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OZET

Biyopolimerik malzemeler biyoteknolojik alanlarda son yillarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genellikle, sentetik polimerlerin kullanimi ¢ok daha kolay ve
maliyeti diisiik olsada biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklarinin diisiik olmasi
nedeniyle dogal biyopolimerlere de ihtiyag duyulmaktadir. Bundan dolay1 6zellikle
doku miihendisligi, filtre membran malzemeleri {izerine ¢alisan arastirmacilar dogal
biyomalzemelerden yararlanarak yeni biyokompozit malzemeler tasarlanmaya
odaklanmistir. Biz de planlamis oldugumuz calismada, dogal biyomalzemeler ile
kemik, kikirdak doku i¢in doku iskelesi ve agir metal gideriminde sisme ve adsorbe
kabiliyeti yiiksek yap1 iskeleleri {iretimi amacladik. ilk asamada denizel Geoida
macandrewii siingerinin i¢ yapisinda izole edilen biyosilika fiberin iskele igerisinde
kullanim orani belirlenerek doku miihendisligi alaninda kullanimi incelenmistir.
Ikinci asamada ise dogal biyosilika fiber katkili karboksimetil kitosan temelli iki fazli
hidrojel doku iskelesini dondurarak-kurutma yontemi ile Uretimi saglanmistir.
Uretilmis olan iskelelerin kimyasal kompozisyonu FTIR analiziyle, genel morfolojik
Ozellikleri SEM cihaz1 kullanilarak arastirilmistir. Malzeme karakterizasyonlari
tamamlandiktan sonra ise sterilize edilen iskelelerin biyouyumluluk analizleri
canlhilik, proliferasyon, ALP aktivitesi ve GAG miktar1 Olgiilerek tamamlanmistir.
Ikinci iskele icin, Annelida subesinde yer alan ve deniz fareleri olarak bilinen
Aphrodita aculeata’nun sa¢ benzeri setac yapilarindan B-kitin nanofiber Gretimi
yapilmis ve CMCht polimeri igerisinde eklenerek kompozit hidrojel doku iskelesi
tiretilmistir. Elde edilen iskelerin fizikokimyasal karakterizasyonlar1 yapilmis ve agir
metal giderimi caligmalar1 yapilmistir. B-kitin nanofiber takviye edilmis CMCht
temelli hidrojel yap1 iskelesi i¢in bakir giderimi ¢alismalari atomik absorpsiyon
spektroskopisi ile yapilmis ve sonuglarina bakildiginda maksimum adsorpsiyon
kapasitesinin yaklasik %28 (2 saat, 100 ppm) oldugu belirlenmistir. Bu caligma,
iskelenin Cu (II) giderimi i¢in kullanilabilecek alternatif, etkili, tekrar kullanilabilir,
yenilik¢i ve c¢evre dostu bir filtre iirlinii olabilecegini gostermistir. Sonug olarak
dogadan izole edilen biyomalzemelerin biyoteknolojik alanlarda kullanilabilir oldugu
ve ileri ki ¢alismalarin 6niinii agacagi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyomalzemeler, Doku Miihendisligi, Agir Metal Giderimi,
Iskele Tasarimi.

Eylal, 2023; 69 sayfa
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF A THREE-
DIMENSIONAL SCAFFOLD BASED ON CHITIN AND BIOSILICA FOR
USE IN BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS

Bahar AKYUZ YILMAZ

Aksaray University
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Supervisor: Prof. Dr. Murat KAYA
ABSTRACT

Biopolymeric materials have been widely used in the field of biotechnology in recent
years. Although the use of synthetic polymers is generally easier and more cost-
effective, the need for natural biopolymers arises due to their lower biocompatibility
and biodegradability. Consequently, researchers focusing on tissue engineering, filter
membrane materials have turned their attention to designing new biocomposite
materials using natural biomaterials. In our planned study, we aimed to produce
scaffolds with high swelling and adsorption capabilities using natural biomaterials
for bone and cartilage tissue engineering and heavy metal removal. In the initial
phase, the usage ratio of biogenic silica fibers isolated from the marine sponge
Geodia macandrewii within the scaffold was determined, and their potential for use
in tissue engineering was examined. In the second phase, a two-phase hydrogel
scaffold, incorporating natural biogenic silica fibers and carboxymethyl chitosan,
was produced through freeze-drying. The chemical composition (FTIR), surface
morphology (SEM) of the produced scaffolds were investigated. After material
characterization, the biocompatibility analyses of sterilized scaffolds were completed
through measurements of viability, proliferation, ALP activity, and GAG content.
Nanofibers of B-chitin were produced from the hair-like setae structures of Aphrodita
aculeata, commonly known as sea mouse, within the Annelida Phylum. These
nanofibers were incorporated into a composite hydrogel scaffold with CMCht
polymer. Physicochemical characterizations of the obtained scaffolds were
performed, and studies on heavy metal removal were conducted. Copper removal
studies for the CMCht-based hydrogel scaffold reinforced with B-chitin nanofibers
were carried out using atomic absorption spectroscopy, revealing a maximum
adsorption capacity of approximately 28% (2 h, 100 ppm). This study demonstrated
that the hydrogel scaffold could be an alternative, effective, reusable, innovative, and
environmentally friendly filtering product for Cu (1) removal. In conclusion, it is
anticipated that naturally derived biomaterials are applicable in biotechnological
fields and that further exploration in various applications will be promising for future
studies.

Keywords: Biomaterials, Tissue Engineering, Heavy Metal Removal, Scaffold
Design.

September, 2023; 69 pages
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1. GIRIS

Cesitli uygulamalar i¢in uygun ileri biyoteknolojik yaklagimlarin gelistirilmesi,
genellikle kontrol edilebilir yapilara sahip modern biyokompozit malzemelerin
uretimini gerektirmektedir. Gelismis biyomalzemelerin kullanimi1 i¢in dogadan ilhan
alinarak tretilen ve kullanim alanina uygun olarak tasarlanan iskelelere ilgi artmistir.
Doga, malzeme sentezi i¢in geleneksel yaklasimlar yerine, son derece yumusak
kosullar altinda olaganiistii fiziksel ve mekanik oOzelliklere sahip ¢ok cesitli

biyomalzemeler tiretmek iyi bir kaynak olusturmaktadir.

Caligmamizda biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmak iizere doku miihendisligi
ve agir metal giderim ¢alismalarinda kullanilmak iizere iki farkli 6zelliklere sahip 3D

iskele tasarimi ve karakterizasyonlarinin yapilmasi amaglanmistir.

Tezde iiretilen iskelelerden ilki i¢in iki fazli morfolojiye sahip olmasina dikkat
edilmistir. Ciinkii osteokondral dokularda hem kemik hem de kikirdak dokunun
morfolojisine uygun olmasi 6nem kazanmaktadir. Bundan dolayi, osteokondral
dokularda kullanilmak {izere gézenekli morfolojiye sahip 3D iskele liretimi icin
yaygin olarak tercih edilen dondurarak-kurutma yonteminin kullanilmistir. Doku
iskelelerinin morfolojileri ve yapi icerisindeki cam fiber dagilimi Taramali Elektron
Mikroskobu  (SEM) ile belirlenmistir.  Sonrasinda  doku iskelelerinin

biyouyumlulugunu aragtirmak igin in vitro hiicre kiiltiiri galismalar1 yapilmigtir.

Diger iskele ise dogaya biyoteknolojik bir bakis acisiyla yaklasarak elektrospinleme
cihaz1 ve higbir kimyasal ¢oziicii kullanmadan A. aculeata’ nin sa¢ benzeri setae
yapilarindan B-kitin nanofiber iiretimi yapilmistir.  B-kitin nanofiberler CMCht
polimeri igerisinde karistirllmasinin ardindan PEGDE ile c¢apraz baglanmasi
saglanarak kompozit hidrojel doku iskelesi iretilmistir. Sonug¢ olarak,
gerceklestirilen iskelerden karakterizasyonlarin sonucunda yizey morfolojisi en

uygun iskele segilerek agir metal giderimi ¢alismalari yapilmistir.

Calisma gergeklestirilirken Covid-19 pandemisinden dolayr malzeme temin
slirelerinin uzamasi ve laboratuvarlarin bir siireligine kapatilmasindan dolay1 tez igin
yapilmasi planlanan c¢aligmalarda aksakliklar olmustur. Tim bu zorluklar
degerlendirildiginde, yasanan pandeminin biitce Uzerinde de etkileri diisiiniilerek

iskelenin birinden vazgecilerek iki farkli iskele tasarimina bunlardan birinin doku
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miithendisliginde digerinin ise agir metal giderimi calismalarinda kullanimin

arastirilmasina jiiri iiyeleri ile ortak karar alinmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyomalzeme Turleri

Biyomalzemeler, insan vicudunda htcreler ve dokular gibi biyolojik sistemlerle
etkilesime giren malzeme smifidir. Bu malzemeler, kullanildiklar1 yer ile uyumlu
olmas1 ve viicutta ¢esitli islevleri yerine getirmeleri igin destek saglamasi gibi
Ozelliklere sahip olacak sekilde tasarlanmaktadir. Biyomalzemeler, tipta,
biyoteknolojide, ilag tasiniminda, filtre membran sistemlerinde, sensor iiretiminde,
hasarli doku tamirinde, hastaliklarin teshis ve arastirma amaclar i¢in kullanilabilecek
diger alanlarda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Wong ve Bronzino, 2007). Yaygin

olarak kullanilan biyomalzeme tiirleri asagidaki gibi siniflandirilmistir.

