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OZET

BDNF Katkih Kitosan Tiip Uretimi ve Fasiyal Sinir Kesisi Tedavisinde
Kullanimi

TUNC EREN AKAY
Yiiksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Anabilim Dal
Danmisman: Prof. Dr. Numan HODA
Haziran 2020; 56 sayfa

Kitosan; kitinin deasetile edilmesiyle elde edilen, zincir yapida bir polisakkarittir.
Antibakteriyel 6zellik gostermesi, biyouyumlu, yenilenebilir ve en dnemlisi dogal bir
polimer olmas1 sebebiyle bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilan bir polimer olmustur.
Ozellikle biyouyumlu ve biyobozunur olma 6zelligi, kitosanin kozmetik, tip, biyomedikal
ve biyomiihendislik alanlarinda kullanimimi yildan yila arttirmis ve geleneksel olarak
kullanilan metal ve kompozit temelli implant malzemelerinin yerini kitosan bazli implant
malzemeleri almaya baslamustir.

Kafatasi sinirlerinden yedinci ¢ifti olusturan fasiyal sinir, pons ve omurilik sogani
arasindan ¢ikarak yiiz ifadeleri, mimikleri ve tat duyusunun iletilmesini kontrol eder. Bas
ve boyun travmalar1 esnasinda fasiyal sinir yaralanmalarina siklikla rastlanilmaktadir. Bu
sinirin yaralanmalar sonucunda iglevini tamamen ya da kismi olarak yerine getirememesi
Fasiyal Sinir Paralizi olarak tanimlanir ve bu rahatsizlik psikolojik, estetik ve ekonomik
sorunlara yol agar. Sinir travmalar1 sonrasi olusan kesik ya da kopmalarin tedavi edilmesi
ve onarilmasi i¢in en iyi bilinen ve en yayagin kullanilan yontem sinir uglar
koaptasyonudur. Bununla birlikte, mikrocerrahi ve nérootoloji alanlarindaki ilerlemelere
ragmen, insanda fasiyal sinir kesisi ve koaptasyonu sonrasi islevsel iyilesme istenilen
diizeyde olamamaktadir.

Bu ¢alismada, kitosan polimerlerinden elektro egirme yontemiyle biyobozunur
nanolifler iiretilmis ve bu liflerden en homojen lif dagilimmna sahip, boncuksuz lif
parametreleri kullanilarak igi bos tiipler iiretilmistir. Uretilen tiipler protein yapidaki
BDNF molekiilii ile katkilanarak fasiyal sinirin ana gévdesinin transvers kesisinin iki ucu
arasina yerlestirilmis ve BDNF katkili kitosan tiliplerin aksonal rejenerasyon ve
fonksiyonel iyilesme iizerine etkisi arastirilmis ve gozlemlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kitosan, kitosan tip, fasiyal sinir, BDNF, aksonal
rejenerasyon
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ABSTRACT

Production of BDNF Doped Chitosan Tubes and Its Usage on Facial Nerve
Injuries

Tun¢ Eren AKAY
MSc Thesis in Material Science and Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Numan HODA
June 2020; 56 pages

Chitosan is a chain-structured polysaccharide obtained by deacetylation of the
chitin. Because of its antibacterial properties, being biocompatible, renewable, and
natural polymer, it has been a widely used in many fields. Especially its biocompatibility
and biodegradability has increased the use of chitosan in the fields of cosmetics, medicine,
biomedical and bioengineering. It has started to use instead of traditionally used metal
and composite-based implant materials.

The facial nerve is the seventh pair from the skull nerves, which exits between the
pons and the spinal. It controls the facial expressions, and transfer of the impulse of taste.
Facial nerve injuries are frequently encountered during head and neck trauma. Fully or
partially failure of this nerve because of injuries is defined as Facial Nerve Paralysis and
this disease causes psychological, aesthetic, and economic problems. The best known and
the most common method for treating and repairing cuts or breaks after nerve traumas is
nerve coaptation. However, despite advances in microsurgery and neurotology, functional
recovery after facial nerve damage and coaptation is not at the desired level.

In this study, biodegradable nanofibers were produced from chitosan polymers by
electro spinning method and hollow tubes were produced from these fibres by using the
most homogeneous distribution, nonwoven fibre parameters. The produced tubes were
doped with the protein structure, BDNF molecule, and placed between the two ends of
the transverse section of the main body of the facial nerve, and the effect of BDNF doped
chitosan tubes on axonal regeneration and functional recovery was investigated.

KEYWORDS: Axonal regeneration, BDNF, chitosan, chitosan tube, facial nerve

COMMITTEE: Prof. Dr. Numan HODA
Prof. Dr. Ibrahim Halil MUTLU

Prof. Dr. Yasin ARSLAN



ONSOZ

Yiiksek lisans tezimi hazirlarken yaptigim caligmalarda bana her tiirli imkani
sunan, fikir ve tavsiyeleriyle bana yol gosteren saygideger hocam Sayin Prof. Dr. Numan
HODA ya tesekkiirlerimi borg bilirim.

Uretilen BDFN katkil1 kitosan tiiplerin hayvan deneylerinde kullanim1 sirasinda
destegini ve yardimlarini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Levent SARIKCIOGLU’na
tesekkiir ederim

Hayatimin her alaninda bana destek olan, hi¢bir konuda destegini esirgemeyen
sevgili esim Buket Akay’a sonsuz tesekkiir ederim. Son olarak tez ¢alismalarini FYL-
2019-4822 nolu yiiksek lisans projesi ile maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimine tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

OZET ..ttt i
ABSTRACT L i
ONSOZ .ot iii
AKADEMIK BEY AN ....ooiiiitiiiiiticisiisee sttt Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR .........ccceoiuitiiiteiiieeeee e vii
SEKILLER DIZINI.....coiiiiiiciiiceieee ettt n s en e iX
CIZELGELER DIZINI ..ottt Xi
L GIRIS oot 1
2. KAYNAK TARAMASI ...t 3
2.1, BIYOMAIZEMEIEK ..ot 3
2.1.1. BiyOUYUMIUIUK ..o 3
2.1.2. BIYOAKEIVITE......eoiviiiieiieeie ettt ae e nas 3
2.1.3. BiyobOozZUNUITUK ..o 4
2.1.4. Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler............cccocviiniiiinnnnn. 4

2.2, KIEOSAN. ...ttt e 7
2.2.1. Kitosan ve Kimyasal OZelliKIETi...........c..ccevrvreverirereieieiesciessesessese e, 7
2.2.2. Kitosanin Uretim ASAMAlart ...........ccovovevevevevereieieeriseseeesesesesesesesesesesesesenesenens 8
2.2.3. Kitosanin Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi.........cccocceevviieniieennnen. 10
2.2.4. Kitosanin Molekiil Agirliginin Belirlenmesi..........ccocovvveiciicniiiiicien 11
2.2.5. Kitosanin Endiistriyel Kullanimi.........cccoccooiiiiiiiiiiiiie 12
2.2.6. Kitosanin Doku Miihendisliginde Kullanimi.............ccooovviiiiiiiiiiniiiiene 12

2.3. Elektro Lif Cekim Yontemi ve Kitosan .........occceviiiiiiiiiiiiiniiieeiee e 16
2.4. BDNF ve Sinir Hiicrelerinin Yenilenmesine EtKisi ........c.cccooiiiiiiiniiiicinnn 18

3. MATERYAL Ve METOT ...ttt 20
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar ............cccoooiviiiiiiiiiniiiic, 20
3.2. Karides Kabuklaridan Kitosan Uretimi............c.cceeveiriiereresiieceeieeeeeseeenans 20
3.2.1. Karides Kabuklarinin Kitosan Uretimine Hazirlanmasi...................cc..c....... 20
3.2.2. Karides Kabuklarinin Demineralizasyonu.............cccooveviiivirieenneiiniensennnens 21
3.2.3. Karides Kabuklarinin Deproteinizasayonu............ccccveviriveieennniennnnennnens 21
3.2.4. Kitinin Renk pigmentlerinden Armndirtlmasi...........cccoovviiiniinicniniieenn, 21



3.2.5. Kitin Polimerinden Kitosan Polimerinin Elde EdilmesSi..........ccccccccvvvnnnnen. 21

3.3. Kitosanin Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi ...........ccccooeiveiiiiiiicninnn, 21
3.4. Kitosanin Molekiil Agirliginin Belirlenmesi.........ccccoooveviiiiiiieniiiiceen, 21
3.5. Kitosan Elektro Liflerin UTetimi .......co.ccvrirereiisiniseieiisesenesessesesssesssessssesens 22
3.5.1. Stok Cozeltilerin Hazirlanmast ..........ccoooeeiiiiiiiiienieec e 22
3.5.2. Elektro Lif Uretimi i¢in Optimum Derisimin Belirlenmesi............cc......... 22
3.5.3. Elektro Lif Uretimi Igin Optimum Cihaz Parametrelerinin Belirlenmesi... 22
3.6. BDNF Katkili Kitosan Tiiplerin Uretimi............cocoeveveveeseersesrsssseeesessenn, 24
3.6.1. Kitosan Tiiplerin Uretimi ve Bozunma Siirelerinin Belirlenmesi ............... 24
3.6.2. Tiiplerin BDNF ile Katk1lanmast.........ccccoooiiiiiiiiiiciiicceccee 24
3.7 Uretilen Tiiplerin Mikroskop Gériintiilerinin AUNMAs! .......c.cccovvververerrecerennnns 25
3.8. BDNF Katkili Kitosan Tiiplerin Hayvan Deneylerinde Kullanilmast ................ 25
4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 29
4.1 Kitosanin Karakterizasyonu ...........ccouveriiriiiiinieninieseee e 29
4.1.1. Uretilen Kitosanin Deasetilasyon DErecesi.......covurivrrireriirererinrersrinsesnnnns 29
4.1.2. Uretilen Kitosanin MoleKiil AZITIIE1 ....c.cvvveviriveriiieiicieeicvesseveese s 30
4.2. Kitosan Elektro Liflerin Uretimi ve Karakterizasyonu ............ccccevevevreeererecennnnn. 31
4.2.1 Elektro Lif Uretimi I¢in Optimum Derisimin Belirlenmesi .............c.cc........ 31
4.2.2. Elektro Lif Uretimi I¢in Optimum Cihaz Parametrelerinin Belirlenmesi ... 32
4.2.3. Uretilen Liflerin Optik Mikroskop GOrGntileri............coevvreveriireririreinnennns 35
4.2.4. Uretilen Liflerin SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) Gériintiileri......... 39
4.3. Kitosan Tiiplerin Bozunma Testi Sonuglart ..........cccocveiiiiiiiiiiiciecnee 42
4.4. Katkili Kitosan Tiiplerin BDNF Miktarlarinin Belirlenmesi ...........cccocoeiiinnens 42
4.4. Hayvan Deneylerinin SONUGIATT ........ccccovvvviiiiiiiiiiiiiic e 43
0. SONUGLAR ..ottt nne i 44
7. KAYNAKLAR .ottt bbbttt se ettt sbeene s 47
OZGECMIS



AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “BDNF Katkili Kitosan Tiip Uretimi ve
Fasiyal Sinir Kesisi Tedavisinde Kullanim1” adli bu ¢aligmanin, akademik kurallar ve etik
degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢aligmasinda bana ait olmayan tiim
bilgilerin kaynagini g6sterdigimi beyan ederim.

2.8.1.©9./2020

Tung Eren

vi




SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
L : litre
A : absorbans
: dalga boyu
cm :santimetre
g : gram
mL  : mililitre
nr : goreli viskozite
Nsp : 0zgiil viskozite
Nred  : indirgenmis viskozite
[n] - igsel viskozite
My  : ortalama molekiil agirligi
°C : selsiyus
M : molarite
: watt
kV  : kilovolt
h : saat
mm  : milimetre
mg : miligram
S > saniye
dak  :dakika
t : zaman
nm  :nanometre
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MA
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FTIR
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: Silier norotrofik faktor
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: Fourier doniistimlii kizilGtesi spektroskopisi
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: Yiiksek molekiil agirlikli polietilen oksit
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GIRIS T.E. AKAY

1. GIRIS

Biyolojik sistemlerle etkilesim halinde olan, tedavi, onarim, destek vb. amaclarla
kullanilan malzemeler biyomalzemeler olarak tanimlanmaktadirlar. Bu malzemeler
biyolojik olarak aktif olmakla beraber canli dokulara da uyumluluk gostermelidirler.
Genellikle tip ve biyomedikal alanlarinda genis kullanim alanma sahip olan
biyomalzemeler, doku miihendisligi, organ ve viicut uzuvlariin onarilmasi ya da yapay
olarak tiretilmesinde sik¢a kullanilmaktadirlar. Canli ortamla etkilesim halinde olmalari
sebebiyle biyomalzemelerin toksik 6zellik gostermemesi ve yeri geldiginde antibakteriyel
ozellik gostermeleri gerekmektedir. Ayrica tedavi siirecinin en verimli sekilde
tamamlanmasi i¢in bozunma hizlar1 da diisiik olmalidir. Bozunma sonrasinda toksik etki
yaratacak kalintilarin olmamasi da 6nemli bir noktadir.

Biyomalzemeler laboratuvar kosularinda sentetik olarak elde edilebildikleri gibi,
dogal olusumlu da olabilirler. Malzeme 6zellikleri ve kaynaklar1 goz oniine alindiginda
biyomalzemeleri metalik, polimerik, kompozit olarak siniflandirabilmek miimkiindiir.
Hangi tiir malzemenin kullanilacagina uygulamanin yapilacagi doku karar vermektedir.
Dis ve kemik gibi sert dokular i¢in iiretilen implantlar genellikle metal, metal bazli
kompozit ya da seramik bazli yiiksek mekanik Ozellik gerektiren malzemelerden
secilirken, deri, sinir doku, kas dokusu ve i¢ organlar i¢in iiretilen implant ve destek
malzemeleri daha ¢ok polimer ve polimer bazli malzemeler arasindan segilmektedir.
Secilen malzemeler hedef dokuda tahribata ya da zehirli bir etkiye yol agmadan, hiicre
gbcline, madde aligverisine ve hiicre tutunmasina elverisli olmalart ve en Onemlisi
bagisiklik sistemine etki etmemeleri gerekmektedir (Catledge vd., 2007). Bu sebeple
gbzenekli ve dalli yapilarin doku miihendisligi alanindaki uygulamalara daha elverigli
oldugu belirtilmistir (Ko vd., 2003). Doku iskeletleri ve dolgu malzemelerinde kullanilan
biyomalzemeler hiicreleri mekanik yonden destekledigi gibi hiicre ve dokularin 3 boyutlu
formunun olusumuna da yardimci olmalidir, ayrica, doku ve organlarin onarimina
yardimci olarak o doku grubunun fonksiyonel 6zelliklerinin de korunup devam etmesini
saglamalidir. Belirtilen sebeplerden dolayr doku miihendisliginde kullanilan kitin,
polihidroksialkonat ve alginat bazl1 malzemelerin bu alan icin biiytlik bir potansiyelinin
ve uygulama alaninin oldugu ve bu dogal polimerlerin yerinin sentetik polimerlerle
doldurulamayacagi yapilan arastirmalarla ortaya konusmustur (Bedian vd., 2017). Bu
cergeveden bakildiginda seliillozdan sonra dogada en yiiksek oranda bulunan kitin ve
Kitinin deasetile edilmesiyle elde edilen kitosan, dogal yapisindan kaynaklanan
antibakteriyel ve antioksidan 6zellikleri de biinyesinde barindirarak, biyomalzeme sentezi
ve uygulamalarinda oldukga genis bir paya sahiptir olmustur. Siinger, hidrojel, lif ve
yapida tretilebilmesi kitosanin farkli doku hiicreleri i¢in kullanimina imkan sunmus,
ozellikle fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin metalik implantlara gére daha tistiin
olmasiyla kitosan kullanimi i¢in avantaj saglamistir. Metabolizma i¢in gereken mineraller
ile katkilanabilme, gozenekli yapiya sahip olma, gozenek boyutlarinin kontrol
edilebilmesi, genlesme ve sisme yetenegine sahip olma, protein emilimi yapabilme, hiicre
tipine uygun yiizey fonksiyonlar1 ve kimyasallari ile modifiye edilebilme &zelliklerine ve
yuksek mekanik dayanima sahip olmasi, kitosanin biyomalzeme olarak kullaniminin
dogru bir tercih oldugunu ortaya koymaktadir (Pella vd., 2018).
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Fasiyal sinir, yiiz ifadesi kaslarini kontrol eden, dilin 6n tat merkezi reseptorlerini
kontrol eden ve kafa tasinin dis bolgesinde ter, tiikiiriik bezi gibi birden fazla bezi kontrol
etme gibi 6nemli fonksiyonlara sahip bir sinir olup kafatasi sinirlerinin yedinci ¢iftini
olusturur. Merkezi sinir sisteminden ¢evresel sinir sistemine, yiizli saran sinir aglarina,
kadar uzun bir seyir gosterir ve ¢ok ¢esitli travmalardan etkilenebilmektedir (Chhabda
vd. 2020). Yiiz siniri yaralanmalar1 fonksiyonel ve estetik hasarlar dogurabilecek
sonuglara sahiptir. Ozellikle dis kafatas1 travmalarinda klinisyenleri zorlayici hasarlara
rastlanmaktadir. Hastalarda, derhal koaptasyon gerektiren, sinirde kesi ya da kopuk
seklindeki yaralanmalara rastlanilmaktadir (Kannan vd., 2020). Sinir hasarina ve
yaralanma bolgesine bagli olarak, kismi ya da kalic yiiz felci, tat alma duyusunda azalma
ya da korelme, istemsiz yiiz refleksleri ya da kontrolsiiz mimik olusumu
gozlemlenebilmektedir. Bu rahatsizliklar tedavi siirecinin zahmetli olmas1 sebebiyle
ekonomik, estetik deformasyon sebebiyle psikolojik sorunlara sebep olmaktadirlar.
Fasiyal sinir paralizi olarak isimlendirilen bu tarz rahatsizliklar mikro cerrahi yontemlerle
tedavi edilmeye calisilmakta fakat tam bir rejenarasyon ve onarim gergeklesmedigi i¢in
ortaya ¢ikan sonuglar tatmin edici olmamaktadir. Sinir hiicrelerinin yenilenme hizlarinin
diisiik olmasi ve hatta yasa bagl olarak ¢cogu zaman yenilenmenin durmasi fasiyal sinir
hasarlarinin tedavisi Oniindeki en biiyiilk engeldir. Iyilesme siirecinin basariyla
tamamlanabilmesi i¢in sinir hiicresi tizerindeki aksonal kopuk ya da kesiklerin tamamen
giderilmesi gerekmektedir. Fasiyal sinir zedelenmelerinin onarimi igin farkli yontemler
denenmis olsa da tam bir bagar1 saglanamamaktadir. Sinirsel onarim i¢in yaygin olarak
kullanilan metotlardan biri mikrocerrahi operasyonlarla sinir kesisinin dikim iglemi
uygulanmaktadir. Bu yontemin en dniindeki en biiylik engel fasiyal sinirin rejenarasyon
sirasinda dallanma yapmasidir. Dallanma sonucu olusan yeni uzantilar hedef doku
disindaki dokulara asilanirlar (Vleggeert-Lankamp vd., 2005). Bu durum degisken goz
kirpma reflekslerine, konusma giicliiklerine ve istemsiz kas segirmelerine sebep
olmaktadir. Bu tarz yaralanmalarin tedavisi igin rejenarasyon hizini arttirict malzemeler
ve asilanmay1 engelleyici yollar aranmaktadir. Bu soruna ¢oziim olabilecek adaylar
arasinda beyin tiirevli norotrofik faktor (BDNF) ve tiip yapili polimerler farkli yontemler
ile ¢6ziim olarak Onerilmistir. Kohmura vd. (1999) BDNF’in fasiyal sinirde GAP-43
MRNA agilimi ve sentezini, topikal uygulanan BDNF’in fasiyal sinir rejenerasyonunu
arttirdigini rapor etmislerdir. Yetiser ve Kahraman (2008) ise BDNF ve silier norotrofik
faktor (CNTF) kullaniminin fasiyal sinirin kesi ve ezi hasar modellerinde zamana bagl
olarak degisimlerini ¢calismiglardir. BDNF seviyesinin travmadan bagimsiz sekilde ilk
birinci haftada artig gosterdigini ve bunun gegici siirdiigiinii rapor etmislerdir. Lee vd.
(2014) ise BDNF ve CNTF’nin kovalent baglandig: kollajen hidrojel tiipler ile fasiyal
sinir tamiri gergeklestirmisler ve fasiyal sinir rejenerasyonundan anlamli seviyede artis
gerceklestigini tespit etmislerdir. Benzer aragtirmalar gostermistir ki kitosan tiipler de
sinir kesilerinin tedavisi i¢in kuvvetli bir aday olmus ve iyilesme siirecine destek olmustur
(Haastert-Talini vd. 2013; Vleggeert-Lankamp vd. 2005).

