelelerin
kullanildigi in vitro ¢aligmalarda; DRG primer duyu néronlart,

Schwann  hiicreleri ve primer hipokampus noronlari
kullanilmistir.  Mikro/nano desenli ipek fibroin yapinin;
noronlarda canliligt  destekledigi, aksonal wuzamay1r ve

oryantasyonu tesvik ettigi, hiicre yapigmasmi ve gogiinii
artirdigl, yiiksek diizeyde biyouyumlu oldugu gosterilmistir
(Yang vd., 2007; Madduri vd., 2010; Zhang vd., 2012; White
vd., 2015). Ipek fibroinin tiibiiler sinir kanali halinde kullanildig
ve siganlarla yapilan implantasyon g¢alismalarinda ise siyatik
sinir hasarinda 1 cm’lik boslugu tamir ettigi, omuriligin toraksik
kismindaki yari-kesim bolgesindeki (T8-T10 ve T11) hasarh
noronlarin rejenerasyonunu O6nemli diizeyde tesvik ettigi ve
fonksiyonel geri kazanima yardimci oldugu gosterilmistir (Yang
vd., 2007; Wang vd., 2011; Wei vd., 2011; Wang vd., 2016; Xu
vd., 2016; Jiao vd., 2017). Tim bu literatiir verileri ve bu
caligma kapsaminda biyomalzeme tasarimimna dair elde edilen
sonuglar birlikte ele alindiginda, néral doku miihendisligi
alaninda alternatif ve yenilik¢i biyomalzeme dizaynlarina biiyiik
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bir ihtiya¢ oldugu degerlendirilmistir. Bu g¢alisma kapsaminda
gelistirilen film iskelelerin, sonraki siiregteki noral hiicresel
davraniglar1 aragtirmaya ve in Vvivo Ssinir rejenerasyonunu
desteklemeye yonelik yeni c¢alismalar ig¢in yol gdsterici
olabilecegi sonucuna vartlmigtir.

4. Sonuc¢

Bu calisma kapsaminda, elektron demeti litografisi teknigi
kullanilarak, periyodik olarak tekrar eden ti¢ farkli kanal
genigligine (1, 5 ve 10 pm) sahip ipek fibroin/polietilen oksit
mikro-oluklu film yapidaki iskeleler dizayn edilmistir.
Malzemenin mekanik 6zelligini ve stabiltesini gelistirmek i¢in
farkli yaklagimlar uygulanarak, en optimal sonuglar gluteraldehit
buharina maruz birakma yoluyla elde edilmistir. Yine yapiya
PEO ilavesinin, filmlerin esnekligini artirdigi gorilmiistiir.
Gelistirilen biyomalzemenin, potansiyel néral doku mithendisligi
calismalar1 kapsaminda; hiicresel néritlerin ve aksonlarin lineer
hatlar boyunca ilerlemesine kilavuzluk etmesine yardimci
olabilecegi ve bir sinir hasart bolgesine implantasyonu
sonrasinda rejenerasyonu destekleyebilecegi degerlendirilmistir.

5. TesekKkiir

Bu ¢alisma TUBITAK (BIDEB-2211-C) oncelikli alanlara
yonelik doktora tesvik bursu ile desteklenmistir. Bu ¢alismanin
yapilmasina katki sagladigi icin TUBITAK ’a tesekkiir ederim.
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