2.1.1 Metaller

Biyomalzeme siifindan biri olarak metaller, 6zellikle yik tasiyan implantlar, eklem
ve kalgca protezlerinin yerini alabilen en yaygm olarak kullanilan yapi iskelesi
olmaktadir. Cogu metalik biyomalzemeler, korozyona direngli olmali, biyouyumlu
olmali, kullanilacak yere gore yeterli mekanik destek saglamali ve kolay bulunabilir
olmas1 beklenmektedir. Her metalik biyomalzemenin tiim bu 6zellikleri bir arada
tasimast mimkiim olmayabilir (Ping, 2014). Bu nedenlerden dolayr metalik
biyomalzemeler O6zelliklerine gore farkli bolgelerde kullanilmaktadir. Titanyum,
paslanmaz celik ve diger metaller, saglamliklari, dayanikliliklar1 ve insan viicudu ile
uyumlu olmalar1 nedeniyle ortopedik implantlarda, discilik ve kardiyovaskiiler

cihazlarda kullanilmaktadir.
2.1.2 Polimerler

Tip ve biyoteknoloji alaninda c¢esitli polimerler kullanilmaktadir. Polimerik
biyomalzemeler, dogal ve sentetik polimerlerden {iretilmesine karsilik bunlarin

medikal ve gevresel uygulamalar i¢in kullanimi igin tiriinler gelistirlmektedir.

2.1.2.1 Dogal polimerler

Dogal biyopolimerler genellikle kitin, Kitosan, alginate, jelatin, nisasta, ipek gibi
canlt organizmalardan meydana gelen molekiillerdir. Bu polimerler, ¢esitli biyolojik

strecler ile olusur ve biyouyumluluk, biyobozunabilirlik gibi 6nemli 6zellikleri
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sayesinde son yillarda canli organizmalara malzeme tasarimi konusunda ilgi artmigtir

(Klein ve Poverenov, 2020).
2.1.2.2 Sentetik polimerler

Sentetik biyopolimerler, kullanildiklar1 alana g6re avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir. Baz1 sentetik biyopolimerler tek kullanimlik bazilar1 ise uzun siireli
kullanma imkani vermektedir. Genellikle kullanilan sentetik polimerler; polistiren
(PS), polietilentereftalat (PET), politretan (PU), polietilen (PE) gibi malzemelerdir.
Ayrica, yaygin olarak poli (glikolik asit), poli (laktik asit) ve bunlarin kopolimeri
poli (laktik asit-ko-glikolik asit) iskele iiretiminde kullanilmaktadir (Sachlos ve
Czernuszka, 2003).

2.1.3 Biyoseramikler

Biyoseramikler, biyoinert (Aliimina, zirkonya), gozenekli (hidroksiapatit kapl
gozenekli metaller), biyoaktif (biyoaktif camlar, hidroksiapatit) ve biyobozunur
(kalsiyum siilfat, kalsiyum fosfat) seramikler olarak 4 gruba ayrilmistir. Biyoinert
seramik ile doku arasinda ne kimyasal ne de biyolojik bir baglanti olmadig1 icin
ileriki donemlerde sorun yasanmaktadir (Holand vd., 2008). Gozenekli seramiklerde
ise biyolojik baglanti s6z konusudur, gozenekli yap1 sayesinde ylizey alan artar ve
canlt dokunun baglanmast i¢in iyi bir yiizey olusturur. Biyoaktif seramikler ise doku
ile malzeme arasinda spesifik baglanma yapar. Biyoaktif cam, cam-seramik ve
hidroksiapatit gibi malzemelerin her biri farkli baglanma orani, mukavveti ve etkisi

farklilik gosterebilmektedir.
2.1.4 Kompozitler

Kompozit biyomalzemeler, farkli 6zelliklere sahip iki ve/veya daha fazla farkli
malzeme turdindn bir araya getirilerek olusturulan ve her bir bilesenin gii¢lii yonlerini
6n planda tutarak bir kombinasyon olusturmay1 amaglayan malzemelerdir. Kompozit
biyomateryalleri  kullanmanin  amaci  genellikle tek basma  kullanilan
biyomalzemelerin dezavantajlarinin istesinden gelmek veya tek bir materyalde eksik
olan spesifik 6zelliklerin iyilestirmesini saglamaktir (Katz ve Willner, 2004). Bu
baglamda kompozit malzemeler, kullanilacak materyale uygun mekanik mukavemet,

yuksek biyouyumluluk, biyobozunurluk, yiizey morfolojisi gibi daha iyi doku
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entegrasyonu ya da yiiksek adsorbe kabiliyeti saglayan filtre membarin1 gibi ¢ok
gesitli  Ozellikler  sergileyecek  sekilde  tasarlanabilmektedir.  Kompozit
biyomalzemeler; polimer-seramik kompozitler, hidrojel kompozitler, metal-polimer
kompozitler, fiber takviye edilmis kompozitler, ila¢ ylklenmis kompozitler,
nanokompozitler ve dogal polimer kompozitler olusturularak uygun uygulama
alanlarina gore biyokompozit malzemeler tasarlanabilmektedir (Aaliya vd., 2021,
Park vd., 2017).

2.2 Hidrojel Iskeleler

Hidrojeller, sulu ortamlarda yiiksek sisme kapasitesine sahip polimer zincirlerinden
olusan ii¢ boyutlu malzemelerdir. Hidrojeller, yapisinda bulunan polimer zincirler
ile ¢apraz baglanarak ¢6ziinmeye karsi direng kazanarak yapisal bittunluklerini korur.
Bu benzersiz 6zellik, onlar1 tip, tarim, biyoteknoloji ve malzeme bilimi dahil olmak
lizere cesitli alanlarda genis bir uygulama yelpazesinde kullanimimi 6n plana
cikarmigtir.  Nanopartikiller, fiberler veya diger malzemeler birlestirilerek,
hidrojellerin yapisal 6zelliklerinde iyilestirme yapilabilmektedir. Bu iyilestirmeler
kullanim alanina gore belirlenebilmektedir (Spicer, 2020). Hidrojeller, kendi
agirliklarimin birkag kat1 kadar su emebilir ve tutabilir, bu 6zellikleri sayesinde
Kontrolli  salimim  gerektiren uygulamalarda kullanigli  olmaktadir. Ayrica
biyopolimerler ile Gretilen hidrojeller biyolojik olarak uyumludur bu sayede biyolojik
sistemlerle etkilesime girebilir, bu da tip, medical ve farmasétik uygulamalarda
kullanmak igin uygun hale getirir. Yumusak ve esnek bir dokusu bulundugu i¢in
yapisal olarak dogal dokulara benzerlik gosterir, bu sayede biyolojik ortamlar: taklit
etmeyi saglar.

Hidrojel iskeleler iiretilirken, kullanilan polimer, ¢apraz baglayici ajan ve yogunlugu,
biyolojik bozunma, mekanik dayaniklilik ve uyaranlara kimyasal ve biyolojik tepki
gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip iskeleler tasarlanabilir ve sentezlenebilir.
Ayrica hidrojeller fiziksel ve kimyasal Ozellikleri kullanim alanina gore
degistirilebilir, kullanilan polimer, ¢apraz baglayici ajan ve diger faktorler ile

belirlenebilmektedir (Nezhad-Mokhtari vd., 2019; Jeong vd., 2017).



2.3 Hidrojel iskelelerin Uretim Teknikleri

Biyomalzemelerin doku miihendisliginde nanopartikiil, nanofiber, nanokompozit,
hidrojel ve gozenekli slinger gibi c¢esitli yapilarda kullanimi oldukg¢a dikkat
cekmektedir (Zhu vd., 2020). GoOzenekli ve/veya fiberli hidrojel iskeleler Gretmek
icin yaygin olarak; elektroegirme (Ding vd., 2020; Tan ve Zhou, 2020), dondurarak-
kurutma (Fereshteh, 2018; Khoramgah vd., 2020), Solvent dokimu/partikal lici
(Kaur vd., 2016), faz ayirma (Mabrouk vd., 2020) ve gaz kopiirmesi (Haleem vd.,
2020) gibi teknikler kullanilmaktadir (Kim vd., 2003; Seyednejad vd., 2012;
Mirtaghavi vd., 2020; Spicer, 2020; Tan ve Zhou, 2020).

2.3.1 Dondurarak-kurutma

Dondurarak-kurutma yontemi, birbirine bagli ve hiicre biiylimesi i¢in uygun
gbzeneklere sahip lic boyutlu (3D) yapilar1 inga etme kabiliyeti nedeniyle hiicre dist
matrisi (ECM) taklit eden mimari yapi iskeleleri tiretmek igin umut verici bir
tekniktir (Fereshteh, Z., 2018). Bu teknikte yap1 iskelelerinin gozenekliligi,
liyofilizasyon yoluyla uretilir, burada ¢oziictinin buz kristallerinin ¢ézeltideki donma
sicakligi ve polimer agirlik oranin1 kontrol ederek elde edilebilmektedir. Burada su
partikiilleri vakum altinda, diisiik basingta buharlastirilir ve 3D iskele kurutulmus
formda elde edilir (Liu ve Webster, 2007; Sughanthy vd., 2015). Bu teknikle Uretilen
iskelelerin gozenekli slinger yapisi, simiile edilmis viicut s1visina daldirildiktan sonra
bile korunur. Dogal veya sentetik polimerlerden ve bunlarin hidroksi apatit ve
biyoaktif cam gibi inorganik biyomalzemelerle kompozitlerinden c¢esitli 3 boyutlu
yapilar hazirlamak icin liyofilizasyon teknigi kullanilarak yapilmistir (Bao vd.,
2019).