Yapilan bu caligmanin amaci ise farkli kisiler ve yontemlerde denenmesine
ragmen beraber etkileri arastirllmamis olan BDNF ve kitosan tiipleri birlikte kullanarak
fasiyal sinir paralizi tedavisine etkisinin arastirilmasidir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Biyomalzemeler

Canli sistemlerde yasayan bir sistem, organ, ya da dokunun yerine gecen, canli
sistemlerle etkilesen malzemelere biyomalzemeler denilmektedir. Tarih boyunca insanlar
kopan uzuvlari, islevlerini kaybeden organlari ya da biitiinliigii bozulan dokularinin
onarimi i¢in alternatif ¢oziimler aramislardir. Her deneme doku, organ ve uzuvlar yerine
kullanilabilecek malzemelerin daha iyi anlagilmasini saglamis ve bu malzemelerin hangi
Ozelliklere sahip olmas1 gerektigini ortaya koymustur. Her ne kadar yaklasik 2000 yil
once Misir, Roma ve Cin uygarliklarinda ayak protezleri, dis protezleri kullanilmis ve
sonraki donem uygarliklarina aktarilmis olsa da biyomalzeme kavraminin ortaya
¢ikmasinin 18. yiizyil sonlar itibariyle olmus bu alandaki ¢alismalar asama ve gelisme
kaydetmeye baglamistir (Pasinli, 2004). 1912 yilinda vanadyum ¢eligi alasimlarinin viicut
igerisinde kullanilmasiyla malzeme ve canli ortam etkilesimi baslamis oldu. Zamanla
platin, giimiis gibi metallerle polimer malzemeler gibi farkli nitelik ve 6zelliklerdeki
malzemelerin kullanilmasiyla biyomalzemelerin sahip olmasit gereken ozellikler
anlasilmaya baglanmistir (Synowiecki & Al-Khateeb, 2003). Canli ortamda toksik kalinti
kalmamasi, doku ve organlarin islevsel fonksiyonlarinin saglanmasi ve etki siiresi ve
bicimi gdz Oniine alindiginda, fonksiyonel bir biyomalzeme biyouyumlu, biyoaktif ve
biyobozunur olmalidir.

2.1.1. Biyouyumluluk

Biyomalzemeler i¢in en oOnemli oOzelliklerden biri biyouyumluluktur.
Biyouyumluluk, kullanilan malzemelerin biyolojik ortamlar, hiicreler ve dokular
arasindaki sivilar, hiicreler, dokular veya organlarla kimyasal ve fizyolojik etkilesimlerde
bulunmasi ve bu etkilesimlerin zararli etki gdstermemesi olarak aciklanabilir. Diger bir
deyisle biyouyumluluk biyomalzemelerin biyolojik ortamlardaki performanslarini
belirlemek i¢in kullanilan bir parametredir. Kullanilan malzemelerin biyouyumlu olmasi
icin bulundugu canli ortam tarafindan kabul gérmesi gerekmektedir. Malzemelerin
bulunduklar1 ortamda hiicre ve dokularin normal yasamsal dongiilerine, gelisimlerine
engel olmamasi ve toksik etki olusturmamasi gerekmektedir (Ratner, 2011).

2.1.2. Biyoaktivite

Biyoaktiflik kavramu ilk olarak kemik i¢i implantasyon sonrasinda kullanilan
malzemenin hedef dokudan ¢ikartilmasina kars1 gosterdigi direng olarak tanimlanmistir
(Niu vd., 2014). Biyoaktivite genel olarak belirli bir biyolojik aktiviteyi hizlandirmak ya
da kolaylastirmak anlamima gelmektedir. Biyoaktif malzemeler, insan viicudunun
yumusak ve sert dokularina yapisarak doku yenilenmesini tesvik eden, ylizeylerinde
bulunan fonksiyonel gruplar yardimiyla hiicreler i¢in kilavuzluk edici ve irettikleri
molekiiler sinyaller ile hiicre ¢ogalmasi, yer degistirmesi, farklilasmasi, protein sentezi
ve mineralizasyon siireglerini diizenlemek i¢in biiyiime faktorlerini igeren malzemelerdir
(Campoccia vd., 2013; Hubbell, 1999).
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2.1.3. Biyobozunurluk

Biyobozunurluk, bir malzemenin biyolojik ajanlar tarafindan bozunabilme
potansiyelinin bir 6l¢iistidiir. Baska bir deyisle malzemenin kimyasal baglarinin biyolojik
ortamlardaki mikroplar ve enzimler yardimiyla parcalanabilecegi anlamina gelmektedir
(Pischedda vd. 2019). Biyobozunurluk medikal uygulamalar igin dikkate alinmas1 dikkate
alinmasi gereken ¢ok 6nemli bir parametredir. Biyomalzemelerin islevsel 6zelliklerinin
canli ortamda etkin tutmak i¢in gereken zaman, sicaklik ve ¢evresel kosullar bozunma
siiresini, dolayis1 ile de biyobozunurluk faktoriinii dogrudan etkileten etmenlerdir
(Torgbo ve Sukyai, 2020). Bozunma hizinin istenilen sekilde ayarlanabilmesi zor bir
prosestir. Etken maddelerin kontrollii olarak salinabilmesi i¢in malzemelerin kimyasal
yapilarinda ve baglarinda degisiklikler yapilarak farkli bozunma hizlarina sahip
biyomalzemeler elde edilirler. Uygulama yapilan dokunun tedavi, onarim ve yenilenme
slirecine bagli olarak bozunma siiresin en dogru sekilde belirlenmesi gerekmektedir.

2.1.4. Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler

Doku miihendisligi, organ ya da dokularin laboratuvar ortaminda veya yine canli
viicudu igerisinde {liretiminin yapilmasi ve hastalara uygulanmasi seklinde tanimlanabilir.
Biyomalzemeler doku miihendisliginde onemli bir role sahiptir. Kayip veya arizal
dokularla degistirilmesi ya da onarilmasi i¢in dokuya 6zgii gen dizilimi ve ekspresyonunu
koruyarak, hiicresel sinyallerin yeni fonksiyonel dokuya iletilmesini ve bu sayede
biiylime, hiicre organizasyonu, hiicre ¢ogalmasi ve hiicresel olaylarin aktive edilmesini
saglarlar. Biyomalzemeler hiicrelerin veya hiicre gogii, hiicre tutunmasi ve biiyiime
faktorii gibi biyoaktif etmenlerin istenilen bolgene lokalize edilmesini ve iletimini
kolaylastirarak uygun yapiya sahip yeni dokularin olusumu i¢in ii¢ boyutlu alanlar
tanimlayarak uygun islevle sahip yeni dokularin gelisimine rehberlik ederler (Kim ve
Mooney, 1998). Ponder vd. (1991) gelistirilen doku veya hiicreler her ne kadar bir
malzeme matrisine baglanmadan da viicuda enjekte edilebilseler de nakledilen hiicrelerin
viicut icerisindeki yerleskesini kontrol etmek bir hayli zor oldugunu belirtmistir. Bununla
birlikte hiicrelere 6zgiinliik katan ve hiicre zar1 tizerinde bulunan glikolipit ve glikoprotein
yapil zincirlerin canli icerisinde serbest dolasimda bulunmasi da biiyiik bir tehlike arz
etmektedir. Bu yapilar her doku hiicresi i¢in farkli bir dizilim ve kod tasidiklari igin,
viicudun farkli bdlgelerinde yabanci yapilar olarak algilanip bagisiklik sistemini
tetikleyebilirler. Bunun sonucunda saglikli dokularin zarar gérmesi, kontrolsiiz hiicre
cogalmasi gibi olumsuzluklarin gériilmesi yiiksek ihtimal tastmaktadir. Ozellikle memeli
hiicrelerinde farklilagma ve hiicre go¢li sonucunda hiicre yiginlarmin kontrolsiiz
biiylimesi ve uzuv seklinin kaybolmasi da olast sonuglardan biri olarak raporlanmistir. Bu
olumsuzluklarin giderilebilmesi i¢in nakledilen doku grubu bir destek yapiyla beraber
implante edilmelidir. Biyomalzemelerden olusan bu destek yapilar hiicrelere mekanik
dayanim ve siirdiiriilebilir farklilasma konusunda fayda saglamaktadirlar. Ayni1 zamanda
yapiya eklenebilen fonksiyonel ya da radikal gruplar biiylime faktorii ve hiicre go¢iinii
kontrol edici sinyaller olusturarak yeni dokunun kusursuz uyumunu saglarlar (Kim ve
Mooney, 1997). Ayrica yapiya eklenecek olan gdzenekli yapilar sayesinde yiizey alani —
hacim oranina sahip olan biyomalzemeler yiiksek hiicre yogunlugunun olustugu
dokularda hiicrelerin dagilmasi ve ekstra tutunma yiizeyi olusturmastyla doku ve organ
gelisimini destekleyici etkide bulunurlar. Bu noktada biyomalzemelerin tasarim
parametreleri lizerinde c¢alisilan hedef dokunun gelisiminde ¢ok onemli bir etmendir.
Degistirilebilir gdzenek boyutlar1 sayesinde hiicre boliinme ve gd¢ hizi kontrol altina
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alinabilmektedir. Yukarida bahsettigimiz 6zelliklerin polimer malzemeler tarafindan
rahatlikla saglanabilecegi goz onilinde bulunduruldugunda, polimerlerin doku iskeleti
olarak kullanimi1 kaginilmaz olmaktadir.

Doku miihendisligi alaninda biyomalzeme olarak kullanilan polimerler en temel
sekilde dogal ve sentetik polimerler olarak ikiye ayrilabilirler. Sentetik polimerler
laboratuvar ortaminda sentezlenen polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA),
poli(laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) gibi polimerlerken, kolajen, alginat, kitin ve kitosan
biyomalzeme olarak kullanilan dogal polimerlere 6rnek olarak verilebilir. Laktik asit ve
glikolik asit gibi molekiillerin esterlesmesiyle olusan PLA, PGA ve PLGA polimerleri
doku miihendisligi calismalarina olduk¢a genis bir yere sahiptir. Bu polimerlerin
yapisinda bulunun ester baglar1 hizlica hidrolize olma egilimindedirler ve polimerlerin
enzimsiz ortamlarda da bozunmasini saglarlar. Bozunma sonrasinda organizmada her
hangi bir toksik etki birakmadan karbondioksit ve su olarak digart atilirlar (Williams,
2008). Bu polimerlerin bozunma siireleri birkag hafta olabilecegi gibi, molekiil agirliklari,
kristal yapilar1 ve zincir uzunluklarina bagl olarak birkag yil da olabilmektedir. Bu durum
kullanilan biyomalzemelerin hedef dokunun tedavi ve iyilesme siiresine bagli olarak
modifiye edilmesine imkan saglamaktadir. Ayrica termoplastik polimerler sinifina dahil
olan bu polimerler, diisiik erime noktalar1 sayesinde kolayca sekillendirilebilirler. Bu
sayede gaz kopiirtme, kaliplama ve ekstriizyon gibi yontemlerle istenilen sekle
getirilebilirler. Istenilen sekil, boyut ve gdzenek yapisiyla iiretilen yapilar bosaltim
sistemi elemanlar1 i¢in gok uygun bir doku iskeleti olusturmaktadirlar (Marler vd., 1998).
Ozellikle bobrek ve iireter kanali hiicrelerinin ¢ogaltilip nakledilmesinde oldukga yaygin
bir kullanima sahiptirler. Amiel ve Atala (1999) yaptiklar1 ¢alismalarda PGA ve
polikarbonat yapidaki doku iskeletlerini fonksiyonel renal hiicrelerinin yenilenmesi ve
renal dokularin yeniden insa edilmesi i¢in kullanmislardir. Polimer iskelete
tohumladiklar1 bobrek hiicrelerini farelerin deri altina yerlestirmisler ve hiicrelerin
cogalarak glomelarus benzeri yapilara doniistiiklerini raporlamislardir. Olusan tiibiillerin
deri altinda biriken ve ¢oziinen lire ve kreatin gibi atiklarin atilmasi gorevini iistlendigini
belirtmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada Haaparanta vd. (2014) direttikleri PLA
temelli kompozit malzemelerin kikirdak doku tlizerindeki etkisini arastirmislardir. Ag
yapida trettikleri PLA bazli doku iskeletlerini kolajen ve kitosanla katkilayarak kikirdak
doku hasarlarim1 tedavi etmeye calismislardir. Sigirlarin  dirsek kikirdaklaria
uyguladiklar1 tedavi siirecinde, hiicre ¢ogalmasinin normal siirece gore daha hizlh
oldugunu saptamiglardir. Ayrica degisken gozenek yogunlugu ve boyutlarmin farkh
iyilesme siirecleri dogurdugunu gozlemlemislerdir. Gézenek yogunlugunun artmasinin,
homojen dagilim olmasi kosuluyla, hiicre tutunmasi ve hiicre gogii tizerinde olumlu etkisi
oldugunu raporlamiglardir. Saglanan biyolojik avantajlarin yaninda {iretilen doku
iskeletlerinin sahip oldugu yiiksek mukavemet sayesinde implante edilen bolge hareketli
tutulsa dahi doku hasarinin biiylimedigi ve hiicre tutunma oranin artmasiyla beraber dolgu
malzemesinin eklemin bir pargasi gibi davrandigini gézlemlemislerdir.