2.3.2 Elektro-egirme

Nanofiber iiretimi i¢in en fazla kullanilan yontem elektrospinleme yontemidir. Bu
yontemde kullanilan cihazin kurulumu, kullanimi basit ve ucuz olmasindan dolay1
tercih edilmektedir. Elektrospin ile nanofiber Uretimini etkileyen faktorler (i)
cevresel faktorler (molekiiler agirlik, viskozite, iletkenlik, yiizey gerilim kuvveti,
dielektrik sabiti), (i) islem parametreleri (akis hizi, uygulanan voltaj, ¢ozelti

sicakligl, igne tabanlik arasi mesafe), (iii) ¢evre kosullar1 (nem, sicaklik, basing,



atmosfer cinsi)’dir (Ibrahim ve Klingner, 2020). Bu parametrelerin her birinin
optimizasyonlarinin zor olmasindan dolay1 elektrospinlemede kullanilan fiberlerin
tekrarli tiretimlerinde ayni sartlarin saglanmasi oldukg¢a zordur. Elektrospinleme ile
elde edilen fiberler esit boyutlarda elde edilemedigi gibi yapida kiriklarin ve
boncuklarin olusumu da ger¢eklesmektedir. Bu sorunlara ¢6ziim getirebilmek igin ek
kimyasallar ile kompozit olusturularak nanofiberler elde edilmistir (Gutierrez-
Gonzalez vd., 2020; Tan ve Zhou, 2020; Saatchi vd., 2021; Xing vd., 2021). Cesitli
polimerler kullanilarak elde edilen nanofiberler ¢ok biiyiik bir yiizey alan/hacim

oran1 ve kiiciik por boyutlar ile yliksek gdzeneklilik gibi 6zelliklere sahiptir.
2.3.3 Solvent dokumu/partikdl lici

Bu teknigin basitligi ve fabrikasyon iskelelerin porojenlerin miktar1 ve boyutu
yoluyla gozenekliligi {izerindeki kontrolii ¢ekici olmasina ragmen, Solvent
dokimi/partikdl lici tekniginde polimer c¢ozeltisi boyunca tuz partikillerinin
muntazam diizeni yoktur. Bu dezavantaj, tuzun ve polimerin farkli yogunlugundan
kaynaklanmaktadir (El-Kady vd., 2012). Diger bir dezavantaji ise polimer ve
porojenlerin, polimer soliisyonu tarafindan tamamen etrafini sarldiginda polimer ve
porojenlerin karismasi ve bunun da tuz partikiillerinin su ile uzaklastirilmasinin zor
olmasidir. Ayrica yap1 iskelesi malzemesi polimer solvent tipinden dolayi

cozlnlebilmesi gibi dezavantaji vardir.
2.3.4 Termal olarak indiklenen faz-ayirma teknigi

Doku i¢in gozenekli iskeleler imal etmek igin faz ayirma teknikleri kullanilmustir.
Termal olarak indiiklenen faz ayirma teknigi (TIPS), faz ayrilmasini baslatmak i¢in
termal enerjiyi kullanarak istenen homojen gézenekli yapiya sahip yapr iskelelerini
uretebilmektedir. Polimer agisindan fakir ve polimer agisindan zengin fazlar igeren
cok fazli bir sisteme indiikleyen termodinamik olarak dengesizlige yol agcan homojen
polimer ¢ozeltisinin sogutulmasindan olusturur (Sampath vd., 2016). Daha sonra,
polimer agisindan zengin faz katilasarak bir matris olusturur ve polimer agisindan

fakir faz, ¢oziicliniin ¢ikarilmasinin bir sonucu olarak gézeneklere dontisUr.



2.3.5 Gaz kopurtme teknigi

Bu teknik, gaz kopiirtme teknigi olarak bilinir ¢iinkii polimere sodyum bikarbonat
gibi kopdrtict bir madde kullanilmaktadir. Polimer disklerine, tabi tutulan madde
icinde gaz artisim1 ve gelisimini hizlandirmak i¢in yiliksek basingli gaz
uygulanmaktadir (Liao vd., 2012; Wang vd., 2006). Daha sonra numuneler liyofilize
edilerek, yaklasik 100 um'lik gbézenek caplart ve gaz cikisi iizerine %93'e kadar

g6zeneklilige sahip yapi iskelesi elde edilmektedir.
2.4 Hidrojel iskelelerin Biyoteknolojik Kullanim Alanlari

Hidrojeller cesitli uygulmalar i¢in farkli 6zelliklerle tasarlanabilme yeteneklerinden
dolay1 genis kullanim alanlarina sahiptir. Hidrojeller; biyomedikal uygulamalar,
doku miihendisligi, ziraat, biyosensor, hijyenik Urlnler, yara 6rtusi, ilag tasinim
sistemleri, atik su giderimi, gida gibi bir¢cok alanda kullanilabilmektedir (Ahmed,
2015). Biyomedikal uygulamalar da ilag taginim sistemlerinde, yara ortiisii olarak,
kontakt lenslerin tiretiminde kullanilmistir (Hamidi vd., 2008; Shantha ve Harding,
2002). Doku miihendisliginde tedavi amagli biyoaktif molekiillerin veya ilaglarin
kontrollii salinimini saglayabilmektedir ve doku hasarin1 gidermek i¢in hiicreler ve
dokular igin yapi1 iskelesi olarak kullanilmaktadir (Kashyap vd., 2005; Stamatialis
vd., 2008). Hidrojellerin ylksek su tutma kapasiteleri nedeniyle ¢ocuk bezi, hijyenik
kadin pedi, yara bakim sargisi gibi iiriinlerde de kullanilmistir (Sun vd., 2002). Tarim
da ise, toprakta su tutulmasini ve besin iletimini iyilestirerek bitki biiylimesini
artirabilmekte ve su kullanimini azaltabilmektedir. Gida endiistrisinde ise, gida
bilesenlerini kapstillemek, nem igerigini kontrol etmek ve iyilestirmek i¢in
kullanilmistir. Hidrojellerin su emici 6zelliklerinden dolay1 bir diger kullanim alani
kirleticileri sudan ve topraktan emmek ve uzaklagtirmak icin ¢evresel iyilestirme
malzemeleri olarak kullanilmistir (Sharma ve Tiwari, 2020; Van Tran vd., 2018).
Sensorlerde ise sicaklik, pH veya belirli iyonlar gibi ¢evresel kosullardaki
degisikliklere yanit olarak sisen veya kiiclilen duyarli hidrojeller kullanilmaktadir
(Tavakoli ve Tang, 2017). Kozmetik alaninda ise nemlendirici ve cildi yatigtirict
ozellikleri nedeniyle kozmetik ve cilt bakim iirlinlerinde kullanilabilmektedir (Mitura

vd., 2020; Stanistaw vd., 2020).



2.4.1 Doku miihendisligi

Doku muhendisligi arastirmalarinda iskele tasarimi i¢in en 6nemli faktorlerden biri
malzeme secimidir. Tasarimi1 yapilacak iskelenin formu, fonksiyonu ve islevsel
ozelliklerinin kullanilacak bdlge i¢cin uygun ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir.
Uzun yillar doku miihendisligi calismalarinda ¢esitli dogal (kitosan, seliiloz, jelatin,
kollajen, fibroin, ipek, aljinat vb.), sentetik (polilretan, polietilen oksit, polivinil
alkol vb.) polimerik ve inorganik (biyoseramik, biyoaktifcamlar vb.) malzemeler
yapt iskelesi olarak kullanilmistir (Nooeaid vd., 2012). Sentetik malzemelerden
yapilan iskelelerin kimyasal, mekanik ve yapisal 6zellikleri kontrol edilebilmesine
ragmen biyoaktiviteden yoksun olmalari 6nemli bir dezavantajdir (Zhao vd., 2018).
Dogal biyopolimerlerin yiiksek biyouyumluluklari, biyoaktiviteleri, dogal biiyiime
faktorlerini uyarma ve spesifik hiicre yiizey reseptdrleri ile etkilesmeleri nedeniyle
iskele malzemesi olarak siklikla tercih edilmelerine ragmen mekanik oOzellikleri
yeterli olamamaktadir. Bu nedenle iiretilen iskelelerin, yiiksek biyouyumluluklarini
korurken ayn1 zamanda yeterli mekanik 6zellikleri saglayacak sekilde tasarlanmasi
onem kazanmaktadir. Bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in kompozit yap1 iskelelerin
tasarlanmasina ilgi artmistir (Korpayev vd., 2020; Zhang vd., 2020; Liu vd., 2021;
Oliveira vd., 2021; Oudadesse vd., 2021).

2.4.1.1 Osteokondral doku hasarlari ve giincel tedavi yaklasimlar:

Osteokondral hasarlar, genel olarak hastalik, travma, yashilik veya kikirdak
dejenerasyonu sonucu ortaya ¢ikan, her yasta sakatliga sebep olabilen ve hastalarin
yasam Kkalitesini etkileyen yaygin bir eklem hastaligidir (Savage-Elliott vd., 2014;
Qiao vd., 2021). Osteokondral dokuda farkli iyilesme kapasitesine, fizyolojisine ve
morfolojisine sahip dokularin bir arada bulunmasi (eklem kikirdagi, kalsifiye
kikirdak faz1 ve subkondral kemik) ve bu dokularin ayni anda hasar gérmiis olmasi
tedavide karsilasilan en 6nemli zorluklardandir. Bu sebeple, osteokondral hasarlarin
tedavileri karmagiktir. Uygun tedavi yapilamadigi igin, genellikle eklem
fonksiyonunu ve yasam kalitesini ciddi sekilde etkileyen osteoartrit gibi dejeneratif
eklem hastaliklar1 gelisebilmektedir. Osteokondral lezyonlarin iyilestirilmesine
ekonomik agidan bakildiginda yiiksek maliyetler harcandigi ve bunun sonucunda tam
iyilesmenin de ger¢eklesemedigi goriilmektedir (Mandl, 2019; Tamaddon vd., 2020).