Doku miihendisligi alaninda sadece sentetik polimerler kullanilmamaktadir.
Dogal polimerler kolay elde edilebilmeleri, dogada fazlaca bulunmalari, sentetik
polimerlere gore daha diisiik maliyetli ve en 6nemlisi biyouyumluluk derecelerinin daha
yiiksek olmalari sebebiyle daha fazla tercih edilmektedir. Sigir ve koyun yiinlerinden elde
edilen keratin, balik pullar1, derileri ve kemiklerinden ekstrakte edilen kolajen ve kabuklu
deniz canlilarindan temin edilebilen kitin ile kitosan, doku miihendisligi alaninda yaygin
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kullanima sahip dogal polimerlerdir. Ikinci diinya savasi doneminden baslayarak sag
tellerinin yapis1 ve kimyas1 merak konusu olmustur. Ozellikle naylon ve polyester liflerin
ticarilesmesi ve yaygin olarak kullanilmaya baglanmasiyla bu polimer gruplarindan
tiretilecek olan liflerin yapay sag olarak kullanilabilecegi fikri yayginlasmaya baslamistir.
Buna karsin Avustralyali bilim insanlar1 sa¢ protezleri konusunda sentetik degil dogal
polimerlerin kullanilmasinin daha dogru oldugunu savunmusglar ve sag¢ yapisini
inceleterek igerisindeki peptit zincirlerini yani protein yapidaki keratinleri
incelemislerdir. Sa¢ yapisindaki protein zincirlerinin koyun yiinlerindeki protein
zincirlerine benzerlikleri fark etmisler ve koyun yiinlerinden elde edilecek protein
yapilarin bagka bir deyisle keratin yapilarin basta sa¢ protezleri olmak iizere viicudun
farkli bolgelerinde tedavi amagli kullanilabilecegi fikrini ortaya atmislardir (Rouse ve
Van Dyke, 2010). 1970 sonrasindaki gelismelerle keratin ekstraksiyonu, saflastirmasi ve
karaterizasyonu daha anlasilir ve kolay hale gelmistir. Bu durum keratinin toz, jel, lif ve
kopiik yapida sentezlenebilme imkani saglamistir. Uretilen yapilar farkli dokularda tedavi
edici ya da destekleyici olarak denenmeye ve etkileri arastirilmaya baslamistir (Noishiki
vd., 1982). Yamauchi vd. (1996) oziitlenen edilmis yiin keratinlerden iiretilen iirtinlerin
Ozelliklerini arastirmig, ¢Oziicii ile dokiim yontemiyle trettikleri keratin filmlerin
fizyokimyasal ve biyo-bozunma 6zelliklerini incelemislerdir. Saf keratin filmler kirilgan
olmasma ragmen, gliserol eklenmesi seffaf, giiclii, esnek ve biyolojik olarak
parcalanabilir bir film iirettiklerini raporlamislardir. Calismalarinin devaminda tirettikleri
filmler farelerin fibroblast hiicreleri igin destek malzemesi olarak kullanmay1 denemisler
ve hiicre biliylimelerini saptayarak keratin filmlerin biyouyumluluk o6zelligini ortaya
koymuslardir. Cam iizerindeki hiicrelerin biiylimesi ile karsilastirdiklarinda, Keratin
substrat iizerinde hiicrelerin yapisma ve biiylimesinin daha basarili oldugunu
sOylemislerdir (Yamauchi vd. 1998). Baska bir ¢alismada Apel vd. (2008) keratin
hidrojellerin periferal sinir rejenerasyonu siiresi, ndromiiskiiler iyilesme ve sinir
histomorfometrisine olan etkilerini aragtirmiglardir. Hidrojellerin iyilesme siirecini
kolaylagtirmanin yaninda gibi sinir rejenerasyonunu hizlandirdigini raporlamislardir. Bu
sonuglar insan sagindan yapilan keratin esash iskelelerin periferik sinir rejenerasyonunu
kolaylastirabildigini ve duyu sinirlerinin otogreftlerine esdeger néromiiskiiler iyilesmeyi
destekleyebildigini ortaya koymuslardir.

Son yillarda dikkat ¢eken bir baska dogal polimer de kolajendir. Enjekte edilebilir
kollajen matrislerden kemik rejenerasyonunda kullanilan yapi iskelelerine kadar genis bir
uygulama alan1 bulunan kolajen, farkli {iretim yontemlerinin gelistirilmesiyle
arastirmalarda ve uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaya baslamigtir. Sigir dersini ve
tendonlarindan, balik derisi ve pullarindan ve hatta timsah derisinden esktrakte edilme
imkan1 olan kolajen, diinyada en fazla bulunan proteinlerden biri olmasi doku
miihendisligi alaninda kullanimini tetiklemis olsa da biyouyumlu ve bagisiklik sistemine
kars1 olumsuz bir etkide bulunmamasi kolajeni aranilan bir biyomalzeme haline
getirmistir (Sugiura vd. 2009; Guellec vd. 1991; Exposito vd. 2002). Arastirmacilar,
hiicre goglii ve c¢ogalmasi gibi davranislarinin yami sira farklilasma ve fenotip
ekspresyonunu incelemek i¢in kolajen iskeleleri kullanmislardir. Bag dokunun biiyiik
birgogunu olusturan kolajen, deri ve kornea yapisina olduk¢a benzemektedir. Hem
kozmetik hem de biyomalzeme alaninda kullanilan kolajen, kozmetik alanda deri
kirigikliklarii gidermek igin dolgu malzemesi olarak kullanilmasinin yani sira, yanik ve
doku kaybiyla sonuglanan yaralanmalarin tedavisinde kolajen bazli doku iskeletleri
kullanilmaktadir. Hiicresel benzerlik ve protein yapinin uyumlu olmasi hiicre gogalmasini
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kolaylagtirmis, doku olusumuna katkida bulunmustur (Yannas vd., 1982). Kolajenler
epiderma yani deri hiicrelerinin yenilenmesine yardim etmesinin yani sira yapay doku ve
organ liretiminde de kullanilmaktadirlar. Schwab (1999) yaptig1 calismada kolajen yapili
doku iskeletine ekilen kok hiicreler ile kornea tamirinin ve hatta hiicre dis1 yapay kornea
tiretiminin miimkiin oldugunu sdylemislerdir. Kok hiicrelerin yaydig1 hiicresel sinyallerin
kolajen molekiilleri tarafindan iletiminin kolaylasmasiyla ¢ogalan hiicrelerin farklilagsarak
korneal dokuyu olusturduklarini ve hatta hiicre dis1 ortamda zayif elektronik sinyallerle
yonlendirilerek yapay olarak kornea olusturduklarini raporlamislardir.

Protein yapilt malzemelerin yan sira karbonhidrat yapida doku malzemeleri de
doku miihendisligi alaninda sik¢a kullanilmaktadir. Ozellikle kitosan bu alanda en fazla
tercih edilen biyomalzemelerden biri olarak dikkat ¢ekmektedir. Hedef dokunun
Ozelliklerine gore farkli form ve sekillerde iiretilme imkanmi olan kitosan, doku
mithendisligi alaninda siklikla kullanilan bir biyomalzeme konumundadir.

2.2. Kitosan
2.2.1. Kitosan ve Kimyasal Ozellikleri

Son 50 yilda biyomalzeme alanindaki arastirmalar hem elde edilmelerinin kolay
olmast hem de zengin kaynaklara sahip olunmasi sebebiyle dogal polimerlere yonelimi
saglamigtir. Dogada en fazla miktarda bulunan seliiloz polimerinden sonra siray1 kitin
polimeri almaktadir. Kitin, N-asetil-Dglukozaminin, de yine polisakkarit yapida olan
zincirli bir yap1 olup, yapisi seliiloza benzemektedir. Kitinin deasetile edilmesiyle elde
edilen kitosan, antibakteriyel, biyouyumlu, yenilenebilir ve en 6nemlisi dogal bir polimer
olmasi nedeniyle aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmis ve bir¢ok alanda yaygin kullanilan bir
polimer haline gelmistir (Shahidi ve Abuzaytoun 2005; Synowiecki ve Al-Khateeb 2003).
Karides, 1stakoz, yenge¢ gibi deniz hayvanlarimin kabuklar1 ¢ok yiiksek oranda kitin
icerdiginden, bu kabuklar kitosan iliretimi i¢in ¢ok 6nemli kaynaklardir. Kitinin ve
kitosanin molekiil yapilart ¢ok benzer olmasina karsin, kitin zincirlerindeki asetil
fonksiyonel gruplarin yerine amin fonksiyonel gruplarinin yapiya eklenmesiyle kitosan
zincirleri elde edilmektedir. Sekil 2.1°de Kitin yapisindaki asetil gruplarin amin
gruplariyla yer degistirmesi sematize edilmistir. Asetil gruplarin zincirden uzaklagtirilma
derecesi deasetilasyon derecesi olarak tanimlanir ve kitosan i¢in Onemli bir parametredir.
Kitin molekiiliiniin kitosan olarak kabul edilmesi i¢in deasetilasyon derecesinin en az
%350 olmas1 gerekmektedir. Deasetilasyon derecesi kitin kaynagina, proses siiresine ve
sicakligina bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Deasetilasyon derecesi kitosanin
molekiil agirligi, bozunma siiresi ve ¢oziintirliigii tizerinde s6z sahibidir.

Kitosan

Sekil 2.1. Seliiloz, kitin ve kitosan molekiillerinin fonksiyonel gruplarinin sematik
gosterimi
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Ortalama zincir uzunlugu sabit kalmak suretiyle deasetialsyon derecesi yiikseldikge,
molekiil agirhigr diismekte, bozunma siiresi kisalmakta ve ¢oziintirliigli artmaktadir. Doku
mithendisligi uygulamalarinda salinim ve tedavi siiresine uygun olarak modifiye edilen
kitosan molekiillerinin molekiil agirlig1 degiskenlik gostermekte olsa dahi deasetilasyon
derecesinin en az %80 olmas1 istenmektedir. Yapisal 6zelliklerine bagli olarak bazi
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin degisimi Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1 Yapisal degiskenler ve 6zellikler arasindaki iligki

Ozellik Ozellik — DD 1liskisi | Ozellik- MA Iliskisi Kaynak
Coziintirlik DD yiikseldikge artar | MA yiikseldik¢e azalir | (Cho vd. 2000; Yi
vd. 2005)
Kristallenme | DD yiikseldikge azalir | MA yiikseldik¢e azalir | (Kurita vd., 2000;
H. Zhang & Neau,
2001)
Biyobozunurluk DD yiikseldikge MA yiikseldikce (Kofuji vd. 2005;

bozunma siiresi kisalir

bozunma suresi uzar

Huang vd. 2004)

Biyouyumluluk | DD yiikseldik¢e artar | MA yiikseldikge azalir (Chatelet vd.
2001)
Viskozite DD yiikseldikge artar | MA yiikseldikge atar (Okamoto vd.
2002)
Adezyon DD yiikseldikge artar | MA yiikseldik¢e artar | (Roldo vd. 2004)
Antibakteriyel | DD yiikseldikge artar | MA yiikseldikge artar (X. F. Liu vd.
Etki 2001)
Antioksidant | DD yiikseldikge artar | MA yiikseldik¢e azalir |  (Park vd. 2004)
Hemostati DD yiikseldikge artar | MA yiikseldikge azalir | (Rao vd. 1997)

Cizelge 2.1°de goriildiigii lizere deasetilasyon derecesi ve molekiil agirliginin degigmesi
kitosanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin degistirmektedir. Bu sayede istenilen sekilde
modifiye edilebilen kitosana farkli kullanim alanlar1 saglamustir.

2.2.2. Kitosamin Uretim Asamalar1

Kapsamli bir literatiir taramasi yapildiginda kitosan iiretimi i¢in gesitli yontemler
onerildigi goriilmiistiir. Bu yontemlerin ¢ogunda yiiksek sicaklikta asir1 derisik
sodyumhidroksit ¢ozeltisi kullanilmaktadir (Mohammed vd. 2013). Onerilen diger
yontemler ise yiiksek sicaklikta ve basingta alkali muamelesi igerirken, bazi yontemler
ultrasonik deasetilasyon veya enzimatik deasetilasyon ile gerceklestirilir (Abdou vd.
2008; Chen vd. 1997; Martinou vd. 1995; El Knidri vd. 2018). Geleneksel kitosan iiretim
metotlar1 uzun zaman harcayan ve yiiksek enerji tiiketimi gerektiren 1sitma prosesleri ile
yapilmaktadir. Bu geleneksel metotlar kitinden kitosanin ekstraksiyonu konusunda
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basarili olsalar da zaman ve enerji maliyeti sorun olmustur. Mikrodalga 1sinlamalari
reaktiflerin molekiil titresimlerini arttirarak kimyasal tepkimeleri saatler hatta giinler
yerine dakikalar i¢inde gerceklestirebilecek derecede giiglii bir alternatif enerji kaynagi
olarak kullanilmaya baslanmistir. Daha kisa siireler icerisinde daha yiisek verimlilige
sahip enerji verimliligi yiiksek olan mikrodalga ile sentez yontemleri hem organik hem
de inorganik bilesiklerin sentezini hizlandirmak i¢in son derece uygun bir alternatif
olmustur (Hayes vd. 2004; Lertwattanaseri vd. 2009). Ayrica mikrodalga sentez
yontemleriyle kitosan, seliiloz ve diger biyopolimerlerin depolimerizasyonu ve molekiiler
agirlik indirgemeleri igin ¢ok etkili bir yontemdir (Fan vd., 2013; llly vd., 2014).
Yontemler farklilik gosterse de ana hatlariyla her yontemde izlenilen basamaklar biiyiik
oranda benzerlik gostermektedir. Sekil 2.2°de kitosan {iretimi i¢gin izlenilen basamaklar
sematize edilmistir.

| Protein Kazanimi H Filtre Edilen Kisim |

H Yikama H Deproteinize Kabuk H Filtreleme ‘

I Filtreleme H Yikama '—>I Asetonla Ekstraksiyon H Kurutma H |

Yikama ve Kurutma Deasetilasyon ITi Yikama ve Kurutma

— O

Sekil 2.2. Kitinden kitosan ekstraksiyonunun sematik gosterimi

Akis semasinda da goriildiigii lizere protein giderme, mineral giderme ve deasetilasyon
islemleri kabuklardan kitosan iiretiminde bas rol oynamaktadir. Yikanan, kurutulan ve
ogiitiilen deniz canlilarina ait kabuklar iizerlerindeki et parcalar1 ve diger protein
kalintilarinin giderilmesi i¢in deproteinizasyon islemine alinir. Bu asamada kabuklar
alkali 6zellikteki ¢ozeltilerde bekletilerek protein molekiillerinin parg¢alanarak ¢oziinmesi
saglanir. Bu islem i¢in genellikle %5 ile %10 aras1 derisime sahip NaOH ¢ozeltileri
kullanilmaktadir (Mizani ve Aminlari, 2007). Deproteinizasyon islemini tamamlayan
kabuklar n6tr Ph seviyesine gelene kadar destile su ile yikanir ve kurutulur. Bu kabuklar
yuksek oranda kalsiyum ve kalsiyumhidroksiapatit minerallerini igermektedir.
Minerallerin yapidan izole uzaklastirilmasi icin HCIl ¢ozeltileri en uygun adaydir.
Kabuklarin igerdigi mineraller alkali 6zellikli oldugu i¢in asidik ortamlarda ¢éziinmeleri
daha kolay olmaktadir. Molar derisimi 1 mol/L ile 3 mol/L arasinda degisen HCI
¢ozeltileri kullanilarak deminerralizasyon prosesi gergeklestirilir (Ghorbel-Bellaaj vd.,
2012). Minerallerinden arindirilan kabuklar renk giderimi i¢in agartma prosesine alinir.
Deniz canlhilarinin renk pigmentleri dis iskeletlerine dagilmis durumdadir. Bu nedenle
beyaz renkli ve yiiksek safliktaki kitosanin iretilebilmesi igin renk pigmentlerinin
giderilmesi gerekmektedir. Agartma islemi i¢in en yaygin kullanilan kimyasallar aseton,
hidrojen peroksit ve EDTAdir. Daha etkin renk giderimi olmasi igin kimyasalin belirli
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oranlarda karistirilmasi da alternatif bir ¢6zgen olarak literatiire sunulmustur (Yen vd.,
2011). Kabuklarin renklerinden arindirilmasi ve agartilmasiyla kitin  {iretimi
tamamlanmaktadir. Uretilen kitinin kitosana doniismesi i¢in yapidaki asetilen gruplarinin
amin gruplariyla yer degistirmesi gerekliligi daha o6nceden bahsedilmisti. Bu islemin
gerceklesmesi igin sentezlenen kitin tozlari yiiksek konsantrasyonlu NaOH (en az kiitlece
%50 (a/a)) ¢ozeltisinde yiiksek sicakliklarda yer degistirme tepkimelerinin tamamlanmasi
i¢in gereken zaman saglanarak kitinin kitosana doniismesi saglanir (Yuan vd., 2011). Bu
asamalar geleneksel yontemlerle yapildiginda saatler hatta giinlerce siirebilmektedir.
Mikrodalga radyasyonu kullanilarak yapilan sentezler yiiksek miktardaki iiretimlerin
daha hizli ve daha yiiksek verimle yapilmasini sagladig1 bilgisi 1s181inda mikrodalga ile
kitosan sentezinin daha elverisli oldugu kanisina varilmaktadir. Sentezlenen kitosanin
kullanim alaninin belirlenmesinde ise deasetilasyon derecesi ve molekiil agirligi 6nemli
rol oynar.

2.2.3. Kitosamin Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi

Deasetilasyon kavrami kitosan zinciri iizerindeki asetil gruplarmin yapidan
ayrilmasi ve onlarin yerini amin gruplarinin almasi olarak tanimlanabilir. Zincire ne kadar
fazla amin grubu eklenirse molekiiliin kitinden kitosana gegisi o kadar basarili olur.
Yapiya eklenen amin gruplarinin sayisinin toplam amin gruplar1 ve asetilen gruplarinin
sayisina oraninin yiizde olarak belirtilmesi de deasetilasyon derecesi olarak adlandirilir
(Czechowska-Biskup vd., 2012). Deastilasyon derecesinin belirlenmesi i¢in UV-Vis
spektroskopisi, FTIR spektroskopisi, proton ve karbon NMR’ ve potaniyometrik titrasyon
gibi farkli yontemler mevcuttur (Muzzarelli ve Rocchetti 1985; D. Liu vd. 2006; Pelletier
vd. 1990; Kasaai 2008). Bu yontemler icerisinde FTIR spektroskopisi diger yontemlere
gore daha pratik uygulanmasi ve hizli sonug vermesi ile diger yontemlere gore bir adim
one ¢ikmistir (Duarte vd., 2002). FTIR spektroskopisi molekiil yapisindaki fonksiyonel
gruplart ve bu gruplarin zincirde bulunma yogunlugu hakkinda bilgi vermektedir.
Ozellikle amin ve asetil gruplarin pik siddetler ya da bu gruplarin bagladigi karbon
atomlarinin sayisal yogunlugu deasetilasyon derecesinin hesaplanmasi i¢in 6nemli
bilgiler saglamaktadir. Sekil 2.3’te kitosanin karakteristik FTIR pikleri ve bu piklerin
bulundugu dalga boylar1 goriilmektedir.
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Sekil 2.3. Kitosanin FTIR spektroskopisi ve karakteristik pikleri

10



KAYNAK TARAMASI T.E. AKAY

Piklerin altinda kalan alanlar o dalga numarasina sahip fonksiyonel grubun zincirde
bulundugu yogunlukla orantili oldugundan deasetilasyon derecesi hesaplanirken yapida
kalan asetil gruplarinin bagli oldugu karbon atomlarinin (C=0), toplam karbon atomlar1
sayisina yani hidroksil (OH) gruplarinin bagh oldugu karbon atomlar1 sayisina orani
dikkate alinir. Deasetilasyon derecesinin hesaplanmasi denklem 2.1 de verilmistir.