Osteokondral defektlerde kullanilan mevcut klinik yontemler; mikro kirik
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(mezenkimal kok hiicrelerin hasarli bolgeye gocii), otogreft
transplantasyon/mozaikplasti (hastanin kendisinden alinan), allogreft transplantasyon
(bagka bir bireyden alinan) ve otolog kondrosit implantasyonu (ACI) ve matris-
temelli kondrosit implantasyonu (MACI) olarak 6rneklendirilebilmektedir (Kon vd.,
2012; Thorp vd., 2021). Ornegin, mikrokirik prosediirii sirasinda kemik iligi
stimiilasyonu ile hiyalin kikirdaktan ziyade fibroz doku olusumu, kikirdak ile
karsilastirlldiginda ¢ok daha diisiik biyolojik ve mekanik ozelliklerle
sonug¢lanmaktadir (Krych vd., 2012; Gobbi vd., 2020). Osteokondral otogreftler veya
mozaikplasti genellikle daha iyi sonuglara sahip olsa da bu prosediirlerin don6r doku
mevcudiyeti,  topoloji  uyumsuzlugu ve  dondr  bolgesi  morbiditesi
uygulanabilirliginde sinirlayict faktdrlerdendir (Grayson vd., 2008). ACI ve MACI,
uzun vadede olumlu sonuglar gosteren hiicre bazli tedavi yontemleri olsalar da dogal
dokunun 6zelliklerini tam olarak yeniden iiretemedikleri yapilan ¢aligmalar ile ortaya
koyulmustur (Harris vd., 2011; Gobbi ve Whyte, 2019). Ayrica klinikte kullanilan
FDA onayli bir diger yontem olan kemik morfogenetik proteinler, yiiksek maliyet,
yiiksek doz ihtiyaci ve olumsuz yan etkiler nedeniyle kullanimlarini sinirlamaktadir.
Mevcut, klinikte kullanilan bir diger yontem olan hyaluronik asit temelli kikirdak
yamalarinin uzun silirede iyilesme ve kondrosit olgunlagsmasinin uzun siirmesi gibi
zorluklart bulunmaktadir (McNickle vd., 2008). Tim tedavi yoOntemlerinde
karsilasilan zorluklarin {istesinden gelmek i¢in osteokondral hasarlarin tedavisinde,
dokunun karmagikligini taklit edebilen biyomalzemelerin bir araya gelmesiyle
dokularin rejenerasyonu saglayabilecek iskelelerinin tasarlanmasi son yillarda 6nem

kazanmustir (Ding vd., 2020).
2.4.2 Agir metal giderimi ve insan saghgina etkisi

Sanayilesme ve kentlesmenin neden oldugu su kirliligi, modern toplumun karsi
karsiya oldugu baslica ¢evre sorunlarindan biridir (De Gisi vd., 2016). Evsel atiklarin
sizmasi ve endiistriyel atik sulardan kaynaklanan agir metal kirliligi, su kirliliginin
onde gelen kaynaklarindan biridir. En yaygin kirleticiler Cinko, Kadmiyum, Kursun,
Krom, Bakir, Nikel, Vanadyum, Giimiis, Platinum, Kalay ve Titanyum olmaktadir
(Kim vd., 2019; Jaishankar vd., 2014; Ali vd., 2019). Agir metaller oldukga
zehirlidir, uzun siire kalir ve dogal ortamlarda kolayca bozunmazlar. Bundan dolay1

cesitli hastaliklara yol acar, insan yasami ve c¢evre i¢in biiylikk bir tehdit
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olusturmaktadirlar (Daniel vd., 2021; Rahman vd., 2018). Bu sorunun 6nline gegmek
Icin agir metal igeren atik sularin hizli ve etkili bir sekilde aritilmasi, diinya ¢apinda
hiikiimetler ve arastirmacilar i¢in 6nemli bir konu haline gelmistir (Abbas vd., 2016).
Agir metal kirliligi icin modern endiistriyel aritma yontemleri arasinda kimyasal
aritma, adsorpsiyon, iyon degisimi, elektroliz ve mikrobiyal absorpsiyon yer alir
(Viosin vd., 2017; Ungureanu vd., 2015; Jain vd., 2016). Bunlarin arasinda
adsorpsiyon su anda en popiiler yontem olmaktadir. Bu ydntemde adsorban,
adsorpsiyon surecinde belirleyici faktordir. Bu nedenle, verimli, cevre dostu ve
ekonomik adsorbanlar arayisi, su kirliliginin adsorpsiyon yontemleriyle aritilmasinin

anahtar1 haline gelmistir.
2.5 Cahismada Hidrojel Iskeleler Uretilirken Kullanilan Malzemeler
2.5.1 Biyosilika

Silika, kemik ve kikirdak dokularinin biiyiimesi ve olusumu i¢in silisyum igeren
onemli bir kimyasal bilesiktir (Sripanyakorn vd., 2005). Biyosilika, organik bir
matrise gomiiliidiir ve memeli hiicreler igin toksik degildir. Biyolojik uyumlarindan
dolayr doku miihendisliginde kullanimlar1 6n plana ¢ikarmaktadir. Deniz
siingerlerinden elde edilen biyosilikalar, biyomedikal yaklasgimlar, kemik yer
degistirme ve rejenerasyon stratejileri i¢in, kemik olusumunu uyarmada 6nemli bir
rol oynayan silika iyonlar1 i¢erdiklerinden dolayr 6nemlidir. Ayrica biyosilikanin,
hidroksiapatit olusumu icin gerekli kalsiyum fosfati biriktirerek minerallesmeyi
artirdigi ve bunun sonucunda insan kemik dokularinin rejenerasyonu i¢in yeni
biyomateryallerin gelistirilmesinde kullanilmasina ilham verdigi bildirilmistir
(Mdller vd., 2007; Tamburaci ve Tihminlioglu, 2018). Biyolojik olarak aktif silika
camlari, silika jel tabakasi olusturarak kemik dokusuyla baglanmakta ve entegre
olmaktadir, bu da osteoprogenitér hiicrelerinin ¢ogalmasini ve osteoblastlara
farklilasmasin1 uyararak kemik organik matris ve mineralizasyonun sentezini ve
birikimini baglatmaktadir. Biyosilikalar dogasi geregi diisiik mukavemete sahip
olmasina ragmen biyouyumlu olmasi, kemik dokusu yapici genlerin ekspresyonunu
aktive etmesi ve damarlasmay: tesvik etmesi gibi essiz 6zelliklere sahip olmasindan
dolayr doku miihendisligi i¢in 1yi bir iskele malzemesi oldugu diisiiniilmektedir

(Shkarina vd., 2018; Naruphontjirakul vd., 2019; Shi vd., 2020).
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2.5.2 Geoida macandrewii

Geodiidae, 340" ten fazla tur icerir. Diinya ¢apinda s1g ve derin sularda bulunurlar
(Antarktika haric). Geodia, 163 tiir ve diizinelerce tanimlanmamus tiir ile en biiyiik
grubu temsil etmektedir (Van Soest vd., 2020). Bir metreden daha biyik devasa
hayvanlar olabilirler (Santucci, 1922; Cardenas vd., 2010). Alt1 Geodia tiirii 6zellikle
bol miktarda bulunur ve bu nedenle Kuzey Atlantik derin deniz ekosistemleri igin
onemlidir (Cardenas vd., 2013). Geodiidae, yildiz seklindeki mikro kiireciklerin ve
tetratinal megasklerelerin ayn1 anda bulunmasiyla karakterize edilen bir takim olan
Astrophorida'ya ait demospongelardir. Atlantic Geodiidae, sert ve kalin bir kabuk
yapiya sahip ve i¢ kisminda spikiillerden olusan bir mimariye sahiptir ve ¢akil/kum
gibi yumusak diplerde biiyiiyen derin su tiirleridir. Ozellikle 100 ila 400 m arasinda
degisen derinliklerde, kitasal platoda ve kuzeydogu Atlantik'in yamaglarinda bol
miktarda bulunurlar (Céardenas vd., 2010). Bununla birlikte, Norve¢ kiyilarinda,
ailede tg¢ tir vardir: Geodia simplicissima (Burton 1931); Geodia barretti
(Bowerbank 1858); Pachymatisma normani (Sollas 1888); Geodia sp. ise bazen s1g
derinliklerde (<40 m) kaydedilmistir. Porifera tirlerinden biri olan Geodia barretti
gibi Kuzey Atlantik deniz stinger tirlerinin dnemli hasarlardan sonra viicut duvarimin
kendini olaganiistii bir sekilde rejenere etme kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir
(Murillo vd., 2012). Bu rejenerasyon kapasitesi g6z Onlnde bulundurularak
biyomimetik stratejilerin  gelismesine, hiyerarsik diizenlerinin ve Urettikleri

bilesiklerin detayli olarak arastirilmasina, gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir.
2.5.3 p-kitin