DA(%) = ﬁx100/1,33 (2.1)

Denklemde polimerin asetilasyon derecesi DA, 1655 ve 3450 c¢m™! dalga
numaralarindaki absorbans degerleri sirasiyla Aigss Ve Asuge ile  gosterilmistir.
Asetilasyon derecesinin hesaplanmasinin ardindan deasetilasyon (DD) derecesi denklem
2.2 ile hesaplanir.

DD (%) = 100 — DA(%) 2.2)

Bu yontem ile hizli, dogruluk pay: yiiksek ve pratik olarak deasetialsyon derecesinin
hesaplanmasina olanak saglanir (Kasaai 2008)

2.2.4. Kitosanin Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

Deasetilasyon derecesi gibi molekiil agirligi da kitosanin uygulama alaninin
belirlenmesinde kritik rol oynamaktadir. Kitosan {izerine yapilan ¢esitli ¢alismalar, diisiik
molekiil agirlikli kitosanlarin yiiksek molekiil agirlikli kitosana gore daha yiiksek
biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Diisiik molekiil agirlikli Kitosanlarin
daha belirgin antibakteriyel 6zellik gosterdigi yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmustur
(Kulikov vd., 2014; N. Liu vd., 2006). Molekiil agirliginin saptanabilmesi i¢in H-NMR,
C-NMR, FTIR spektroskopisi gibi farkli yontemler onerilmektedir. Molekiil agirliginin
viskozite iizerine olan etkisi gbz Oniine alindiginda igsel viskozite yardimiyla molekiil
agirhigi tayini daha pratik ve etkin bir yontem olarak one ¢ikmaktadir (Kasaai vd. 2000).
Bu yontemle molekiil agirligi tayin etmek i¢in polimer uygun bir ¢oziicii icerisinde farkl
konsantrasyonlarda ¢ozdiiriiliir ve ¢ozeltilerin viskozite kolonunda akis sureleri dlgiiliir.
Olgiilen siireler yardimiyla polimer ¢dzeltisinin i¢sel viskozitesi hesaplanir ve Mark —
Houwink esitligi yardimiyla molekiil agirlig1 hesaplanir.

= (2.3)
0

Nsp = Ny — 1 (2.4)

Nyrea = 77% (2.5)

[77] = limn,qq4 (2.6)
c—0

Esitlik 2.3 ile polimer ¢ozeltisinin goreli viskozitesi hesaplanir. t; ve t, sirasiyla
hazirlanan polimer ¢ozeltisinin ve kullanilan ¢dziiciiniin kolondan akis zamanlarini
gostermektedir. Denklem 2.4 kullanilarak 0zgiil viskozite (75,) hesaplanir ve esitlik
2.5’te gorildigi gibi 0zgiil viskozitenin, polimer c¢o6zeltisi konsantrasyonuna
oranlanmastyla da indirgenmis viskozite (7,..4) hesaplanir. Esitlik 2.6’da konsantrasyon
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“0” a yaklasirken indirgenmis viskozitenin limit degeri hesaplanir ve icsel viskoziteye
ulasilir ([n]). Bu asamadan sonra bulunan igsel viskozite degeri esitlik 2.7°deki Mark —
Houwing esitliginde yerine yazilarak molekiil agirligi hesaplanir.

[n] = KMy (2.7)

Denklemde K ve a polimer — ¢oziicii sistemine ait parametreler olup deneysel olarak
hesaplanirlar.

2.2.5. Kitosanin Endiistriyel Kullanimi

Daha 6nce de belirtildigi gibi yenilenebilir olmasi, toksik 6zellik géstermemesi,
biyobozunur, biyouyumlu, antibakteriyel olmasi gibi 6énemli 6zelliklere sahip olmasi,
kitosan1 bircok alanda aranilan bir malzeme haline getirmistir. Tarim sektoriinden
yiyecek icecek sektdriine, ¢evre kirliligine karst miicadeleden, kozmetik sektoriine kadar
bircok alanda kitosan kullanimi1 goriilmektedir. Antibakteriyel ve antioksidant &zellik
gostermesi sayesinde kiif ve mantar olusumuna engel olan kitosan, kontrollii salinim
saglayan hidrojel yapisi sayesinde giibre salinim ajan1 olarak kullanildig1 gibi organik ve
biyolojik kontaminasyonu da engelleyerek tarim sektoriinde yaygin bir kullanima sahip
olmustur. Ayrica bitkilerde bagisiklik sistemini desteler ve bitki biiylimesini hizlandirir.
Gozenekli yapist sayesinde 1s1 yalitimi saglar ve tohumlara kaplama yapilarak onlar
soguktan ve donmadan korumak amaciyla da kullanilmaktadir (Prashanth ve
Tharanathan, 2007; Mourya ve Inamdar, 2008; Rinaudo, 2006). Yapidaki gézenekli
yapilarin modifiye edilebilmesi ve membran ve selat olusturabilme yetenegiyle
absorpsiyon kapasitesi yiiksek bir adsorban olarak da kullanilan kitosan, kirli sulardaki
metal iyonlarinin emilimi, igme suyu tesislerinde ve havuzlarda topaklastirici ve sentetik
polimerlerin giderimi i¢in kullanilarak sularda koku azaltici olarak da kullanilmaktadir
(Gazi ve Shahmohammadi 2012; Guibal vd. 2014). Insan tarafindan sindirilemeyen bir
polisakkarit olan kitosan tokluk hissi yarattigi i¢in obeziteyle miicadelede de etkin olarak
kullanildig1 gibi lipid baglayic1 6zelligiyle kolesterol disiiriicii, stabilizator olma
ozelligiyle soslar ve hazir sivi gidalar i¢in kivam arttiric, antibakteriyel ve antifungal
ozelligi ile de meyve ve sebzeler i¢in koyucu kaplama olarak kullanilarak gida sektoriinde
de kendine yer bulur (Dutta vd. 2004; Pandis vd. 2014; Chivangkul vd. 2014). Film
yapida kullanilabilmesi ve hidrojel olarak kremlere katkilanarak deride nem koruyucu,
derideki renk pigmentlerini aktive edici sekilde tasarlanarak deri renk tonunun
korunmasinda, sabun, dis macunu gibi banyo ve temizlik malzemesi olarak kullanilarak
da kozmetik sektoriinde yer almaktadir (Cavello vd., 2014; Muzzarelli, 2009). Tiim bu
bahsedilen 0Ozelliklerin yaninda kitosan1 6n plana ¢ikartan biyouyumluluk,
biyobozunurluk ve antibakteriyellik ozellikleri, kitosani biyomalzeme olarak doku
miithendisligi alaninda kullanim i¢in kitosan1 ¢ok 1y1 bir aday haline getirmektedir.

2.2.6. Kitosanin Doku Miihendisliginde Kullanim

On plana ¢ikartan iistiin dzellikleri ile kitosan biyomalzeme olarak son derece
verimli ve etkili bir kullanima sahiptir. Ozellikle son donemlerde arastirmacilar kitosani
birgok farkli doku ve hiicre grubu i¢in kullanmislar ve olumlu sonuglariyla literatiire
katkida bulunmuslardir. Cerrahi operasyonlardan yapay viicut uzuvlarinin iiretilmesine,
deri onarmmindan ilag salinimima kadar bir¢ok alanda basariyla uygulanmis bir
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biyomalzeme olarak dikkat c¢ekmektedir. Cizelge 2.2°de kitosanin potansiyel
uygulamalar1 ve bu uygulamalara imkan veren 6zellikleri genel hatlariyla 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2 Kitosanin biyomalzeme olarak kullanim alanlar1 ve bu kullanima imkan
saglayan ozellikleri (Cavello vd. 2014).

Biyomalzeme Olarak Kullanimi Ozellikleri
Ameliyat dikis ipi Biyouyumluluk, biyobozunurluk
Dis implantlar1 Biyobozunurluk, film olusturma
Yapay epitel doku Yenilenebilme
Kemik kiriklar1 onarimi Film olusturma ve katkilanabilme
Kornea kontakt lens Hidrat olusturma ve biyouyumluluk
[lag salmnim ajam Toksik etki gostermeme, biyobozunurluk
Kapsulasyon Lizozom enzimleriyle pargalanabilme

Doku miihendisligi alaninda polimer malzemelerin en yaygin kullanimi doku
iskeleti olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Doku iskeletleri hiicre ekimine, ¢ogalmasina ve
gbcline olanak saglayan yapilardir. Doku iskeletleri hiicre g¢ogalmasi sonucu olusan
gerilime kars1 koyabilecek mekanik dayanima sahip, hiicresel ve dokusal yapilarin sekil
ve foksiyonel yapilarinin olusumuna da destek olmalidir, ayrica doku iskeletleri ve dolgu
malzemeleri, doku ve organlarin tedavi ve yenilenmesine yardimci olarak doku ve
organlarin islevsel Ozelliklerinin devam etmesini de saglamalidir. Kitosanin siinger,
hidrojel, lif ve film yapida iretilebilmesi, kitosanin farkli doku hiicreleri igin
kullanilabilmesini saglamistir. Fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin metaller ve
sentetik polimerlere gore daha {istiin olmast, kitosan kullanimin1 arttiran en 6nemli etmen
olmustur (Jayakumar vd., 2010). Doku destek malzemeleri biyobozunurluk, metabolizma
icin gereken mineraller ile katkilanabilme, gozenekli yapiya sahip olma, genlesme ve
sisme yetenegine sahip olma, protein emilimi yapabilme, hiicre tipine uygun yiizey
fonksiyonlart ve kimyasallar ile modifiye edilebilme 6zelliklerine ve yiiksek mekanik
dayanima sahip olmalidirlar. Tiim bu 6zelliklerin yaninda soguma, lif olusturma ve
kristallesme hizina bagli olarak birbirine bagli gézenek ag1 olusturabilmesi ve bu gézenek
aginin hiicre ekimi, hiicre gocii ve gerekli besin ve minerallerin iletiminin kolaylastirmasi
kitosanin doku iskeleti olarak kullaniminda onu bir adim 6ne ¢ikartan en 6nemli 6zellik
olarak go6zlemlenmistir (Bedian vd. 2017). Kitosan iizerine yapilan g¢alismalar
incelendiginde kitosan destek malzemelerinin, hidrojel, nanokompoizt, biyokompozit,
nanokristal film ve nanofiber bazli yapilar olarak kullanildig1 gériilmiistiir (Bhardwaj vd.,
2011; W. Wang vd., 2008; Yamane vd., 2005). Kitosan matrisli kompozit malzemeler
kitosanin hidrojel olusturabilme oOzelliginden faydalanilarak tiretilmis yapilardir. Su
tutma kapasitesi gayet yliksek olan hidrojeller esnek ve yumusak yapi kazanmistir.
Ozellikle viicudu saran epitel doku, deri dokusu, burun ve kulak kikirdak yapilarinin
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biyolojik taklidinde sik¢a kullanilmaktadirlar (Croisier ve Jérome, 2013). Kim vd. (2008)
hidrojellerin, yapilarina eklenen diger polimerler ile fiziksel veya kimyasal olarak ¢apraz
bag olusturabildikleri ve bu sayede hedef dokuya tutunma yoniinde 6nemli bir avantaja
sahip olduklarini raporlamiglardir. Tang vd. (2009) kitosanin bu 6zelliklerini kullanarak
termal duyarliliga sahip kitosan — polivinil alkol kompozitler sentezleyerek kemik
dokunun ana malzemesi olan kalsiyumhidroksiapatit ile katkilayarak kemik hiicrelerinde
protein transferini saglayan destek yapilari tiretmislerdir. Protein iletim mekanizmalarini
gozlemleyerek yaptiklar: ¢alismalarda kalsiyumhidroksiapatit katkili kitosan — polivinil
alkol (PVA) biyokompozitlerin termal duyarlilig1 arttirdig1 ve en yavas, en biiyiik protein
molekiillerinin dahi hiicre igerisinde gerekli bolgelere tasinabildigini gézlemlenmistir.
Bhattarai vd. (2005) hidrosiapatit katkili kitosan — PVA hidrojel nanokompozitleri kemik
kiriklar1 arasinda dolgu ¢imentosu olarak kullanimi arastirilmislar ve saf kitosan dolgu
malzemelerine gore tedavi siirecinin daha hizli oldugunu raporlanmistir. Kitosan matrisli
kompozit malzemeler hiicreler i¢in daha genis adezyon imkani tamimis olsa da
biyouyumluluk 6zelliginin arttirilmasi ve canli i¢i uygulamalarda biyolojik ortam1 daha
iyi kopyalayabilmek amaciyla dogal fiberler ve proteinlerle katkilayarak biyokompozitler
tizerine egilimi yogunlastirmigtir. Nanoteknolojinin de yayginlagsmasiyla boyutlar1 1 —
100 nm arasinda olan biyohibrit malzemelerin iiretilebilmesi kitosanin kullanim alanin
genisletmis, biyo ve nano kompozitler alanindaki arastirma ve caligmalarin merkezi
olmustur. Sharma vd. (2016) kitosan bazli biyokompozitleri, kolajen fiberler ve
nanohidroksiapaitlerle katkilamislardir. Mekanik dayanimi daha yiiksek, protein
emilimin kapasitesinin daha yiiksek oldugu, hidrofilik ve bozunma sonrasi canli igin
higbir yan etki olusturmayan kitosan temelli nanobiyokompozitler sentezleyerek kemik
doku hiicreleri iizerinde ¢alismislardir. Arastirmalar1 sonucunda trettikleri kompozit
malzemelerin kemik hiicrelerinin biiyiime ve ¢ogalma hizini arttirdigini raporlamiglardir.
Biyolojik unsurlarla katkilanan biyokompozitlerin daha iistiin antibakteriyel ve antifungal
etki gosterdigi ve kitosan matris i¢erisine ekimi yapilan hiicre kiiltiiriine bagl olarak katki
unsuru olabilecek yardimei molekiiller araciligiyla hiicrelerin iskelet yiizeyine daha gii¢lii
tutundugu ve hiicre satabilizasyonun daha basarili oldugu Davoodbasha vd. (2016)
tarafindan raporlamislardir. Bu boliime kadar 6zetlenen g¢alismalarda kitosanin doku
iskeleti olarak iiretiminin basartyla gerceklestirildigi goriilse de yiizey kaplamasi ve film
formunda kullanim1 tam olarak agiklanamamisti. Polimer ¢ozeltileri kullanilarak yapilan
calismalar sicakliin ¢ok yavas degistirilmesi ve ¢Oziiclisiiniin  agir agir
buharlastirilmasiyla kristal yapili polimerlerin tiretilebildigi literatiirde mevcuttur. Wang
vd. (2013) ¢ozgenli dokiim islemiyle ¢oziiciiniin buharlastirilmasiyla yiizey fonksiyonyel
gruplarinin modifiye edilebildigi kitin nanokristalleri tiretmisler ve bu kristal yapil: Kitini
deasetile ederek kristal yapili kitosan filmlerin iirettiklerini raporlamislardir. Bu yontem
ile elde edilen doku iskeletleri daha yiiksek ¢ekme dayanimina ve esneklik modiiliine
sahip oldugunu belirtmislerdir. Kristal yap1 igerisine hapsedilen inorganik tuzlarin
yikama isleleri sonucunda sistemden uzaklastirilmasiyla nano gozeneklere sahip filmler
iiretilmis ve bu goézeneklerin hiicre tutunmasi, hiicre go¢li ve madde iletimine olumlu
katk1 sagladigi raporlanmistir. Sahip olduklar1 olumlu yanlara ragmen, nanokristal yapida
sentezlenen filmlerin 1s1 toleranslarmin diisilk olmasi ve maruz kaldiklar1 en kii¢iik
sicaklik farkinda dahi kristal orgiliniin bozularak tekrar amorf yapili polimer zincirlere
donme istegi kitosan filmlerin organizma igerisinde hiicre destek malzemesi olarak
kullanimini zorlastirmistir (Zhu vd. 2015).
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Nanofiberler, lif cap1 1000 nm ve altindaki lif kiimeleri olarak tarif edilmektedir
(Ahmed vd., 2012). Dogada kendiliginden var olan kolajen, ipek, seliiloz, kitin ve kitosan
gibi polimerlerin hemen hemen hepsi lif formuna getirilerek biyomalzeme olarak yaygin
bir kullanima sahiptir. Kitosan nanolifler kendi yapilarindan kaynakli antibakteriyel
etkileri, biyouyumluluklar1 ve bozunma sonucu zehir salinimi yapmamalar1 sayesinde
doku miihendisligi alaninda sik¢a tercih edilen malzeme tipi olmustur. Proses sirasinda
tiretim parametrelerinde degisiklikler yapilarak, gozenek boyutu ve dagilimimin modifiye
edilebilmesi, diger tiretim yontemlerine gére maliyet etkinliginin daha yiiksek olmas1 ve
uygulama kolaylig1 saglamasi sebebiyle kitosan lifler arastirmacilar tarafindan ilgi odagi
olmustur. Yiizey alani1 — hacim oraninin yiiksek olusu, esnek ve piiriizlii ylizey yapisina
sahip olmasi kitosan lifleri doku miithendisligi igin yiiksek adezyon 6zelligine sahip ideal
bir aday haline getirmektedir. Kitosan nanofiber yapidaki doku destek {initeleri
mikrokontak yazilim, ultrasonik ¢oktiirme, dondurarak kurutma, elektro egirme gibi
farkli metotlarla iretilebilmektedir (Ahmed vd., 2012; Desai vd., 2008). Kitosan bazli
doku iskeletlerinin etkinliginin arttirmak amaciyla kitosan genel olarak sentetik
polimerler ile karistirilarak kullanilmaktadir. Shrestha vd. (2016) kitosan - poliamid — 6,6
polimerleri karigimiyla firettikleri nano gozenekli fiberleri kemik dokunun o6nci
hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanmislar ve biyo aktif durumdaki kalsiyum iyonlarimnin
gozenekler igerisine daha etkin difiizyona ugrayarak kemik hiicrelerinin daha hizl
gelistigini ve ¢ogaldigini raporlamislardir. Nano boyuttaki gozeneklerin protein emilimi
ve hidroksiapatit molekiillerinin depolanmasi {izerindeki etkisi Li vd. (2015) tarafindan
arastirilmig ve bu fenomenlerin daha etkin rol oynayarak hiicre gelisimine olumu katki
sagladigr raporlanmigtir. Fiberlerin osteosit hiicreleri tstiindeki olumu etkileri
arastirmacilar1 kitosan liflerin sinir dokuda da uygulanabilirligi konusunda merak
uyandirmistir.  Sinir hiicrelerinin onarilmasina yardimer olabilecek hiicre destek
malzemesinin {iretimi amaciyla kitosan — kolajen, kitosan — poliiiretan, kitosan —
polietilen glikol karigimlar1 gibi karisimlardan elektro egirme yontemi ile iiretilen lifler
sinir dokusunun yapisal 6zelliklerinin mimiklenmesiyle, laboratuvar ortaminda hiicre
kiiltirti gelistirme ¢alismalarinda kullanilmaya baslanmigtir. Nanofiber yapilarin film ve
hidrojellere karsi avantajlari arastirilmig, Cooper vd. (2011) Schwann hiicrelerinin
kutuplu yapilarinin, katyonik bir polimer olan kitosan tarafindan aksonal yonelimlerinin
kontrol edilebilmesiyle film yapili malzemelere gore daha basarili mimiklendigini ortaya
koymuslardir. Bununla birlikte lifli yapilarin sinir hiicre agina olan benzerligi ile yiiksek
derece adezyon ortami1 olusturdugu ve hiicreler arasinda protein ve iyon gegislerini daha
verimli sagladigi, bu sebeple de hiicre yenilenmesi ve c¢ogalmasinda diger destek
malzemelerine gore daha basarili oldugu raporlanmistir. Kutupsal yapinin dolayisiyla da
aksonal yonelimlerin kontrol altina alinabilmesi bu noktada baska bir 6nem kazanmustir.
Bu yontem i¢in en 6nemli adayin yiiksek molekiil agirliga sahip polietilenoksit oldugu
Zhang ve Zhang (2001) tarafindan raporlanmigtir. Arastirmalari esnasinda
polietilenoksitin (PEO) lif ¢cap1 ve gdzenek yogunlugu lizerine de biiyiik etkisi oldugunu
goérmiisler, sinir hiicrelerinin morfolojileri ve fonksiyonel 6zelliklerini diistindiiklerinde
kitosan liflerin tiip haline getirilmesinin sinir hiicrelerinde uygulanabilirli§inin daha
uygun oldugu sonucuna ulastirmistir. Bu nedenle Zhang ve Zhang (2001) polietilenoksit
ile beraber iiretilen kitosan fiberleri igleri bos tiipler haline getirerek uygulamiglardir. Lif
yonelimi, gdzenek boyutu ve dagilimiyla beraber lif ¢cap1 en uygun olan adaylar tiip
haline getirmis ve sinir hiicrelerinin dendirit-akson dogrultusunda zarar gormiis
bolgelerinde destek iinitesi olarak kullanmuslardir. Uretilen tiiplerin sinir hiicresinin
yenilenip onarilmasinda hizlandirici etkiye sahip oldugu ve impuls iletiminde higbir
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problem kalmaksizin sinir hiicresinin kendini yeniden yapilandirmasina yardimci
oldugunu raporlamistir. Tanaka vd. (2015) frenik sinir hiicreleri tizerinde yaptiklari
calismalarda kitosani trifloroasetikasit igerisinde ¢ozdiirerek elektro lif gekim yontemiyle
i¢ caplar1 2 mm olan tiipler liretmis ve sinir hiicresinin kesik ug¢larini bu tiiplerin i¢inde
yerlestirerek sinir hiicresindeki kesigin iyilesmesinde tiiplerin etkisini arastirmislardir.
Deneylerinin sonucu olarak irettikleri tiiplerin, kesik sinir hiicrelerinin tedavisinde
olumlu etkisinin oldugunu raporlamislardir. Bunun yaninda Matsumoto vd. (2010)
kitosan tiiplerin motor sinir hiicrelerinde olusan yaralanmalarda sinir gévdelerinin yanlis
dendritlerle sinaps olusumunu engelledigi, sinir hiicresi iizerindeki elektriksel iletime
yardimcr oldugu ve yapiya ckledikleri kolajen lifler ile sinir hiicreleri {izerindeki
yaralanmalarin tedavi siirecinin hizlandigini raporlamiglardir. Bu ¢alismalar sinir kesisi
sonucu olusan yaralanmalarda kitosan tiiplerin kullanilmasinin dogru bir tercih oldugunu
ortaya koymustur. Bu nedenle kitosan tiipler fasiyal sinirin kesilmesi sonucu olusan
yaralanmalarin tedavi siirecinde kullanilma uygun bir aday olarak on plana ¢ikmaktadir.