Polisakkaritler, ¢esitli uygulamalarda sentetik polimerlerin yerini alabilecek essiz
Ozelliklere sahip ve bol miktarda bulunan dogal malzemelerdir (Kumar vd., 2013;
Pakravan vd., 2011; Wu vd., 2016). Kitin 6zellikle B(1 — 4)-bagl 2-asetoamido-2-
deoksi-p- D - glukozdan olusan lineer bir polisakkarittir ve seliilozdan sonra en ¢ok
bulunan ikinci polisakarittir (Dutta vd., 2014; Liu vd., 2013; Min vd., 2004 ; Rolandi
ve Rolandi, 2014). Ayrica siirli bir ¢oziiniirlige ve diisiik kimyasal reaktiviteye
sahip olmasina ragmen, biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, toksik
olmama, yara iyilestirme aktivitesi, anti-inflamatuar etki, mekanik olarak saglamlik
ve adsorpsiyon gibi mikemmel 6zelliklere sahiptir (Kumar, 2000). Kitin, yengec,

karides ve diger bocekler gibi gesitli eklembacaklilarin dis iskeletinde ve ayrica
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mantarlarin hiicre duvarinda bulunur. Kitin, kaynagina bagli olarak, esas olarak
kalsiyum karbonatlarla iliskili hiyerarsik bir yapida bulunur (Lavall vd., 2007).
Kitinin ¢ tip kristal formu oldugu bilinmektedir: a-, B- ve y-formu. En bol ve kolay
erisilebilir form, molekiiler zincirlerin antiparalel bir diizenlemede hizalandig1 o-
kitindir. Bu molekiiler diizenleme, en kararli bigimini gosteren giiglii molekiiller arasi
hidrojen bagi olusturmak i¢in uygundur. B-kitin ise, icindeki molekiler zincirler,
daha zayif molekiiller aras1 kuvvetlere yol acan paralel bir diizende dizilmistir. Bu
nedenle PB-kitin, o-kitin'den daha az kararhdir. y-kitin, o- ve P-formlarinin bir
karistmin1 gosteren hem paralel hem de antiparalel diizenlemelere sahiptir (Kumar
vd., 2013; Lavall vd., 2007). Kitin ¢ok smirli bir ¢oziiniirlige ve diisiik kimyasal
reaktiviteye sahip olmasina ragmen, biyouyumluluk, biyolojik olarak
parcgalanabilirlik, toksik olmama, antioksidan, anti inflamatuar etki, yara iyilestirme
aktivitesi, mekanik olarak saglamlik ve adsorpsiyon aktivitesi gibi essiz 6zelliklere
sahiptir (Rinaudo, 2006). Kitinin ti¢ kristalin formu oldugu bilinmektedir; o,  ve v.
a-kitin, bu formlarin ¢cogu organik ¢oziiciide ¢oziinmemekte, bu da nanofiberlerin
kullaniminda sinirli uygulanabilirlige neden olmaktadir. a-Kitin, sadece asetik asit,
trifloroasetik asit, formik asit, stksinik asit ve 1,1,1,3,3,3-Heksafloroizopropanol
(HFIP) gibi baz1 toksik c¢oziiciilerde, P-kitin ise formik asitte ¢ozinmektedir
(Shalumon vd., 2015; Shrestha vd., 2016).

2.5.4 Deniz faresi (Aphrodita aculeata)

Annelida subesinde yer alan ve deniz fareleri olarak bilinen Aphrodita aculeata, 7,5-
15 cm uzunlugunda deniz habitatlarinda 6zellikle Kuzey Atlantik, Kuzey Denizi,
Baltik Denizi ve Akdeniz'de yaygin olarak bulunmaktadir. Yapilarinda kitin ve
proteinden olustugu bilinen °‘setae’ denilen sa¢ benzeri yapilart ve dikenleri
bulunmaktadir (Tyler-Walters ve Hughes, 2007). Deniz farelerinin dikenlerinde
bulunan oldukga dizenli mikro ve nano Kitin-protein halka yapilarindan dolay1
yanardoner bir yapiya sahip oldugu belirlenmis ve bu yap1 fotonik ¢aligmalar igin
dikkat cekmistir (McPhedran vd., 2001; Parker vd., 2001). Dogal olarak canlinin
yapisinda bulunan bu dikenlerin ¢ap1 500 nm ve degisen i¢ ¢aplara (50-400nm) sahip
olan kitin-protein igeren nanotiipler icerdigi bilinmektedir (Parker ve Townley,
2007). Ayrica, bu sa¢ benzeri yapilan ve dikenlerin B-kitin oldugu basit yontemler

kullanilarak belirlenmistir (Mumm vd., 2010). Deniz faresinin milyonlarca yildir
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tiretmis oldugu mikro ve nano boyuta sahip diken ve sag¢ benzeri yapilarin teknolojik

bir kullanim1 s6z konusu olmamuistir.

2.5.5 Karboksimetil kitosan

Kitosan, kitinden kismi kimyasal veya enzimatik deasetilasyon yoluyla ekstrakte
edilen dogal bir biyopolimerdir. Ayrica biyouyumluluk, toksik olmama, biyolojik
olarak parcalanabilirlik, antimikrobiyal aktivite gibi cesitli biyolojik o6zellikleri
nedeniyle bbiyoteknolojik alanlarda kullanim igin ideal bir malzeme olarak
gosterilmektedir ~ (Liu  vd., 2018). B-(1,4)-2-asetamino-2-deoksi-D-glukoz
birimlerinden olusan bir amino polisakkarit olarak bilinen ¢ok islevli ve ¢evre dostu
bir Grinddr (Kou vd., 2021). Kitosan, ¢esitli islemlerde etkili kullanimini sinirlayan
sert kristal yapisinin bir sonucu olarak suda zayif bir ¢Oziiniirliige sahiptir. Bu
problemden dolay1 suda ¢Oziniir tiirevleri 6n plana c¢ikmaktadir. Yapisinda
fonksiyonel gruplarinin (hidroksil ve amino gruplar1) varligi, fiziksel ¢oziiniirliiglinii
ve elektrik yiikiinii iyilestirmek igin kimyasal modifikasyonlari kolaylikla
yapilabilmektedir (Mourya vd., 2010). Kitosanin 6zelliklerinin gelistirilmesi igin
yapilan modifikasyonlar, antimikrobiyal aktiviteyi ve hicresel dokuyu alimii ve
bircok ozelligini iyilestirebilmektedir. En basit kuaternizasyon yontemi olmasi
nedeniyle genellikle kitosan amino gruplarinin trimetilasyonu yapilmaktadir (El-
Sherbiny vd., 2016). Ayrica, kitosan ¢oziiniirliigii, yara iyilesmesi, biyo-gorintileme,
doku miihendisligi ve ilag/gen iletimi gibi ¢ok sayida biyomedikal uygulamaya sahip
olan karboksimetil kitosan (CMCht) elde etmek icin hidrofilik bir modifikasyon
olarak karboksimetilasyon ile yapilabilmektedir. Kitosan ve CMCht bilesiklerinin
kimyasal yapilar1 Sekil 2.1' de gosterilmektedir. Suda ¢ozinur CMCht’in 0zellikle
biyomedikal ve farmasétik alanlardaki uygulamalarina yonelik kullanimina bir ilgi

vardir (Shariatinia, 2018).
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Sekil 2.1. Kitosan ve karboksimetil kitosan (CMCht) tiirevlerinin kimyasal yapilari
(Shariatinia, 2018).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Orneklerin ve Kimyasallarin Temin Edilmesi

Projede kullanilan Geodia macandrewii siingeri, daha 6nce Danimarka Doga Tarihi
Miizesi’nden izin ile almmistir ve su an laboratuvarimizda bol miktarda
bulunmaktadir. Dogadan herhangi bir canli toplanmayacaktir. Bu nedenle herhangi
bir yasal izine gerek duyulmamaktadir. Siingerden biyosilika fiber izolasyonunda

herhangi bir etik problem bulunmamaktadir.

Tez ¢alismasinda kullanilan Aphrodita aculeata, daha 6nce (7 Aralik 2020) Naturalis
Biyogesitlilik Merkezi (Hollanda Ulusal Doga Tarihi Miizesi)’ nden izinle alinmistir.
Dogadan herhangi bir canli toplanmayacaktir. Bu nedenle herhangi bir yasal izine
gerek duyulmamaktadir. A. aculeata setaelarindan kitin nanofiber izolasyonunda
herhangi bir etik problem bulunmamaktadir. Ayrica, A. aculeata 6rnekleri Ward’s

Science firmasindan 20 adet satin alinmistir.
3.2 Kullanilan Malzemelerin izolasyonu
3.2.1 Geoida macandrewii stingerinden biyosilika fiber izolasyonu

G. macandrewii siingerinin i¢ kisminda bol bulunan cam fiberleri izole etmek igin
daha oOnce yapilan calismada kullanilan metodun hafif modifiye edilmis hali
kullanmilmistir (Kaya vd., 2021). Siingerin yapisinda bulunan silika digindaki
minerallerin uzaklastirilmasi i¢cin 2M HCI ile 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir.
Ardindan saf su ile nétral pH’ya ulasincaya kadar yikama yapilmistir. 2M NaOH
cozeltisi ile 100 °C de 2 saat inkiibe edilerek sonrasinda pH nétr oluncaya dek
yikama yapilmistir. Yapida kalan diger bilesenleri uzaklastirmak igin etil alkol
kullanilmistir. Ardindan oda sicakliginda 48 saat inkiibasyona birakilarak saf bir
sekilde biyosilika cam fiberlerin elde edilmistir. Sekil 3.1° de elde edilmis biyosilika

fiberlerin goriintiileri bulunmaktadir.
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G. macandrewii i¢ kesitte Taramali Elektron

Geoida macandrewii bulunan biyosilika fiberler ek Mikrnsioby __Mikroskobu
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Sekil 3.1. G. macandrewii siingerinden biyosilika fiber izolasyonunun genel isleyisi.

3.2.2 Deniz faresinden f-kitin nanofiber izolasyonu

Literatiire bakildiginda kitin izolasyonu i¢in genel prosediir ve bunlarin modifiye
halleri bulunmaktadir. Bu proje kapsaminda, Kaya vd. (2016) tarafindan yapilan
metodun hafif modifiye hali kullanilmistir. Annelida subesinde yer alan deniz faresi
Aphrodita aculeata tlrlinden Kkitin nanofiber izolasyonu igin asagidaki islem

basamaklari sirastyla uygulanmistir:

Demineralizasyon, Deniz faresinin yapisinda bulunan minerallerin uzaklastirilmasi
amaciyla 1 M HCl ile 50°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan 6rnekler saf su ile

yikama yapilmistir. Bu yikama islemi notral pH’ ya ulasincaya kadar tekrarlanmistir.

Deproteinizasyon igin, demineralize olmus 6rneklerden proteinlerin uzaklastirilmasi
amaciyla 1M NaOH cozeltisi ile 150 °C’ de 5 saat manyetik karistirict ile 1sitilmistir.
Ardindan saf su ile yikama yapilacak ve nétral pH ya gelene kadar yikamaya devam
edilmistir. Bu asamada canlinin yapisinda bulunan diken ve setae yapilarinin farklh

fiziksel 6zelliklere sahip olmas1 sayesinde mikroskop altinda birbirinden ayrilmistir.

Deproteinizasyon isleminden sonra orneklerin yapisinda bulunan kitin nanofiber
ornekleri mikroskop altinda bir pens yardimiyla birbirlerinden ayrildiktan sonra
etivde 60 °C’ de 48 saat kurutulmaya birakilmistir. Deniz faresinin setae
yapilarindan basarili bir sekilde kitin nanofiberler elde edilmistir. A. aculeata’ nin
orijinal yapist ve setaelarindan elde edilen nanofiber gosterilmistir. Elde edilen

nanofiberler, uzun olmalar1 yoniiyle de ayrica dikkat ¢cekmistir.
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3.3 Kullanilan Malzemelerin Karakterizasyonu
3.3.1 Biyosilika fiberin karakterizasyonu

G. macandrewii siingerinin i¢ kisminda bol bulunan cam fiberlerden elde edilen
biyosilika fiberlerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile yiizey morfolojisi ve
yapist zayiflatilmis toplam yansima-Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

(ATR-FTIR) ile kimyasal yapis1 belirlenmistir.
3.3.1.1 FTIR analizi

Molekiillerdeki gesitli baglarin titresim frekanslarimi 6lgerek molekiildeki kimyasal
baglar hakkinda bilgi veren analizdir. izole edilen biyosilika fiberlerin FTIR
analizleri (Perkin Elmer Spectrum BX), 4000-650 cm™! dalga boyu aralifinda, 4

cm L ¢oziiniirliikte ve 25 tarama ile yapilmistir.
3.3.1.2 SEM analizi

Siuingerden izole edilen biyosilika fiberlere ilk olarak altin kaplama yapilarak, Quanta
FEG 250 Science Scanning Electron Microscopy cihazi ile 500- 50.000X araliginda
farkli bliylitmelerde goriintiiler alinmis ve yilizey morfolojilerinin belirlenmesinde

kullanilmastir.
3.3.2 Dogal p-kitin nanofiberlerin karakterizasyonu

Aphrodita aculeata tiiriinden elde edilen p-kitin nanofiberlerin FTIR, SEM,
Termogravimetrik Analiz (TGA), X-1simm1 difraksiyonu (XRD) ve Atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) analizleri yapilmstir.

3.3.2.1 FTIR analizi

FTIR cihaz1 ile dalga numarasi 4000-625 cm™* araliginda deniz faresinden elde
edilen B-kitin nanofiber 6rneklerinin analiz islemi gergeklestirilmistir. Spektrumlar 4

cm ! ¢oziiniirliikte ve 25 tarama ile alinmustir.

3.3.2.2 SEM analizi

Deniz faresinden elde edilen B-kitin nanofiber 6rneklerine altin/palyadyum kaplama
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yapilarak, SEM cihaz1 ile 500- 50.000X araliginda farkli biiyilitmelerde alinan
goriintiiler  B-kitin -~ nanofiberinin  yizey  morfolojilerinin  belirlenmesinde

kullanilmustir.

3.3.2.3 Termal analiz

Termogravimetrik analiz ile artan sicakliga gére numunenin kiitle kaybiin 6l¢iimii
gerceklestirilmistir. B-kitin nanofiber 6rnekleri Shimadzu DTG-60H cihaz1 ile
10°C/dk 1sitma hizinda 30°C den 650°C ye kadar isitilarak termal kararliligs,

yapisindaki su ve kiil igerigi belirlenmistir.
3.3.2.4 XRD analizi

Elde edilen numunenin kristal yapisi ve % kristalligi XRD analizi Rigaku, D/Max
2200 cihazi ile belirlenmistir. Kristallik indeksini hesaplamak icin asagidaki ifade

kullanilmistir:
CrI110=[(I110—Tam)/I110]x100 (3.1)

burada, 1110, 20 20°'deki maksimum yogunluktur; Iam, 26 13°'de amorf tepenin

maksimum yogunlugudur.
3.3.2.5 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi

Nanometre boyutundaki penetrasyon derinliklerinde c¢ok diisiik kuvvetleri 6lgme
yetenegi ve operasyonel cok yonliiliigii ve yerinde goriintiileme yapabilmesi
nedeniyle, AFM, uygulanan c¢esitli uygulamalar i¢in konsolun yiik-yer degistirme
tepkisini kaydederek nanomalzemelerin nanomekanik ozelliklerini arastirmak i¢in
kullanilan bir tekniktir. Son zamanlarda, nanomalzemelerin mekanik 6zelliklerini
belirlemek i¢in bir teknik olarak AFM'nin kullanilmas1 6n plana ¢ikmaktadir (Gauvin
vd., 2015). Colak vd. (2017) tarafindan yapilan metodun nanomalzemeler iizerine
etkili olmasindan dolayr bu projede elde edilecek B-kitin nanofiber 6rneklerinin
mekanik ozellikleri de bu yontem kullanilarak Bruker MMS8 marka AFM cihazi ile
detayl1 bir sekilde arastirilmistir.
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3.4 Hidrojel Iskelelerinin Tasarim

Bu tez calismasinda iki farkli hidrojel iskele iiretimi yapilmustir. Ik olarak deniz
stingerinden (G. macandrewii) izole edilen biyosilika fiber katkili iki fazli 3D
hidrojel kompozit doku iskelesi tasarimi yapilmustir. Ikinci iskele olarak, deniz faresi
(A. Aculeata) nin satealarindan izole edilen -kitin nanofiber takviyeli karboksimetil
kitosan temelli hidrojel kompozit iskele tasarimi yapilmistir. 3D hidrojel iskeleler,

dondurarak-kurutma metodu ile tiretilmistir.
3.4.1 Karboksimetil kitosan ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1.25 g karboksimetil kitosan 50 ml saf su igerisinde manyetik karistirici kullanilarak,
oda sicakliginda karboksimetil kitosan (CMCht) homojen ¢ozelti elde edilinceye
kadar karnistirtlmistir (Gunes vd., 2020).

3.4.2 iki fazh 3D hidrojel kompozit doku iskelelerinin Gretimi

Biyosilika fiber (BG) takviye edilmis CMCht temelli hidrojel kompozit doku
iskelelerin hazirlanmasi igin, ilk olarak farkli oranlarda (0, 0.01, 0.02 ve 0.05 g)
biyosilika fiberler tartilmistir. Hazirlanan karboksimetil kitosan ¢ozeltisinden 4’er ml
almarak farkli miktarlarda tartilan biyosilika fiberler {izerine ilave edilmistir.
Ardindan, 0.05 g poli(etilen glikol) diglisidil eter (PEGDE) eklenerek, 40 °C’ de
etiivde jellesmeye birakilmistir. Jellesme stiresi kontrol edilecek ve tamamlanincaya
dek 48 saat ornekler etiivde bekletilmistir. Jellesme siiresince biyosilika fiberlerin alt
fazda toplanmasi ile iki fazli yap1 saglanmustir. Jellesme gergeklestikten sonra olusan
hidrojeller donmalari i¢in buzluga yerlestirilerek gece boyunca bekletildikten sonra,
0.1 mbar basing altinda 25 °C' de 2 giin siireyle dondurularak kurutulmustur
(TELSTAR-LyoQuest 85). Dondurarak-kurutma yontemi ile basarili bir sekilde agik
gozenkli 3D hidrojel doku iskelesi iiretimi saglanabildigi i¢in tercih edilmistir
(Gunes vd., 2020). Ayrica 0.05g biyosilika fiberler takviyeli hidrojel kompozit doku
iskelesine farkli olarak ¢apraz baglama adiminda, 0,2 M asetik asit i¢indeki 5 mg/ml
nisin ¢ozeltileri gece boyunca kompozit yapilara emdirildikten sonra dondurularak
kurutulmustur. Sonrasinda etanol ile yikanip ve kurutulmustur. Burada nisin
kullanim1 doku iskelesinin antimikrobiyal etkinliginin arttiritlmasi ve biyouyumluluk

sonuclarinda nasil bir etkinin gostereceginin belirlenmesi i¢in amaglanmistir.
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Hidrojel yapiy1r elde etmek i¢in PEGDE kullanilarak kimyasal capraz baglanma
saglanmigtir. On ¢aligmalarimiz dogrultusunda 0.05g PEGDE ilavesinin malzemede
boyutsal kararliligi bozmadan c¢apraz baglanma igin yeterli oldugu goriilmiistiir.
Biyosilika fiber takviyeli CMCht doku iskelelerin hazirlanmasi ve projenin genel

isleyisi hakkinda akis semasi Sekil 3.2° de gosterilmistir.

Biyosilika fiber (BF) %2.5
0.01g, 0.02g ve 0.05g Karboksimetil
\ kit
\N\ sozeltisi
Kontrol
. 25°C' de
Kontrol | 0019 0.1mb (™
BF Etiivde 40°C kum altinda

2 n a R
\ . & | |
I\\kl\\ 0.02g 0.059 0.02g 0.05g b il
BF BF B f |
NN i i
L

Sekil 3.2. Farkli oranlarda biyosilika fiber/karboksimetil kitosan iceren 3D hidrojel
doku iskele iiretimi i¢in projenin genel igleyisi.
CMCht/Kontrol, CMCht/ BG ve CMCht/BG/Nis temelli iki fazli 3 boyutlu doku

iskelelerin tiretiminde kullanilan yontem Sekil 2.3’te sematik olarak gdsterilmistir.