2.3. Elektro Lif Cekim Yontemi ve Kitosan

Nanoteknolojinin gelismesiyle beraber hem sentetik hem de dogal polimerlerden
tiretilebilen ve karakteristik ¢aplara sahip olan nanolifler tibbi ve farmakolojik alanlardaki
uygulamalar i¢in umut verici olmustur. Genis ylizey alanlari, yiiksek mekanik 6zellikleri,
farkli morfoloji ve geometride {iretim imkan1 sunan nanolifler doku miihendisliginde yara
ortiisii, kontrollii ilag salimi, doku iskeletleri ve vaskiiler protezlerin iiretiminde yaygin
bir sekilde kullanilmaktadirlar (Hu vd. 2014; Huang vd. 2003). Nanofiber iiretimi i¢in
uygulanan ¢esitli yontemler igerisinden, elektrospinning, elektro lif ¢ekimi, metodu
dikkat g¢ekmektedir. Nanometre ve submikrometre seviyesinde caplara sahip lif
tiretilmesine izin veren yiiksek maliyetli olmayan ve ¢ok yonlii bir yontem olarak 6ne
¢ikmaktadir (Zhou ve Gong, 2008). Elektro lif ¢ekim yontemiyle fiber tiretimi viskoz bir
polimer ¢ozeltisinin yiiksek elektrik alan altinda elektrostatik kuvvetlerle etkilesmesine
dayanir. Elektro lif cekim diizenegi, Sekil 2.4, temel olarak iletken ve kilcal yapili bir
igne, yliksek gerilim uygulayabilen bir gii¢ kaynagi, ¢6zeltiyi beslemek igin bir siringadan
ve biri topraklanmus iki elektrottan olusur. Iletken igne ucuna génderilen polimer ¢ozeltisi
burada damlaciklar olusturur. Elektrotlar arasinda olusan yiiksek potansiyel polimer
¢Ozeltisinin ylizey gerilimini yendiginde elektrik yiiklii jetler olusur ve bu jetler
topraklanmis elektrota yerlestirilen toplayiciya dogru hareket ederler. Jet veya jetler
toplayic1 yiizeye ilerlerken aym1 zamanda ¢oziiclinlin de buharlagsmasiyla ve toplayici
tizerinde dokumasiz bir lif ag1 olustururlar (Bizarria vd. 2014).
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Sekil 2.4. Elektro lif iiretim cihaz1 ve lif olusumunun goésterimi

Her ne kadar basit bir proses olarak goriiniiyor olsa da homojen ve boncuksuz yapil lif
dagilimi elde edebilmek i¢in sicaklik, akis hizi, besleme potansiyeli ve toplayici ile igne
ucu aras1 mesafe parametreleri dikkatli ve hassas bir sekilde uygulanmalidir. Cihaza bagh
bu degiskenlerin yani sira polimer ¢ozeltisinin yiizey gerilimi, iletkenligi, sicaklig1 ve
islemin yapildig1 ortamin sicakligi ve nem orani da kontrol altinda tutulmalidir. Sicaklik
ve nemlilik polimer jetlerinin toplayiciya iletilmesi sirasinda ¢oziiciiniin sistemden
uzaklagmasi i¢in ¢ok dnemlidir. Coziicii buharlastirilamazsa toplayici iistiinde boncuklu
lifler ya da lif yerine sprey filmler olusur. Cihaza bagl degiskenler ise genel olarak lif
kalitesini, gézenekli yapiy1 ve lif gapini belirlemede 6nem kazanmaktadir. Homojen ve
boncuksuz lif yapisini elde edebilmek i¢in en uygun ortam sicakligi ve nemliliginde,
iletken bir polimer ¢o6zeltisi igne ucuna damlaciklar olusturacak hizda beslenmeli ve bu
damlaciklarin yiizey gerilimini yenebilecek biiyiikliikkte potansiyel uygulanmalidir (Dan
Li vd., 2005; Jayakumar vd., 2010; Ramakrishna vd., 2005).

Kitosandan elektro lif ¢ekim yontemiyle lif liretimi Oniindeki en biiyiik engel
kitosanin ¢oziinme sorunudur. Suda ve alkali sistemlerde ¢oziinmeyen kitosan, daha ¢ok
pH’s12 ile 6 arasinda olan asidik ¢dzeltileri tercih eder. Ozellikle asetik asit, formik asit,
laktik asit gibi organik asitlerin sulu g¢ozeltilerinde ¢6ziinebilen kitosan ¢ozeltilerini
oldukca viskoz hale getirir ve uygulanan potansiyelin ylizey gerilimini yenmesi zor hatta
imkansiz hale gelir. Bu da elektro lif ¢ekim iglemini zorlastirir. Ayrica polimer zincirleri
arasinda hidrojen baglarinin olusumu da elektrik alan etkisine birakina polimerlerin
hareketini 6nler (Whistler 1993; Geng vd. 2005; Neamnark vd. 2006). Literatiirde yapilan
calismalara bakildiginda saf kitosan ¢ozeltisinden lif iiretiminin ancak hacimce %90
derisime sahip asetik asit ¢ozeltisi igerisinde kiitlece %7 kitosan konsantrasyonuna sahip
sistemlerde basarili oldugun fakat iiretilen liflerin homojen olmadig1 ve boncuklu yapilar
olusturdugu Geng vd. (2005) tarafindan raporlanmistir. Bu Sorunun ¢oziimii igin saf
kitosan ¢ozeltileri yerine polimer karisimlarindan elde edilen ¢ozeltiler hazirlanmig ve lif
formasyonlar1 denenmistir. Polivinil alkol (PVA), polilaktik asit (PLA) ve polietilenoksit
(PEOQ) gibi polimerler viskoz yapidaki kitosan ¢6zeltilerinin yiizey gerilimlerini diisiiriicti
yiizey aktif madde olarak rol aldiklarindan lif iiretimini kolaylastirdiklar1 Subramanian
vd. (2005) ve Bhattarai vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismalarla kanitlanmigtir. Xu vd.
(2009) PLA — kitosan karisimindan hazirladiklart ¢ozeltileri hacimce %2 derisime sahip
asetik asit ¢ozeltisinde ¢ozdiirmiisler ve lif tiretimini basar1 ile ger¢eklestirmislerdir. Cok
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yiiksek gerilim uygulanmasina gerek olmadigini, PLA katkisinin hem iletkenligi arttirdig1
hem de ylizey gerilimini diisiirdligii belirtilirken iiretilen lif ¢aplarinin 200 — 800 nm
araliginda oldugu raporlamislardir. Yapilan ¢alismada PLA — kitosan oraninin kiitlece 4:1
oraninda oldugu belirtilmis bu da {iretilen liflerde kitosanin aksine PLA’nin baskin
olmasina sebep olmus ve bu calismanin handikabini ortaya koymustur. Benzer bir
calismada Xu vd. (2009) tarafindan yapilmis ve farkli oranlardaki kitosan — PVA
karisimimi saf trifloroasetik asit igerisinde ¢ozdiirerek ve elektro lif ¢ekim islemi
uygulamislardir. Elde edilen lif c¢aplarmin 300 — 1200 nm araliginda oldugunu
raporlamiglardir. Yine bu ¢alismada da PV A’nin karisimdaki kiitlece oraninin kitosandan
daha yiiksek olmasi kitosan fiber oraninin daha diisiik olmasina sebep olmus, ayrida
trifloroasetik asitten gelen flor radikallerinin toksik etki olusturdugu bu sebeple doku
miihendisligi alaninda kullaniminin pek uygun olmadigi raporlanmistir. PLA — Kitosan ve
PVA — kitosan karigimlarmin aksine PEO — kitosan karigimi kullanilarak yapilan
proseslerde kitosan miktarinin daha baskin sonug olarak da kitosan liflerin daha baskin
oldugu matrisler goézlemlenmistir. Bizarria vd. (2014) c¢alismalarinda degisen
kitosan/PEO oranlarini ¢alisarak lif formasyonlarini gozlemislerdir. Ekip hacimce %90
derisimde asetik asit ¢ozeltisi igerisinde kiitlece %4 derisimde kitosan ¢ozeltisi hazirlamig
ve ayr1 bir sistemde kiitlece %3 derisime sahip PEO sulu ¢ozeltisi hazirlamistir. Kitosan
ve PEO ¢ozeltilerini kitosan/PEO orani 3:1, 3:2 ve 1:1 olarak karistirarak lif ¢gekim islemi
uygulamiglardir. Calismalarinin  sonucunda her bir Ornekte kitosan yiizdesinin
korundugunu ve kitosan liflerin agirlikta oldugu matrisler elde ettiklerini
raporlamislardir. Ayrica PEO’nun suda ¢6ziinebilir olmasindan dolayi elde edilen liflerin
bol saf suyla yikanarak sadece kitosan liflerden oriilii bir ag elde ettiklerini belirtmislerdir.
Bu durum doku miihendisligi uygulamalari i¢in saf kitosan liflerden olusan doku destek
malzemelerinin Uretilebilecegini agik¢a ortaya koymustur.

2.4. BDNF ve Sinir Hiicrelerinin Yenilenmesine Etkisi

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), merkezi ve cevresel sinir sistemi
noronlarinin yagama, biiyiime islevsel gorevleri yerine getirme gibi yasamsal olaylarin
kontrolii ve devamlilifinin saglanmasinda gdrev alan norotrofin tiirevli bir proteindir.
BDNF’nin motor néronlarda, periferik ve vaskiiler sinir hiicrelerinde, epitel doku
hiicrelerinde sentezlendigi yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir (Yarim ve Kazak, 2015).
BDNF o6nemli bircok ndéronun yasam donglsiiniin devamini saglamanin yani sira
ndronlarda olusan yaralanmalarin tedavisi ve hiicrelerin yenilenmesinde de gorev alir. Bu
0zelligi BDNF’1 sinir hiicrelerinin yaralanmasi, kesi meydana gelmesi ya da kopmasi gibi
durumlarin tedavi siirecinde kullanimi i¢in uygun bir aday olarak one ¢ikarmistir (Ozawa
vd. 2014). Literatirde @BDNF’nin noérolojik, rahatsizliklarin  tedavisinde
kullanilabilecegine dair ¢alismalara da rastlanmaktadir. Vogelin vd. (2006) yaptiklar
calismalarda hem laboratuvar ortaminda hem de canli ortamda yaptiklar1 ¢aligmalarda
BDNF saliniminin aksonal yenilenme iizerindeki etkisini arastirmislardir. Farelerden
izole ettikleri sinir hiicrelerini kiiltiir ortaminda yetistirmis ve yapay olarak sinir kesisi
olusturmuglardir. Hiicre kiiltiir ortamima ekledikleri kalsiyum alginat kapsiillere
hapsedilmis BDNF’in zamanla salinimini1 saglayarak sinir hiicresinin yenilenme ve
iyilesme siirecini takip etmislerdir. Calismalarimin ikinci asamasinda fasiyal sinir
tizerinde olusturduklar: kesigi tirettikleri BDNF — alginat kompozitleri ile sargilamislar
ve tedavi siirecini takip etmislerdir. Calismalarinin sonucunda hem kiiltiir ortaminda hem
de canli ortamdadaki denemeler olumlu sonuclanmis ve BDNF’in aksonal yenilenmeyi
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hizlandirarak tedavi siirecini kisalttigini raporlamislardir. Wilhelm vd. (2012) BDNF
ekspresyonunu kalitsal olarak hiicre tipine spesifik bir sekilde manipiile ederek, BDNF'yi
Schwann hiicrelerinden ve motor noronlardan segici olarak uzaklagtirmislardir. BDNF
izolesi yapilmis Schwann hiicrelerinin aksonal yenilenmeyi yavaglatacagi ve hatta
durduracagini 6n gérmiislerdir. Bu grubu kontrol grubu olarak kullanan aragtirmacilar bir
baska izole edilen grupta aksonal u¢lar BDNF ve CNTF bilesiminden olusan yapiyla
sarmig Ve sinirsel iletim ve hiicresel yenilenmeyi takip etmislerdir. Tahmin edildigi gibi
BDFN’ten yoksun Schwann hiicreleriyle sarili olan néronlarda iyilesme ve sinirsel iletim
gbzlemlenmezken, BDFN ve CNTF bilesimi ile enkapsiile edilmis noronlarda sinirsel
iletimin devam ettigini ve aksonal yenilenmenin tahmin edilen siireden daha erken
tamamlandigini rapor etmislerdir. McGregor ve English (2019) BDNF ekspresyonunu ve
yazilimin1 diizenleyerek periferik sinir hiicrelerinde olusan yaralanmalara miidahale
ederek yenilenme siirecine destek olunabilecegini raporlamislardir. Bununla birlikte
BDNF’in hiicre igerisinde mRNA sentezini aktive ettigini, hiicre i¢indeki yapisal
proteinlerin sentezini hizlandirdigin1 ve bu yolla aksonal yenilenmeyi hizlandirdigini
aciklamislardir. Bu bilgiler sinir hiicrelerinin yenilenme siirecini desteklemesi ve tedaviyi
hizlandirmasiyla BDNF’in sinir hiicrelerinde olusan yaralanmalarda kullaniminin isabetli
bir karar oldugunu gostermektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