X o W W W wc ||
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/" Crosslinking \ P —— __'_,“
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Sekil 3.3. CMCht/Kontrol, CMCht/BG ve CMCht/BG/Nis 3D hidrojel doku
iskelerinin Gretimi (BG=0.05g).
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3.4.3 p-Kitin nanofiber takviyeli CMCht hidrojel kompozit iskele Gretimi

Uc boyutlu ve gozenekli deniz faresi kitin (SMC) nanolif takviyeli CMCht hidrojel
kompozit doku iskeleleri dondurarak-kurutma yontemiyle iiretilmistir. Kisaca,
oncelikle CMCht ¢ozeltisi (%2.5 (w/v)) CMCht distile su icinde, oda sicakliginda
manyetik karistirict ile ¢oziilerek hazirlanmistir. Ardindan farkli oranlarda (0.25,
0.50 ve 0.75 g) 1slak agirliklari 6l¢iilmiis SMC nanolifler, 5 ml %2.5 (w/v) CMCht
cozeltisine 0.05 g PEGDE ile birlikte eklenmistir. Cozelti icerisindeki SMC
nanoliflerin, hafifce calkalayarak stspansiyon haline gelmesi saglanmistir. Elde
edilen kompozit cozeltiler 40°C'lik bir etlvde jel olusturmak igin birakilmistir.
Hidrojeller olusana kadar inkiibatorde yaklasik 48 saat birakilmistir. Olusan
hidrojeller bir gece boyunca -18 °C'de buzdolabinda dondurulmustur. Son olarak,
hidrojeller -25 °C'de ve 0.1 mbar basing altinda 48 saat boyunca dondurma-kurutma
islemine tabi tutulmustur. Kontrol olarak, SMC nanolif takviyesi olmadan CMCht
hidrojel iskeleleri de tiretilmistir. Uretilen hidrojel iskelelerin etiketleri Cizelge 3.1'de
verilmistir. Kisaca, 0.25 g SMC nanolif ile takviye edilmis CMCht hidrojeli
SMC1/CMCht olarak, 0.50 g SMC nanolif ile takviye edilmis CMCht hidrojeli
SMC2/CMCht olarak ve 0.75 g SMC nanolif ile takviye edilmis CMCht hidrojeli
SMC3/CMCht olarak adlandirilmistir. Farkli SMC oranlarinda elde edilen iskelelerin

SEM goriintiilerine bakilarak en iyi iskele tercih edilmistir.

Cizelge 3.1. B-Kitin nanofiber takviyeli CMCht hidrojel kompozit doku iskelelerinin

adlandirilmasi.
Doku iskelelerinin SMC nanofiber miktari (gram)
adlandirilmasi
CMCht Kontrol 0
SMC1/CMCht 0.25
SMC2/CMCht 0.50
SMC3/CMCht 0.75
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3.5 Hidrojel iskelelerinin Karakterizasyonu
3.5.1 Iki fazh 3D kompozit hidrojel doku iskelelerinin karakterizasyonu

3.5.1.1 FTIR analizi

ATR-FTIR cihaz ile bir yiizeyi biyosilika, diger yiizeyi CMCht igeren iki fazli 3D
kompozit hidrojel doku iskelesi 6rneklerini 4000625 cm™ de dalga sayisi
araliginda, 4 cm! c¢Ozunirlikte ve 25 tarama ile FTIR analiz islemi
gerceklestirilmistir. Fonsiyonel gruplarima bakilarak iki fazli iskelenin basarili bir

sekilde tretilip tiretilmedigi kontrol edilmistir.
3.5.1.2 SEM analizi

Iskelelerin yiizey morfolojilerinin goriintiilenmesinde kullanilmistir. Deniz faresinde
elde edilecek kitin nanofiber 6rneklerine altin kaplama yapilarak, JOEL marka SEM
cithaz1 ile 500X- 50.000X araliginda farkli biiyilitmelerde alinan goriintiiler yiizey

morfolojilerinin belirlenmesinde kullanilmistir.
3.5.1.3 TGA analizi

Iki fazli 3D kompozit hidrojel doku iskelelerinin termal karakterizasyonu TGA
cthazi kullanilarak (Shimadzu DTG-60H) azot gaz1 altinda yapilmistir. Elde edilen
iskelelerin 30°C’ den 900°C’ ye kadar dakikada 10°C 1sitilarak termal kararliligi,

yapisindaki su ve kiil i¢erigi belirlenmistir.
3.5.1.4 XRD analizi

Elde edilen iskelelerin kristal yapisi ve % kristalligi XRD analizi ile belirlenmistir.

Kristallik indeksini hesaplamak i¢in Denklem 3.1 kullanilmistir.

3.5.2 p-kitin nanofiber takviyreli CMCht hidrojel kompozit iskele

karakterizasyonu
3.5.2.1 FTIR analizi

B-kitin nanofiber takviyeli hidrojel CMCht kompozit iskelelerin kimyasal yapilar
ATR-FTIR (Perkin Elmer Spectrum BX) ile belirlenmistir. Her bir spektrum, 4000-
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650 cm™ dalga sayis1 araliginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikle ve her bir ornek igin 25 kez

taranarak elde edilmistir.

3.5.2.2 SEM analizi

B-kitin nanofiber takviyeli hidrojel CMCht kompozit iskelelerin kesit morfolojik
analizi SEM (JEOL JSM-7900F) ile 5 kV hizlandirilmis voltajda gergeklestirilmistir.
Tiim iskeleler analiz 6ncesinde ince bir altin/palyadyum tabakasiyla kaplanmistir.
SMC nanoliflerinin ortalama capi, her bir 6rnek iizerinde 25 farkli noktadan SEM
goruntiileri alindiktan sonra 200x ve 400x biiylitmelerdeki SEM goriintiilerinden

Image J goriintii analiz programi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
3.6 Uretilen Hidrojel isklelelerin Biyoteknolojik Uygulamalari

3.6.1 Iki fazh kompozit hidrojel doku iskelelerinin in-vitro hiicre Kiltir(

calismasi

Uretilen iki fazl1 hidrojel kompozit doku iskelelerin in vitro biyouyumluluk testleri
Marmara Universitesi, Biyomiihendislik Boliimi, Endistriyel Biyoteknoloji ve
Sistem Biyolojisi Arastirma Laboratuvart blnyesinde yer alan Hicre Kaultird

Laboratuvarinda aseptik kosullar altinda gergeklestirilmistir
3.5.1.1 Mezenkimal kok hucrelerin (MKH) temini ve farklilasma analizi

Bu calisma igin, Dokuz Eylul Universitesi Hastanesi, Biyomekanik Anabilim
Dali’ndan, etik kurul izinleri alinmis olan bir baska calismadan izole edilerek
cogaltilan MKH’lerin dondurulmas: yontemi ile insan MKH hiicre hattt temin
edilmistir. Bu huceler, “density gradient ayrimlama” yontemi olarak adlandirilan bir
yontem ile kok hiicre izolasyon siirecine tabii tutulmustur. Ficoll-Paque Uzerinde
tabakalandirilan kemik iligi aspirat1 20 dakika, 1650 rpm’de santrifuj edilerek plasma
ve buffy coat tabakalari ayrilarak farkli falkona alinip yikama yapilmistir. Bu sayede
eritrositlerin uzaklastirilarak hiicre kiiltiir flasklarina ekimleri yapilmustir. Iki pasaj
boyunca her giin taze besiyeri (MKH media) degistirilerek devam edilmis ve bu
asamada hiicreler DMSO ile dondurularak saklanmistir. Hiicre ekimi amaciyla agilan
hiicre hattinin flasklara ag¢ilmasinin ardindan gerekli kok hiicre karakterizasyonlar

hiicre hatt1 aldigimiz ¢calisma grubu tarafindan gergeklestirilmistir.
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Mezenkimal kdk hiicrelerin akim sitometrisi ile analizinde insan MKH 6zgl pozitif
ekspresyon yapabilen ve sigana reaktif olan CD29 ve CD73 antikorlarina karsin,
negatif CD45 ve HLA-DR antikorlarindan yararlanilmustir.

Kemik iliginden izole edilen hiicrelerin MKH olup olmadigin1 dogrulayabilmek i¢in
akim sitometrisine ek olarak kullanilan bir diger yontem de cesitli somatik hiicrelere
farklilagsma potansiyelinin Slgiilmesidir. Cesitli biiyiime faktorleri ve kimyasallar
yardimiyla hiicre ortamlar1 21 giin boyunca, 3-4 glinde bir yenilenerek kdlttire edilen
hlcreler %4 formalin ile fikse edilip saf su ile yikandiktan sonra izole edilen MKH’
lerin adipojenik, kondrojenik ve osteojenik O6zellikleri olup olmadigini belirlemek
icin sirastyla; Oil Red O, Alcian Blue ve Alizarin Red S ile boyanip mikroskop

altinda incelenmistir.
3.6.1.2 Biyouyumluluk analizleri

Calisilmast planlanan her analiz i¢in gerekli sayida, uygun boyutlarda kesilmis ve
etilen oksit ile sterilize edilerek havalandirilmis doku iskeleleri ayr1 ayri plakalara
yerlestirilmistir. Tamamen sisebilmeleri ve ©6n yikama olmasi amaciyla hiicre
ekiminden bir gece Oncesinde iizerlerine esit miktarda hiicre besiyeri eklenmis ve

inkiibe edilmeleri saglanmistir.

Doku iskelesini olusturan matrislerin kemik dokuyu mu kikirdak dokuyu mu
tetiklediginin aragtirilabilmesi hedeflendigi i¢in bu analizler kemik iligi kokenli
MKH’ler ile gerceklestirilmistir. Tripan mavisi ve thoma lami ile hiicre sayimi
yapilan ve basitce canliligi dlgiilen hiicrelerin yaklasik 2x10° hiicre/ml olacak sekilde
ekimi gerceklestirilmistir. Tutunmalar saglandiktan sonra tizerini gegecek kadar esit
hacimde besiyeri eklenerek 28 giin boyunca, giin asir1 besiyeri tazelenerek inkiibe

edilmislerdir.