Yapilan ¢caligmada daha o6nce farkli calismalarda bireysel olarak denenen ve sinir
hiicrelerinin yenilenmesinde olumlu sonuglar veren kitosan tiipler ile BDNF rekombinant
protein bir araya getirilerek biyobozunur BDNF katkili tiipler tiretilmis ve fasiyal sinir
kesisi onarimi i¢in deney hayvanlarina implante edilerek tedavi siireci gozlemlenmis ve
tiretilen yapilarin yenilenme siirecine olan etkisi incelenmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Kitosan tiiplerin tiretimi i¢in gerekli olan kitosan Adaga Gida ve Danigmanlik San.
A.S.’den temin edilen karides kabuklarindan iiretilmistir. Kitosan iiretimi sirasinda
kimyasal proseslerde hidroklorik asit (HCI) (Sigma), Sodyum Hidroksit (NaOH)
(TEKKIM), hidrojen peroksit (H202) (Sigma), iiretilen kitosanmn molekiil agirligmin
belirlenmesi igin asetik asit (CH3COOH) (Merck), sodyum asetat (CH3COONa) (Merck)
ve elektro lif ¢cekim isleminde polimer ¢ozeltilerinin hazirlanmasi icin yiliksek molekiil
agirlili polietilenoksit (YMAPEO) (Sigma) ve asetik asit (CH3COOH) (Merck)
kullanilmistir. Tiiplere katkilanan BDNF proteini Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Temel Tip Bilimleri Boéliimii’nden temin edilmistir. Karides kabuklarinin égiitiilmesi
metal bigakli Fakir Aromatik 6giitme robotu, sentez prosesleri Samsung ME711
mikrodalga firin, kurutma islemleri Niive EV018 vakumlu etiiv, ¢ozeltilerin hazirlanmasi
ve karistirilmasi IKA C-MAG HS 7 marka ve model numarasina sahip manyetik
karistirict kullanilarak yapilmistir. Elektro lif ¢gekim islemi NE3 laboratuvar tipi elektro
lif ¢cekim cihazi ile yapilmis, cihaz ve cihaz bilesenlerinin gorselleri Sekil 3.1-3’te
verilmistir. Tartimlar Mettler Toledo marka ve TLE204 model numarasina sahip hassas
terazide, pH olciimleri Mettler Toledo Five Easy pH metre ile yapilmistir. Uretilen
kitosanin deasetilasyon derecesinin belirlenmesi i¢in Fourier Doniistimli Kizilotesi
Spektroskopisi yontemi kullanilmis ve 6lgtimler Perkin ElImer UATR Two, cihazi ile 400-
4000 cm™ dalga numaralar1 arasinda yapilmis, molekiil agirhiginin belirlenmesi igin de
kilcal borulu viskozimetre kullanilmistir. Uretilen kitosan lif 6rneklerinin optik
mikroskop goriintii analizleri de LEICA DM2500 alttan aydinlatmali mikroskopla
yapilmistir. Liflerin SEM analizleri Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Elektron
Mikroskop Gériintii Analiz Unitesi (TEMGA) imkanlar1 dahilinde ZEISS-LEO 1430
SEM elektron mikroskobu cihazi ile yapilmistir.

3.2. Karides Kabuklarindan Kitosan Uretimi

Temin edilen karides kabuklarindan kitosan iiretimi i¢in mikrodalga ile sentez
yontemi kullanilmistir.

3.2.1. Karides Kabuklarin Kitosan Uretimine Hazirlanmasi

Saf su ile yikanan karides kabuklar1 80 °C’de vakum ortaminda kurutulmustur.
Kurutma isleminin ardindan karides kabuklar1 6giitiilmiis ve sentez prosesleri i¢in uygun
duruma getirilmistir.

20



MATERYAL VE METOT T.E. AKAY

3.2.2. Karides Kabuklarinin Demineralizasyonu

Toz haline getirilen karides kabuklar1 kiitlece 1:10 oraninda 3 M HCI ¢ozeltisi ile
karistirllmis ve elde edilen karisim mikrodalga firnda 650 W giicte 20 dakika
bekletilmistir. Bu islem ile karides kabuklari i¢eriklerindeki minerallerden arindirilmistir.
Demineralize olan karides kabuklari pH degeri 7 olana kadar saf su ile yikanmis ve 80
°C’de vakum ortaminda kurutulmustur.

3.2.3. Karides Kabuklarinin Deproteinizasayonu

Minerallerinden arindirilan kabuklarin igerigindeki organik atiklarin ve protein
kalintilarinin giderilmesi amaciyla agirlik¢a (a/a) %8 derisime sahip NaOH c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Demineralize olan karides kabuklar1 agirlikga 1:10 oraninda NaOH
¢ozeltisiyle karigtirilmis ve 650 W giicte 20 dakika mikrodalga islemine tabi tutulmustur.
Mikrodalga yardimiyla proteinlerinden arindirma isleminin ardindan karides
kabuklarindan kitin ekstraksiyonu saglanmistir. Ekstrakte edilen kitin, pH derecesi 7
olana kadar saf suyla yikanmig ve 80 °C’de vakum ortaminda kurutulmustur.

3.2.4. Kitinin Renk Pigmentlerinden Arindirilmasi

Karides kabuklari renkli oldugundan dolay1 elde edilen kitin de ayni renk
pigmentlerini tagimaktadir. Bu renk pigmentlerinden arndirmak icin ekstrakte edilen
kitin kiitlece 1:10 oranminda H202 — HCI karisiminda oda sicakliginda bir giin
bekletilmistir. HoO2 — HCI karisimi hazirlanirken H202 ve kiitlece %37°lik HCI kiitle
oranlar1 9:1 olacak sekilde kullanilmigtir. 24 saat sonunda renk pigmentlerinden
arindirilan kitin polimeri pH degeri 7 olana kadar saf su ile yikanmis ve 80 °C’de vakum
ortaminda kurutulmustur.

3.2.5. Kitin Polimerinden Kitosan Polimerinin Elde Edilmesi

Kitosanin elde edilebilmesi i¢in kitinin deasetile edilmesi gerekmektedir.
Deasetilaston islemi i¢in agirlik¢a (a/a) %50 derisime sahip NaOH c¢ozeltisi hazirlanmis
ve kitin ile kiitlece 1:20 oraninda karistirilarak 650 W giicte 25 dakika mikrodalga islemi
uygulanmistir. Deasetilasyon islemi sonunda elde edilen kitosan pH degeri 7 olana kadar
saf su ile yikanmis ve 80 °C’de vakum ortaminda kurutulmustur.

3.3. Kitosamin Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi

Sentezlenen kitosanin deasetilasyon derecesinin belirlenmesi i¢in FTIR
spekturumlari alinmistir. 1655 ve 3450 cm ™! dalga numaralarindaki absorbans degerleri
yardimiyla asetilsayon ve deasetilasyon dereceleri belirlenmistir.

3.4. Kitosamin Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

Sentezlenen kitosanin ortalama molekiil agirliginin belirlenmesi amaciyla 1 gram
kitosan 50 mL hacme sahip 0,1 M Sodyum asetat (CH3COONa) — 0,2 M Asetik asit
(CH3COOH) karisiminda ¢ozdiiriilmiis ve elde edilen ana ¢ozeltiden agirlik/hacim
derisimleri (a/v) 0,002 g/mL, 0,004 g/mL, 0,006 g/mL, 0,008 g/mL ve 0,02 g/mL olacak
sekilde 5 farkli ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan c¢ozeltilerin her birinin bagil
viskoziteleri kilcal borulu viskozimetre yardimiyla akis siirelerinin Ol¢iilmesiyle
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hesaplanmis ve konsantrasyona karsi bagil viskozite grafigi yardimiyla 6zgiil viskozite
degeri hesaplanmistir. Mark Houwink esitligi kullanilarak kitosan polimerinin ortalama
molekiil agirligi hesaplanmaigtir.

3.5. Kitosan Elektro Liflerin Uretimi

Kitosan tiiplerin {iretim asamasi Oncesinde kitosandan elektro lif g¢ekim
yontemiyle boncuksuz ve homojen dagilima sahip liflerin elde edilmesi gerekmektedir.
Bu amagla oncelikli olarak polimer ¢dzeltilerinin lif ¢ekim islemine en uygun derisimleri
ve karisim oranlar1 belirlenmis, ardindan cihaz parametrelerinin optimize edilme
calismalar1 yapilmistir. Kusursuz liflerin {iretilmesiyle tiip tliretimine gegis saglanmaistir.

3.5.1. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Elektro lif ¢ekim islemi i¢in en uygun kitosan ve PEO konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢in 6ncelikli olarak 100 mL saf su ile 900 mL saf asetik asit karistirilarak
hacimce (v/v) %90 derisimde asetik asit ¢ozeltisi elde edilmistir. Elde edilen asetik asit
¢ozeltisi icerisine agirlik¢a (a/a) derisimi %7 olacak sekilde 73,150 g kitosan eklenmis ve
¢Oziinmesi i¢cin manyetik karistirici tizerinde oda sicakliginda bir giin beklenmistir. Bagka
bir balon joje igerisinde agirlik — hacim (a/v) derisimi %3 olan PEO ¢ozeltisi hazirlamak
icin 1 L distile su igersine 30,00 gram PEO eklenmis ve ¢Ozlinmesi i¢in manyetik
karistiricidda oda sicakliginda bir giin bekletilmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler stok
cozeltiler olup calisma siliresince bu ¢ozeltilerden belirlenen miktarlarda alinmis ve
seyreltme islemleri uygulanarak kullanilmistir.

3.5.2. Elektro Lif Uretimi icin Optimum Derisimin Belirlenmesi

Lif ¢cekim islemi i¢in en uygun konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla agirlikca
(a/a) %4, %5, %6 ve %7 derisime sahip kitosan ¢ozeltileri ana ¢ozeltinin seyreltilmesiyle
elde edilmis ve agirlik — hacim (a/v) derisimi %3 olan PEO sulu ¢ozeltisiyle kitosan —
PEO orani 3:1 olacak sekilde karistirilmislardir. Elde edilen karisim ¢ozeltiler 12 saat oda
sicakliginda karistirilmis ardindan 1 saat gaz cikis islemi icin bekletilmis ve ardindan
elektro lif gekim islemine tabi tutulmuslardir.

3.5.3. Elektro Lif Uretimi icin Optimum Cihaz Parametrelerinin Belirlenmesi

Lif ¢ekim islemi i¢in en uygun parametrelerin belirlenmesi amaciyla kisim
3.5.2’de hazirlanan ¢6zeltiler ayr1 ayri lif gekim islemine tabi tutulmuslar ve kusursuz
homojen dagilima sahip lif olusumu sadece agirlik¢a (a/a) %4 kitosan konsantrasyonunda
gozlemlendiginden cihaz optimizasyon islemleri bu konsantrasyon iizerinden devam
etmistir. Ik olarak uygulanmasi gereken potansiyel iizerinde ¢aligilmis, bu amagla
polimer ¢ozeltilerine 20 kV ile 35 kV arasinda gerilimler uygulanarak polimer jetlerinin
olugsmas1 gézlemlenmistir. Polimer jetlerini olusumunun saglandig1 6rneklerde akis hizi
optimize edilmeye calisilmistir. En uygun akis hizinin belirlenebilmesi i¢in polimer
¢ozeltisi 0,50 mL/h ile 2,50 mL/h degerleri arasindaki akis hizlar1 denenmistir. Akis hizi
ve besleme geriliminin belirlenmesinin ardindan igne ve toplayici arasindaki mesafe 10
cm ile 20 cm arasinda degistirilerek olusan liflerin homojen dagilim gosterdigi ve
boncuksuz yapida oldugu 6rnekler optik mikroskop goriintiileri alinarak belirlenmis ve
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bu Orneklere ait tiretim parametreleri not edilerek calisma belirlenen parametrelerle
devam etmistir.

Sekil 3.1. Lif tiretimi i¢in kullanilan NE3 laboratuvar tipi elektro lif gekim cihazi

() (b)

Sekil 3.3. a) Toplayict ve igne arasindaki mesafe ve mesafe degistirici kaldirag sistemi
b) Akis hizinin belirlenemsi i¢in kullanila infiizyon siringa pompasi
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3.6. BDNF Katkih Kitosan Tiiplerin Uretimi
3.6.1. Kitosan Tiiplerin Uretimi ve Bozunma Siirelerinin Belirlenmesi

Elektro lif ¢ekimi i¢in, en uygun kitosan derisimi olarak belirlenen agirlikca (a/a)
%4 konsantrasyona sahip kitosan ¢ozeltisi kullanilarak, kitosan — PEO orani 3:1 olan
kitosan — PEO ¢ozeltilerinin karisimi hazirlanmis ve bu karigimdan elde edilen ¢ozelti
kullanilmistir. Tiiplerin iiretimi i¢in standart elektro lif ¢ekim cihazi {izerinde tasarimsal
degisiklikler yapilmistir. Toplayici ana silindir sokiilerek yerine 2 mm kalinliginda
paslanmaz ¢elik tel monte edilmis ve liflerin bu tel lizerinde toplanmasi saglanmistir.
Cihaz tasarimini sematize eden gorsel Sekil 3.4°de verilmistir.

Toplayici -'r- Toplayici =

Gug Kaynagi Gug Kaynagi r

=0 = —

T =

+ +
Polimer Polimer
Cozeltisi Cozeltisi

Sekil 3.4. Cihaz tasarimindaki degisikligin gdsterimi

1,75 ml/saat akis hizi, 35 kV besleme gerilimi ve 20 cm toplayicit mesafesinde lif iiretimi
yapilmis ve tiretilen lifler 2mm kalinligindaki ¢elik tel {izerinde toplanmistir. Bu iglem 3
saat siirdiiriilmiis ve prosesin bitmesinin ardindan toplanilan liflerin tel iizerinden
alimmasiyla i¢ ¢ap1 2 mm dig ¢ap1 2.4 mm olan i¢i bos tiipler elde edilmistir. Tiipler 24
saat boyunca 50 °C sicaklikta vakum ortaminda kurutulmustur. Uretilen tiipler kitosan —
PEO karisimi igeren ¢ozelti kullanilarak yapildigindan tiiplerin yapisinda da kitosan —
PEO karisimi bulunmaktadir. PEO’nun iirtinden uzaklastirilmasi i¢in kurutma isleminin
ardindan tiipler saf su ile yikanmistir. Bu islem ayni zamanda kitosan lifler arasindaki
gbzenek miktar1 ve boyutunu da arttirmis bu sayede BDNF katkilanmasi i¢in ekstra alan
olusturulmustur. Yikanan tiipler tekrar 50 °C sicaklikta ve vakum ortaminda
kurutulmustur.

Uretilen tiiplerin biyolojik ortamda bozunma siirelerinin belirlenmesi i¢in 5 ml
serum fizyolojik ¢ozeltisi igerisine 1 g kitosan tiip konulmus ve 37 °C sicaklikta karanlik
ortamda birakilarak drnekler hazirlanmis ve 6rneklerin kiitle kayiplari bir ay boyunca giin
asir1 olarak gozlemlenmistir.

3.6.2. Tiiplerin BDNF ile Katkilanmasi

Yikanan ve kurutulan tiipler BDNF derisimi 22,5 mg/L olan BDNF ¢dozeltisi
igerisinde 24 saat bekletilerek etken maddenin lifler arasina emperenye olmasi
saglanmistir. Bu islem Oncesinde tiipler saf suya konularak vakuma tabi tutulmus ve
gozenekler arasina hapsolmus gazlarin ¢ikisi saglanarak gozenekler tamamen agik hale
getirilmistir. Uretilen tiiplerin BDNF ile katkilanma derecelerinin belirlenmesi icin katkil1
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ve katkisiz tiipler ayr1 ayr1 “Dumas” metodu ile azot analizine tabi tutulmus ve 6rneklerin
azot icerikleri arasindaki fark yardimiyla yapiya katilan BDNF ytlizdesi hesaplanmustir.

3.7 Uretilen Tiiplerin Optik Mikroskop Gériintiilerinin Alinmasi

Uretilen lif ve tiiplere ait optik mikroskop goriintiileme islemi Akdeniz
Universitesi Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Boliimii'nde gerceklestirilmistir.
Orneklerin goriintiileri alinirken 40 kat biiyiitme oran1 kullanilmistir. SEM goriintiileri ise
TEMGA biinyesinde bulunan ZEiSS-LEO 1430 SEM elektron mikroskobu cihaz ile
yapilmistir ve 10.000 kat biiyiitme altinda goriintiiler alinmistir.

Sekil 3.5. Uretilen lifleri optik mikroskop ile goriintiilenmesi
3.8. BDNF Katkil Kitosan Tiiplerin Hayvan Deneylerinde Kullanilmasi

Calismada 50 adet disi, geng, 200-260 gr arasinda Rattus norvegicus tiirii Wistar
sican kullanilmigtir. Tiim denekler 12 saat gece, 12 saat giindiiz sirklusunda ve her kafeste
4 denek olacak sekilde sinirsiz yem ve su ile beslenmis, deney dncesinde biitiin denekler
kontrol edilerek, normal olmayanlar deney grubundan ¢ikarilmis ve denekler 5 ana gruba
ayrilmistir. Tiim prosediirler Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Bakim ve Kullanim

Kuruluna sunularak gerekli izinler alinmistir. (Etik kurulu protokol numarasi:
2019.03.004)

Grup 1: Bu grup kontrol grubu olup 10 adet denek igermektedir. Denekler normal yasam
dongiilerine devam etmektedir.
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Grup 2: Bu grupta 10 adet denek bulunmaktadir. Bu deneklere cerrahi stres uygulanmasi
amaciyla fasiyal sinire ulasilmis ve dallar1 ortaya ¢ikarilarak kesi kapatilmistir. Vibrisseal
kas igerisine sadece serum fizyolojik enjeksiyonu yapilmistir. Bu grup Sham grubu olarak
isimlendirilmistir.

Grup 3: 10 adet denek bu gruba yerlestirilmis olup bu deneklerde fasiyal sinir transvers
yonde kesilip, primer tamir ger¢eklestirilmistir.

Grup 4: 10 adet denek iceren bu grupta deneklerin fasiyal sinirleri transvers yonde kesilip
iki sinir ucu arasinda biyobozunur katkisiz kitosan tiip yerlestirilmistir.

Grup5: Bu gruptaki 10 denegin fasiyal sinirleri transvers yonde kesilip iki sinir ucu
arasinda BDNF katkil1 kitosan tiip yerlestirilmistir.

Olympus SZ61 marka ve model numarasina sahip fiberoptik aydinlatmali operasyon
mikroskobu altinda deneklerin fasiyal sinir dallarina ulagilmis ve Grup 3 —5 deneklerinde
fasiyal sinir orta seviyesinde transvers olarak kesilmistir. Kesilen sinirin proksimal ve
distal govdesi dikis materyali yardimiyla baglanmis ve sinir liflerinin rejenere olmasi
onlenmistir. Sekil 3.6’da deney hayvanlari tizerinde yapilan kesi gosterilmektedir.

Sekil 3.6. Deney hayvani lizerinde uygulanan kesi

Cerrahi islem sonrasinda kesi 4.0 dikis materyali ile dikilerek kapatilmis ve denekler
postoperatif bakim odasinda iyilesmeye birakilmistir. Yapilan cerrahi islemler sonrasinda
denekler standart kafeslerine alindiktan sonra deneklerin uyanmalarina yakin bir zamanda
deneklere 3 giin boyunca 20 mg/kg TramadolHCI verilmis ve postoperatif analjezileri
saglanmigtir. Kesi tedavisi uygulanan deneklere 50 mg/kg/giin dozunda alfa lipoik asit
verilmis, bu tedavi iki giinde bir olacak sekilde (totalde 100 mg/kg) 2 ay boyunca
uygulanmstir. 2. aym sonunda tiim deneklerin vibrisseal kil hareketleri video kamera ile
kaydedilmis ve analizleri yapilmistir.
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Sekil 3.7. Fasiyal sinir ve dallar1 (b: bukkal dal, c: servikal dal, fn: fasiyal sinirin ana
govdesi, mm: marginalismandibulae dali, t: temporal dal, z: zygomatik dal)

(@) (b)

Sekil 3.8. a) BDNF katkili kitosan tiipiin doku igerisine yerlestirilmesi b) BDNF katkili
kitosan tiipiin fasiyal sinir transvers kesisine implante edilmesi

() (b) (©)

Sekil 3.9. a) Hasarsiz fasiyal sinir b) fasiyal sinire transvers kesi uygulanmasi ¢) BDNF
katkil1 kitosan tiipiin fasiyal sinir transvers kesisine implante edilmesi
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Deney gruplarinin olusturularak tiiplerin implante edilmesinin ardindan deneklerin
vibrissel killarindan en kalin ve en uzun killar olan 3. Siranin en arkadaki 2 kili hari¢
diger kallar kesilmistir (Sekil 3.10). Analiz amactyla aktif eksplorasyon hareketi sirasinda
3 — 5 dakika boyunca vibrisseal killarin hareketleri kayit altina alinmistir. Her denekten
elde edilen kayitlardan denek basinin hareketsiz oldugu 1,5 saniyelik diziler halinde
secilerek biyometrik analizleri incelenmistir. Deneklerin burun ucu ve goz ici koseleri
referans alinarak her bir kilin taban noktasi ve gévde tizerinde 0,5 cm uzakliktaki birer
nokta bilgisayar ortamina konulmus ve biyik killarinin protraksiyon ve retraksiyon agilari
arasindaki fark biiylikliik olarak hesaplanmistir. (Sekil 3.11)

(@) (b) (©)

Sekil 3.10. a-b) Saglikli farenin vibrisseal killarinin gériintiisii €) analiz amaciyla 3.
siranin en arka 2 kilinin saglam birakilmasi sonrasi goriintii

Sekil 3.11. Vibrisseal killarin killarinin protraksiyon ve retraksiyon agilart arasindaki
farkin olgtilmesi

Her bir grup icin elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak hesaplandiktan
sonra istatiksel anlamlilik Student t testi ile degerlendirilmis ve tiim analizler SPSS 11.0
programi kullanilarak yapilmis ve anlamlilik diizeyi 0,05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde {iretilen Kitosan polimeri ve iretilen Kitosan elektro liflerin
karakterizasyon c¢alismalari ile BDNF katkili kitosan tiiplerin uygulandigi hayvan
deneylerine ait sonuglar paylagilmistir.

4.1 Kitosanin Karakterizasyonu
4.1.1. Uretilen Kitosanin Deasetilasyon Derecesi

Uretilen kitosan polimerinin deasetilasyon derecesinin belirlenmesi amaciyla
Perkin Elmer UATR Two, cihazi ile 400-4000 cm™ araliinda  absorbasns dlciimleri
alinmistir. Deasetilasyon islemi 3 farkli zaman parametresiyle calisilmis ve 6rneklerin
FTIR spektrumlar1 Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Absorbans
_O
o
w

- R et O - e :.""",‘ “"""’.--...........".- '.":. oM\ o eeees
400 900 1400 1900 2400 2900 3400 3900
Dalga Sayis1 (cm)
= « « 5 dk Deasetilasyon = ceceeeees 10 dk Deasetilasyon = = = =20 dk Deasetilasyon

Sekil 4.1. Farkli deasetilasyon siirelerine sahip 6rneklerin FTIR spektrumlari

0,06
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0,04
0,03
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0,02

: r N
\

Na

0,01

O T T 1 T L T
1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400
Dalga Sayisi (cm1)
= -« 5dk Deasetilasyon =~ ceeeeeees 10 dk Deasetilasyon = = =20 dk Deasetilasyon

ekil 4.2. FTIR spektrumlarmm 1600-3500 cm™ araligindaki yakinlastiriimis goriintiisii
P g y g
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Spektrumlardan elde edilen sonuglar 1s1ginda 6rneklerin 1655 ve 3450 dalga sayilarindaki
absorbans degerleri kullanilarak asagidaki esitlikler yardimiyla asetilasyon ve
deasetilasyon dereceleri belirlenmistir. Proses zamanina olarak bagli deasetilsayon
derecelerinin degisimi Cizelge 4.2°de verilmistir.

DA(%) = ﬁxwo /1,33 (4.1)

DD(%) = 100 — DA(%) (4.2)

Cizelge 4.2. Deasetilasyon derecesinin iglem siiresine bagli degisimi

Ornek | Deasetilasyon | Asetilasyon Deasetilasyon
No Siiresi (dak) | Derecesi (%) | Derecesi (%0)

1 5 61 39
2 10 30 70
3 20 15 85

Cizelge 4.2°de de goriildiigii gibi proses siiresi uzadikca de asetilasyon derecesi de
yiikselmistir. Deasetilasyon siiresinin 5 dakika oldugu 6rneklerde deasetilasyon derecesi
%39, 10 dakika oldugu 6rneklerde %70 ve proses siiresinin 20 dakika oldugu drneklerde
deasetilasyon derecesi %85 olarak hesaplanmistir. Kitosanin biyomalzeme olarak
kullanim1 i¢in deasetilasyon derecesinin en az %80 olmas1 gerektigi goz {iniine
alindiginda 20 dk sonucunda elde edilen 6rneklerin deneylerin geri kalaninda kullanimi1
uygun bulunmustur.

4.1.2. Uretilen Kitosanin Molekiil Agirhg

0,1 M Sodyum asetat (CH;COONa) — 0,2 M Asetik asit (CHzCOOH) ¢6zeltisinin
ve bu karisiminda ¢ozdiiriilerek elde edilen, agirlik/hacim (a/v) derisimleri 0,002 g/ml,
0,004 g/ml, 0,006 g/ml, 0,008 g/ml ve 0,02 g/ml olan kitosan ¢dzeltilerinin ve kilcal
borulu vizkozimetredeki akis siireleri ve viskozite degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kitosan ¢ozeltilerinin viskozimetrede akis siireleri ve viskozite degerleri

Derisim (g/mL) Akis Siiresi (s) Nr Nsp TNred
0 67 1 0
0,002 90 1,343284 | 0,343284 | 171,6418
0,004 122 1,820896 | 0,820896 | 205,2239
0,006 165 2,462687 | 1,462687 | 243,7811
0,008 204 3,044776 | 2,044776 | 255,597
0,02 605 9,029851 | 8,029851 | 401,4925
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Molekiil agirliginin hesaplanabilmesi i¢in i¢sel viskozitenin hesaplanmasi gerekmektedir.
Esitlik 2.6’daki limit degerinin hesaplamak i¢in indirgenmis viskozitenin konsantrasyona
bagl degisimini incelemek yeterli olacaktir. Sekil 4.1°de indirgenmis viskozitenin
konsantrasyona bagli degisimi goriilmektedir.

450 -
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300 -
250 - ®.®
200 4 e Y
150 A
100 -
50
0 . . . . .
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Derigim (g/ml)

y = 12398x + 156,36

Nred (mllg)

Sekil 4.3. indirgenmis viskozitenin derisime bagl degisimi

Sekil 4.1°de goriildiigii tizere indirgenmis viskozite ile derisim arasinda dogrusal bir iligki
bulunmaktadir. Igsel viskozite ([n]) degeri bu dogrusal ifadenin konsantrasyon “0”
noktasina yaklasirken limit degeri yani ordinat eksenin kestigi noktadir. Bu bilgi
yardimiyla igsel viskozite ([n]) degeri 156,36 olarak hesaplanir. Bu asamadan sonra
molekiil agirliginin hesaplanmasi i¢in Mark — Houwing esitligi (Esitlik 2.7) kullanilir.
Esitlikte gecen K ve a degerleri polimer ¢oziicli sistemine ait katsayilar olup kitosanin
deasetilasyon derecesine baglh degiskenlerdir. Jia (2002) bu parametrelerin deasedilasyon
derecesine bagli degisimlerini Esitlik 3.1 ve Esitlik 3.2°de oldugu gibi tanimlamistir.

K = 1,64x10730xDD1* 4.2)
a = —1,02x10"2xDD + 1,82 (4.3)

Esitliklerde DD kitosanin deasetialsyon derecesidir. Sentezlenen kitosan polimerinin
deasetilasyon derecesi yerine yazildiginda K parametresi 1,69x107 ve a katsayis1 0,953
olarak hesaplanmistir. K ve a kat sayillarinin Mark — Houwing esitliginde yerine
yazilmasiyla sentezlenen kitosanin molekiil agirligi 160 kDa olarak hesaplanmistir.

4.2. Kitosan Elektro Liflerin Uretimi ve Karakterizasyonu
4.2.1 Elektro Lif Uretimi I¢in Optimum Derisimin Belirlenmesi

Deasetilasyon derecesi %85 ve ortalama molekiil agirligi 160 kDa olan kitosan
kullanilarak agirlik¢a (a/a) %4, %5, %6 ve %7 derisime sahip ¢ozeltiler ile agirlik —hacim
(a/v) derisimi %3 olan PEO sulu ¢ozeltilerinin kitosan — PEO oran1 3:1 olacak sekilde
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karistirtlmasiyla elde edilen karisim ¢ozeltilerin lif olusturabilme durumlart ve detaylari
Cizelge 4.3’te verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi kitosan polimerinden lif olusumu
kitosan konsantrasyonunu agirlik¢a (a/a) %4 ve %5 oldugu durumlarda goriilmiis fakat
hem homojen dagilimli hem de boncuksuz yani kusursuz lif olusumu sadece kitosan
derigiminin %4 oldugu durumda gézlemlenmistir. En uygun kitosan konsantrasyonunun
belirlenmesinden sonra tiim elektro lif ¢ekim islemleri bu derisimde devam etmistir.

Cizelge 4.3 Degisen kitosan konsantrasyonuna gore lif olusum durumu

Kitosan PEO Karisim Lif Boncuklu Lif Lif
Derisimi | Derisimi Oram Olusum Olusturma Dagilim
(a/a) (%) | (av) (%) | (K:PEO) | Durumu Durumu

4 3 3:1 var Yok Homojen
5 3 3:1 var Var Homojen
6 3 3:1 yok - -
7 3 3:1 yok - -

4.2.2. Elektro Lif Uretimi Icin Optimum Cihaz Parametrelerinin Belirlenmesi

Cizelge 4.4 ve 4.5’te uygulanan gerilim, akis hizi ve igne ucu-toplayict arasi
mesafenin degisimine gore gézlemlenen lif formasyonlar1 hakkindaki bilgiler verilmistir.
Ornek kodlamalar1 yapilirken ilk iki basamak uygulanan gerilimi, sonraki iki basamak
akis hizin1 ve son iki basamak igne ucuyla toplayici arasindaki mesafeyi belirtmektedir.
Ormegin L250510 kodlu 6rnek uygulamanin 25 kV gerilim altinda, 0,5 mL/h akis hizinda
ve igne ucu — toplayic1 mesafesinin 10 cm uzaklikta yapildigini belirtmektedir.

Cizelge 4.4. Uygulanan gerilim ve akis hizinin lif olusumu ve yapisina etkisi

Ornek |Gerilim| Akis Hizn | Mesafe

Kodu (kV) (mL/h) (cm) Sonug¢
L.200510 0,5 10
L201010 1 10
L201510 20 15 10 Lif olusumu Go6zlenmedi
L202010 2 10
L202510 2,5 10
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Cizelge 4.4’lin Devami

Ornek | Gerilim| Akis Hizn | Mesafe Son
Kodu | (kv) (mL/h) (cm) onu¢
L250510 0,5 10
L251010 1 10 Lif olusumu g6zlenmedi
L251510 - 1,5 10
L252010 2 10 Lif formasyonu gozlemlendi ¢6ziicii
L 252510 yeteri ka}dar buharlasamadlgl icin
25 10 olusan lifler polimer damlaciklari
arasina hapsoldu
L300510 05 10 Lif formasyonu gozlemlendi
' Polimer jeti devamlilik saglamadi
L301010 1 10
30
L.301510 15 10 Kusursuz lif formasyonu gozlemlendi
302010 2 10 homojen lif dagilimi gozlemlenmedi
L302510 2,5 10
L350510 05 10 Lif formasyonu gozlemlendi
’ Polimer jeti devamlilik saglamadi
L351010 1 10 Lif formasyonu gozlemlendi
35 Polimer jeti devamlilik saglamadi
L351510 1,5 10
352010 > 10 Kusursuz ve }EOIIIO.]en dgglllmll lif
formasyonu gozlemlendi
L352510 2,5 10

Kusursuz ve homojen dagilima sahip lif olusumu sadece agirlikca (a/a) %4 kitosan
konsantrasyonunda gézlemlendiginden cihaz optimizasyon islemleri bu konsantrasyon
baz alinarak yapilmistir. Uygulanan potansiyel ve akis hizina bagl olarak lif olusumuna
dair sonuglar Cizelge 4.4’te sunulmustur. Akis hizinin belirlenmesinin ardindan akis hizi
1,75 mL/h olarak sabit tutulmus ve uygulanan potansiyel ve toplayici-igne arasindaki
mesafenin lif cap1 ve gozenekli yapiya olan etkisi calisilmis ve Cizelge 4.5°te verilen
sonuglar elde edilmis ve Sekil 4.4-6’daki istatiksel dagilim grafikleriyle de
desteklenmistir.
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Cizelge 4.5 Uygulanan gerilim ve toplayict — igne aras1 mesafenin ortalama lif ¢capina
etkisi

Ornek Kodu | Gerilim (kV) | Mesafe (cm) Ortalama Lif Cap1 (nm)
3017510 10 1500
3017515 30 15 1350
3017520 20 900
3517510 10 1300
L3517515 35 15 950
.3517520 20 750
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5 6
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[300,500] (500,700] (700,900] (900, 1100] (1100,1300] (1300, 1500] (1500, 1700] (1700, 1900] (1900, 2100] (2100, 2300]

Lif Capi (nm)

Sekil 4.4. Ornek L3517510’un lif ¢ap1 dagilim grafigi
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Sekil 4.5. Ornek L3517515’in lif cap1 dagilim grafigi
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Sekil 4.6. Ornek L3517520’nin lif ¢ap1 dagilim grafigi

Ortalama lif ¢apint belirlemek amaciyla SEM goriintiileri kullanilmigtir. Farkli
bolgelerden rastgele segilen 100 farkli fiberin ¢aplar1 Image Plus SEM analiz programi
yardimiyla 6l¢iilmiis ve 6l¢iimlerin ortalamasi alinmistir.

Sonuclar géstermektedir ki uygulanan gerilimin lif olusumunda ¢ok 6nemli bir yeri
bulunmaktadir. Uygulanan gerilimin igne ucunda olusan polimer damlacigini
pargalayabilmesi i¢in gerilimin olusturdugu elektrik alan kuvvetinin polimer damlasinin
ylizey geriliminden daha biiyiikk olmasi gerekmektedir. Ayrica ¢ozelti akis hizinin |if
olusumu ve lif yapisina 6nemli 6l¢iide etki ettigi gozlemlenmistir. Akis hizinin optimal
deger araliginin ¢ok altinda kaldiginda polimer damlaciklar1 yeteri kadar biiyliyemeden
patladiklari i¢in yilizeyde lif olusturamamaislardir. Kesintisiz lif iretiminin saglanabilmesi
icin akis hiziyla uygulanan gerilim birbirleriyle uyumlu olmalidir. Yiiksek gerilim
uygulamanin olumlu yanlar1 gézlemlenmis olsa da polimer jetinin siirekli olabilmesi i¢in
polimer akis hizinin uygulanan gerilime uygun segilmesi gerekmektedir. Polimer jetinin
stirekliligi korunmak kosuluyla uygulanan gerilimin yiikselmesi polimer damlasi
icerisindeki polimer zincirlerinin birbirlerinden ayrilmasini kolaylastirdig: icin lif
capinda diisiis saglamaktadir. Uygulama alanina bagli olarak gozenek yogunlugu ytiksek
olan sistemler gerektiginde bu nokta gdz éniinde bulundurulmalidir. Igne ve toplayici
arasindaki mesafenin ¢ok kisa olmasi durumunda elektrik yiiklii polimer damlalart
toplayici ve igne arasinda yiik atlamasina sebep olarak kisa devre olusturmaktadirlar. Bu
sebeple toplayict ve igne arasindaki mesafeye c¢ok dikkat edilmelidir. Mesafenin
arttirllmas1 polimer damlasindan olusan jetlerin daha fazla elektrik alana maruz
kalmalarini saglamaktadir. Bu senaryo polimer zincirlerinin yolda ilerlerken tekrar tekrar
ayrismasint dolayistyla lif capimi diisiirerek daha gozenekli bir yapinin olusumunu
saglamaktadir. Mesafenin kontrolsiiz arttirilmas1 sonucunda polimer damlalar1 ¢ok fazla
parcalanma ve dagilmaya maruz kalacaklar1 i¢in toplayici tistiindeki kimi bolgelerde lif,
kimi bolgelerde ise film olusumuna sebep olmaktadir. Bu durum homojen lif dagilimini
engelleyerek istenilen durumdan uzaklasilmasina sebep olmaktadir.

4.2.3. Uretilen Liflerin Optik Mikroskop Gériintiileri

Uretilen tiiplerin ve liflerin optik mikroskop ile 40 kat biiyiitiilmiis goriintiileri
alinmigtir. Bu goriintiiler tiretilen liflerin homojen dagilim ve lif kusurlar gibi 6zelliklerin
belirlenmesi ve gozlemlenmesinde 6dnemli rol oynamaktadir. Bu béliimde en iyi sonug
alman 6 Ornek ile lif olusumunun gézlemlenmedigi ve boncuklu lif olusumunun
belirlendigi 6rneklerin optik mikroskop goriintiileri Sekil 4.7 — 15°de verilmistir.
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200 pm

Sekil 4.7. Lif olusumunun goézlemlenmedigi 6rneklerin 10 kat biiyiitme oranli optik
mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.9. Ornek L.252010’un 40 kat biiyiitme oranli optik mikroskop gériintiisii
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Sekil 4.11. Ornek L3012515in 40 kat biiyiitme oranli optik mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.12. Ornek L.3012520’nin 40 kat biiyiitme oranli optik mikroskop gériintiisii
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Sekil 4.15. Ornek L.3517520’nin 40 kat biiyiitme oranli optik mikroskop goriintiisii
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4.2.4. Uretilen Liflerin SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) Gériintiileri

Uretilen liflerin lif caplarinin belirlenmesi ve gozenek dagilimlarinin daha
ayrintili gozlemlenebilmesi i¢in SEM goriintiileri biiylik 6nem tagimaktadir. Asagida tiip
tiretiminde kullanilan liflerin SEM goriintiileri verilmistir. (Sekil 4.16 — 18)

y: WXL

Zone Mag = 2.50 KX —

EHT = 20.00 kv Zone Mag = 10.00 K X —

Sekil 4.16. Ornek L3517510’un sirastyla 2500 X,5000 X ve 10000 X biiyiitme oranli
SEM goriintiileri
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EHT =20.00 kv Zone Mag = 10.00 K X

Sekil 4.17. Ornek L3517515”in sirastyla 2500 X,5000 X ve 10000 X biiyiitme oranli
SEM goriintiileri
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EHT=20.00KV  Zone Mag= 1000KX [

Sekil 4.18. Ornek 3517520 nin sirasiyla 2500 X,5000 X ve 10000 X biiyiitme oranli
SEM goriintiileri

SEM goriintiileri, uygulanan gerilim ve akis hizinin sabit olmas1 kosuluyla igne
ucu ile toplayict arasindaki mesafenin artiginin lif ¢capinin diismesi, gézenek oraninin
yiikselmesi, daha homojen lif ve gézenek dagilimi olusumu tlizerinde olumu etkisi oldugu
kabuliinii desteklemistir. Bu durum BDNF katkilama islemi i¢in avantaj olusturmus ve
BDNF proteinin gozenekler arasina yerlesmesini kolaylastirmistir.
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4.3. Kitosan Tiiplerin Bozunma Testi Sonuclari

Yapilan testler sonucunda bozunmadan kalan kitosan yiizdesinin ge¢en zamana
bagl degisimi Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19. Kalan kitosan kiitlesinin zamana bagl degisimi

Grafikte toplanan verilerin veri analizi yapildiginda ikinci dereceden bir polinom
denklemine yaklastigi ve bu denklemin apsisler eksenini kestigi noktanin 90. giin
civarinda oldugu hesaplanmistir. Bu bilgi ile tiretilen tiiplerin canli organizma igerisinde
90 giinliik tedavi siiresi olusturabilecegi dngoriilmektedir.

4.4. BDNF Yiiklii Kitosan Tiiplerin Protein Miktarlarimin Belirlenmesi

BDNF yiiklii kitosan tiipler ve yiiklii olmayan kitosan tiiplerin igerdikleri azot
miktarlarimin kiitlece yiizdeleri Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Orneklerdeki azot miktarinin kiitlece yiizdeleri

% Azot
Katkisiz Kitosan Tiip 0,646
BDNF Katkih Kitosan Tiip 1,232

Cizelge 4.6’da goriilmektedir ki BDNF katkilama islemi sonrasinda orneklerin azot
oranlart arasinda %0,586’lik bir fark olusmustur. Bu deger 6,25 olan azot — protein
doniisiim faktorii ile ¢arpildiginda tiretilen katkil tiiplerin kiitlece %3,67 oraninda BDNF
icerdigi sonucuna ulagilmistir. Katkilama islemi i¢in 22 mg/L derisimdeki ¢ozeltiden 10
mL kullanilmis ve toplam 5 mg kitosan tiip kullanilmistir. Bu durumda ¢6zelti icerindeki
0,22 mg BDNF’in 0,19 mg kadarinin tiiplere katkilandig1 sonucuna varilmistir.
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4.4. Hayvan Deneylerinin Sonug¢lar:

Deneklerin video tabanli goriintii analizleri yardimiyla elde edilen vibrisseal killarin
protraksiyon ve retraksiyon agilari arasindaki farklarin biiytiklikleri hesaplanmis ve
Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Vibrisseal killarin motor performansinin biyometrik analizi

Deney Gruplar: Ag¢1 Farki Biyiikliigii (°)
Grup 1 61,3+10,7

Grup 2 60,1+5,8

Grup 3 18,4+5,3

Grup 4 15,9+4,2

Grup 5 29,5+2,1

Deney gruplarina ait vibrisseal killarin protraksiyon ve retraksiyon agilari arasindaki
farklarin biytklikleri karsilastirildiginda Grup 1 (Kontrol Grubu), Grup 2 (Sham
Grubu)'de biiytikliik degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi (p>0.05);
Grup 3 (primer tamir grubu) ve Grup 4 (kitosan tiip ile tamir grubu) karsilastirildigin da
ise primer tamir (Grup 3) grubunda kitosan tiip ile tamir (Grup 4) grubuna gore biiyiikliik
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (ANOVA, posthoc: Tukey test,
p>0.05) tespit edilmistir. Grup 3 (primer tamir grubu) ve Grup 4 (kitosan tiip ile tamir
grubu) ile Grup 5 (BDNF katkili kitosan tiip ile tamir grubu) karsilagtirildiginda ise her
iki grup ¢ifti ile arasinda istatistiksel olarak anlamli seviyede bir artiga sahip oldugu tespit
edilmistir (ANOVA, posthoc: Tukey test, p>0.05). Kontrol grubuna yaklasan
protraksiyon ve retraksiyon agilari arasindaki fark degeri ile BDNF katkili kitosan
tiiplerin fasiyal sinir yenilenmesini kolaylastirarak iyilesme siirecini hizlandirdigi
sonucuna ulasilmistir.
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6. SONUCLAR

Yapilan ¢alismada karides kabuklar1 kullanilarak kitosan polimeri lretilmis ve
tiretilen kitosanin deasetilasyon derecesi ve ortalama molekiil agirlig1 belirlenerek elektro
lif ¢ekim islemine tabi tutulmustur. Elektro lif elde etme isleminin basarili olmasi i¢in
gerekli kosullar saptanmis ve bu kosullarin lif yapisi ve kalitesini nasil etkiledigi
incelenme firsatt bulunmustur. Sentez kosullarmin {iretilen kitosanin kalitesine ve
kimyasal Ozelliklerine olan etkisi gozlemlenmis gerek kitosan ¢ozeltisinin
konsantrasyonu gerekse de tiretim yapilan cihazin proses parametrelerinin lif yapisi ve de
lif kalitesi tizerinde 6nemli etkiye sahip oldugu saptanmistir. Bu sonuglar asagidaki gibi
Ozetlenebilir.

e Uretilen kitosan polimerinin ortalama molekiil agirligi viskozite yardimiyla
hesaplanmis ve ortalama molekiil agirliginin 160 kDa oldugu goriilmistiir.

e Kitinin deasetile edilerek kitosana doniismesi sirasinda proses siiresinin son derece
o6nemli oldugu goriilmiis, proses siiresi uzadik¢a deasetialsyon derecesinin yiikseldigi
gozlemlenmistir. 20 dakikalik deasetilasyon islemi sonucunda deasetilasyon derecesi
%85 olan kitosan polimeri elde edilmistir.

e Deasetilasyon sirasinda yapidan ayrilan asetil gruplarinin molekiil agirligi yapiya
eklenen amin gruplarinin molekiil agirligindan daha yiiksek oldugu i¢in deasetilasyon
islemi ayn1 zamanda molekiil agirliginda da diisiise sebep olmaktadir. Bu sebeple
deasetilasyon islemi ¢ok dikkatlice yapilmalidir. Her ne kadar doku iskeleti olarak
kullanilan kitosan i¢in yiliksek molekiil agirliklar1 ¢cok fazla istenmese de bozunma
stiresi molekiil agirligina dogrudan bagli oldugu i¢in bu iglemler kontrollii bir sekilde
ilerletilmelidir.

e Kitosan ¢ozeltisi kullanarak lif iiretebilmek i¢in ¢6zelti konsantrasyonunun belirli limit
degerler arasinda olmasi gerekmektedir. Bu limit degerlerinin disina ¢ikildiginda lif
olusumu gozlemlenmemis ya da homojenlik kaybolmustur.

¢ Kitosan derisiminin agirlik¢a (a/a) %4 ten kiigiik ve kitosan : PEO oraninin 3:1 oldugu
durumda ¢ozeltinin viskozite ve yiizey gerilimi degerlerinin ¢ok diisiikk olmasindan
dolayr polimer jeti olusturmak yerine sprey olusturarak yiizey kaplama
gerceklesmistir.

e Kitosan derisiminin agirlik¢a (a/a) %4 ve kitosan : PEO oraninin 3:1 oldugu durumda
uygulanan gerilim ¢6zeltinin ylizey gerilimini yenmekte basarili olmus ve elektrik alan
kaynakli kuvvet polimer zincirlerinin birbirinden ayrilmasini saglamistir. Bu durum
boncuksuz ve homojen dagilimli lif olusumunu saglamistir.

e Kitosan derisiminin agirlikga %5’ten bilyiik ve kitosan : PEO oraninin 3:1 oldugu
kosullarda PEO yiizey gerilimini diistiriicii etki yapmis olsa da kitosan kaynakli
viskozitenin baskin gelmesi sebebiyle uygulanan gerilim yilizey geriliminden
kaynaklanan zorlayict kuvvetleri yenememekte ve polimer damlaciginin pargalanarak
jet olusturmasi engellenmis olmaktadir.

e Kitosan derisiminin agilikca (a/a) %5 ve kitosan : PEO oraninin 3:1 oldugu durumda
polimer damlaciklar1 par¢alanabilmis ve jet olusturarak lif formasyonu kazanmislardir.
Fakat ¢6zelti viskozitesi optimal degerden daha yiiksek oldugu i¢in polimer zincirler
tam olarak birbirlerinden ayrilamamis ve boncuklu yani kusurlu lif olugumu
gozlemlenmistir.

e Optimum konsantrasyonda polimer damlaciklarinin parcalanarak jet olusturmasi i¢in
uygulanan gerilimin en az 25 kV olmas1 gerektigi goriilmiistiir. Artan gerilimin lif
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capini diislirdiigli literatiir taramalarinda raporlanmig ve SEM goriintiileriyle de bu
durum kanitlanmistir. Bu sebeple uygulanan gerilim kademeli olarak arttirilmis ve en
diisiik 1if ¢ap1 ile en yliksek gézenek yogunlugunun olustugu durumun 35 kV gerilim
altinda oldugu gorilmiistiir.

Cozelti akis hizinin optimal degerlerden daha yiiksek olmasi durumunda polimer
damlaciklar1 olmasi gerekenden daha biiyik olmus ve uygulanan gerilim
damlaciklarin tam olarak parcalanmasi i¢in yeterli olmamistir. Bu durum ¢oziiciiniin
sistemden uzaklagsmasinit kisitlayarak olusan liflerin akmasi, ya da polimer
damlaciklar1 igerisine hapsolmasina sebep olmustur. Akis hizi optimum degere
yaklagtik¢a toplayicida olusan i1slaklik azalmis ve biriken polimer damlaciklari
kiiciilerek boncuk dedigimiz kusurlara dontismiistiir.

Cozelti besleme hizinin 1,5 mL/h — 2,5 mL/h araliginda oldugu durumda homojen
dagilimli hatasiz lifler olusmus ve siireklilik saglanmistir. Siirecin kontroliiniin daha
kolay olmasi amaciyla akis hizi ortalama degere yakin olan 1,75 mL/h olarak
belirlenmistir.

Uygulanan gerilimin 35 kV oldugu durumda igne ucu ile toplayici arasindaki
mesafenin 10 cm oldugu durumda lif olusumu goézlemlenmis fakat polimer jeti
devamlilik gdstermedigi i¢in homojen lif dagilimi gézlemlenememistir. Mesafenin
artmasiyla beraber polimer jeti devamlilik saglamis ve olusan liflerin caplarinin
kademeli olarak azaldigi goriilmiistiir. En diistik lif ¢apinin toplayici ile igne ucu
arasindaki mesafenin 20 cm oldugu durumda gézlemlenmistir.

Tiip {tretimi icin kullanilan tiiplerin yikanmasi ile gozenekler genisletilmis ve
BDNF’in yapiya girmesi kolaylastirilmistir. Ayrica tiiplerin vakum ortaminda
bekletilerek gozenekler arasina hapsolmus havanin alinmasi BDNF i¢in ekstra alan
olusturmustur.

Yapilan hesaplamalar sonucunda ¢ozelti igerisindeki BDNF miktarinin neredeyse
tamaminin tiipler tarafindan emildigi goriilmiistir.

Hayvan deneylerinin sonuglarini asagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir.

Primer tedavi uygulanan deneklerde 2 aylik siire¢ icerisinde beklenen yenilenme ve
tedavi gézlemlenmemistir.

Kitosan tiip tek basina sinir rejenerasyonu i¢in yeterli olmamaktadir. Katkisiz kitosan
tiip ile tedavi edilmek istenen deneklerin sundugu veriler gostermektedir ki primer
tedavi ile katkisiz kitosan tlip ile uygulanan tedavi arasinda belirgin bir fark
gbozlemlenmemektedir

BDNF proteinin sinir hiicrelerinin biiyiime ve yenilenme hizi {izerindeki etkisi,
katkilama yapilan tiiplerde etkisini géstermis ve BDNF katkili kitosan tiiplerle yapilan
tedavi primer tedavi ve katkisiz kitosan tiip ile yapilan tedavilere gére daha etkin ve
basaril1 oldugu belirgin bir sekilde gbzlemlenmistir.

Elde edilen bulgular sonucunda iiretilen BDNF katkil1 kitosan tlip yapisinin fasiyal sinir
kesisi tedavisi i¢in uygun bir aday oldugu sonucuna varilmaktadir. Kitosan lifler ile
olusturulan tiip yapist sinir ana govdesi i¢in klavuz gorevi tistlenmis, yanlis sinapslar
olusturarak sinir hiicresinin yanlis dokulara asilanmasini ya da fasiyal sinir gévdesinin
baska sinir demetlerine asilanmasini engelleyen iskelet yapiyr olusturmustur. BDNF
proteinin sinir rejenerasyonu ve koadaptasyonunu hizlandirici etkisi tedavi siirecini
hizlandirmistir. BDNF ile kitosan tiip yapisinin birlesmesiyle fasyal sinirin dallanmasi
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engellenecek, dallanma sonucu olusabilecek yeni uzantilarin sebep oldugu degisken goz
kirpma refleksleri, konusma giigliikleri ve istemsiz kas segirmeleri gibi yan etkilerin
Oniine gegilebilecek, yiiz felci, tat alma duyusunda azalma ya da korelme, istemsiz yiiz
refleksleri ya da kontrolsiiz mimik olusumu gibi durumlar engellenerek hizli bir tedavi
imkan1 sunulacaktir. Ekonomik, estetik deformasyon sebebiyle ortaya ¢ikabilecek
psikolojik sorunlarin 6niine gegilerek hem toplumsal refaha hem de literatiire katkilarda
bulunulacaktir.
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