Doku iskelelerinde; 1, 3, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde canlilik 6l¢iimii amaciyla WST-1
analizi yapilirken; 7, 14, 21 ve 28. giinlerde ELISA kitleri yardimiyla GAG ve ALP
miktarlar1 da kolorimetrik olarak Ol¢lilmiistiir. Ayrica, hiicre tutunmasinin

gosterilebilmesi igin 7, 14, 21 ve 28. giinlerde SEM analizi de gergeklestirilmistir.
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3.6.2 p-kitin nanofiber takviyeli CMCht hidrojel kompozit iskelenin agir metal

giderimi

Uretilen B-kitin nanofiber takviyeli CMCht hidrojel kompozit iskelelerin iskelelerin
agir metal giderimi ¢alismalar1 Clarkson Universitesi (Amerika), Kimya ve
Biyomolekiler  Bolimu, BIOSEM  Arastirma  grubu laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.
3.6.2.1 Agir metal adsorpsiyon ¢alismalari

Tiim iskeleler i¢in adsorpsiyon ¢alismalari, 25°C'de bir inkiibator karistiricisi iginde
20 mL'lik cam sisede gerceklestirilmistir. Ayrica, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan bakir ¢ozeltilerine yaklasik 20 mg iskele eklenerek iskelelerin bakir
giderme potansiyeli belirlenmistir (1, 10 ve 100 ppm). Ornekler, 30 dakika, 1 saat, 2
saat ve 5 saat araliklarla ¢ozeltiden alinmistir. Bakir kalinti konsantrasyonu tiim

orneklerde atomik emisyon mikroskobu kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Hidrojel Iskelelerin Karakterizasyon Sonuclar

Elde edilen iki farkli iskelede kullanilan biyomalzemelerin ve iskelelerin ayri ayri
fizikokimyasal karakterizasyonlar1 yapilmis ve sonuglar1 tartisilarak detayli bir

sekilde verilmistir.
4.1.1 Iki fazh 3D kompozit hidrojel kompozit doku iskeleleri

4.1.1.1 FTIR karakterizasyonu

G. macandrewii siingerinin i¢ yapisindan izole edilen biyosilika fiberlerinin (BG), ve
iki fazli 3 boyutlu karboksimetil kitosan/Kontrol (CMCht/Kontrol) hidrojel,
karboksimetil kitosan-biyosilika fiber (CMCht/BG) iki fazli 3 boyutlu iskele ve
karboksimetil kitosan-biyosilika fiber-Nisin (CMCht/BG/Nis) FTIR spektrumlari
Sekil 4.1°de verilmistir. G. macandrewii siingerinin i¢ yapisindan izole edilen BG
spektrumunda goézlenen 1057 cm™ de ki pik karakteristik Si-O-Si gerilme titresimine
aittir (Sekil 4.1a). Gozlenen diger keskin pik ise 780 cm™ Si-O titresimine
atfedilmektedir (Greeley vd., 1998). Literatiire bakildiginda silisyum oksit igin
karakteristik FTIR spektrumlar ile elde edilen sonuglarin uyumlu oldugunu ve izole
edilen fiberlerin biyosilikadan olustugu agikg¢a gostermektedir (Rickert vd., 2002;
Sprynskyy vd., 2017). Ayn1 slingerin dis kabugunda bulunan boncuklarin silisyum
oksitten olustugu ve FTIR spektrumunda 1090 ve 800 cm™ de iki keskin pik
verdigini bildirmislerdir (Kaya vd., 2021).

FTIR analizinde genel olarak kitosan ve CMCht spektrumlarinin benzer pikler
gosterdigi bilinmektedir (Kurniasih vd., 2018; Song vd., 2011). Kitosan i¢in, 3400-
3200 cm™ deki genis bant O-H gerilme ve N-H gerilme titresimlerini, yaklasik
olarak 2900 cm* deki bant ise C-H gerilme titresimlerini géstermektedir. 1000-1300
cm® de gozlenen pik ise glikozidik seker halkasmna atfedilmektedir. CMCht'nin
FTIR spektrumunda, kitosana benzer sekilde 3400-3200 cm™'de ortaya ¢ikan genis
bant hem O—H hem de N-H gerilme titresimlerine isaret etmektedir. C—H gerilme
titresimi de ~2900 cm™ de yer almaktadir. ~1587 ve ~1410 cm™'deki pikler sirastyla
karboksil grubunun asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerine atanmistir. Ayrica

amin grubunun N-H biikiilme titresimi, karboksil grubunun asimetrik titresimi ile
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ortiismektedir. Ayrica C-O gerilme bant1 ~1053 cm™'de yer almaktadir. Gunes vd.
(2020) tarafindan yapilan c¢aligmada karboksimetil kitosanin IR spektrumlar ile

sonuclarin uyumlu oldugu gorilmistiir.

PEGDE’ nin FTIR spektrumunda, 3500 cm? civarmda O-H grubunun Kkigik
absorbsiyon bandi goriilmektedir. 3050 cm™ de gozlenen zayif pik ise epoksi
halkasinda bulunan metilen grubunun C-H titresimine atfedilmektedir (Achilias vd.,
2012; Gonzalez vd., 2012). 2900 cm™’ de C-H gerilme, ~1456 cm™’ de C-H egmeve
~1095 cm™’ de C-O gerilme titresimleri gozlenmektedir. PEGDE igin karakteristik
olan diger pikler ise 911 ve 850 cm™’ de epoksi grubuna ait titresimlerden dolay1
ortaya ¢cikmaktadir.

Sekil 4.1b’de, CMCht’nin PEGDE polimeri ile ¢apraz baglandiktan sonra
dondurarak kurutma islemi sonrasi elde edilen CMCht/Kontrol doku iskelesinin
FTIR spektrumu yer almaktadir. CMCht ve PEGDE arasinda gergeklesen ¢apraz
baglanma nedeniyle O-H ve N-H gerilme piklerinde degisiklik meydana gelmistir.
Capraz baglanma reaksiyonunda, epoksi halkasinin agilmasindan dolay1 yeni
hidroksil gruplar ortaya ¢cikmaktadir. Bundan dolay: 3500-3200 cm™ bolgesinde daha
genis bant gozlenmistir. Ayrica epoksi halkasimin CMCh’den amin grubuyla
acilmasmin sonucu olarak yeni sekonder amin baglarinin olusumu 1180-1130 cm™
araliginda beklenmektedir. Karboksimetil kitosanin hidroksil gruplar1 ve PEGDE’
nin epoksi grubu arasindaki c¢apraz baglanmada C-O bant siddetinin artmasini
saglayacaktir. 1053 c¢cm™ de absorbsiyon pikinin pikinin 1060 cm™®’e kayarak
genislemesi  ¢apraz  baglanmanin  gerceklestiginin  bir  isareti  olarak
degerlendirilebilinir (Gamiz Gonzalez vd., 2017). Epoksitin halka agma reaksiyonu
sonucunda (hidroksil gruplar1 ve epoksi halkalari arasindaki eter baglantilarindan
dolay1) 911 ve 854 cm™’de epoksi grubu titresim piklerinin siddetlerinde azalma
meydana gelmelidir. Iki pik de hidrojel yapida belirgin degildir. Bu sonuglara
bakildiginda karboksimetil kitosan ile PEGDE c¢apraz baglanma reaksiyonu

sonucunda amin ve eter baglantilariyla baglanarak polimer ag1 olusturmuslardir.

Iki fazli BG katkili CMCht/BG hidrojel doku iskelerinin hem alt faz (BG iceren) hem
de Ust faz (CMCht igeren)’in ayr1 ayr1 FTIR spektrumlari ¢ekilmistir (Sekil 4.1c, d).
Ik olarak iist fazin FTIR spektrumuna bakildiginda CMCht/Kontrol iskelesi ile

benzer spektrum verdigi gozlenmistir. Alt fazda ise hem CMCht’nin hem de BG’nin
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karakteristik pikleri gozlenmistir. Bu sonuglar goz Oniine alindiginda iki fazdan
olusan iskelenin basarili bir sekilde elde edildigi sOylenebilmektedir. Ayrica
CMCht/BG doku iskelesinin iki fazli yapiya sahip oldugu SEM goriintiileri ile de
desteklenmistir (Sekil 4.1c, d).

Literatiire bakildiginda nisin igin Karakteristik FTIR pikleri; 3288 cm™’ de O-H
asimetrik gerilme, 3001 cm™’ de C-H simetrik gerilme, 1650 cm™’ de amid I ve 1522
cm™® de amid II olarak verilmektedir (Niaz vd., 2018a, 2018b; Sami vd., 2021).
CMCht/BG ve bu iskeleye nisin eklenmesi sonucunda elde edilen CMCht/BG/Nis
iskelelelerinin FTIR spektrumlar1 karsilagtirildiginda, spektrumlarin birbirine ¢ok
benzer oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi kullanilan nisin mikartinin diisiik olmas1
ve nisine ait karakteristik piklerinin CMCht ile 6rtiismesidir. FTIR spektrumunda
farkli bir pikin gbézlenmemesi nisinin iskele bilesenleriyle kimyasal bir etkilesim
yapmadigini, ayrica CMCht ve BG ylizeyine fiziksel olarak tutundugunu
diistindiirmektedir (Niaz vd., 2018a). Nisinin basarili bir sekilde iskeleye eklendigi
SEM ve XRD analiz sonuglariyla desteklenmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.1. FTIR spektrumlar1 a) G. macandrewii siingerinin i¢ yapisindan izole edilen
BG, b) CMCht/Kontrol doku iskele ¢) CMCht/BG katkili iki fazli hidrojel
doku iskele (alt), d) CMCht/BG katkil1 iki fazli hidrojel doku iskele (list),
e) CMCht/BG/Nis katkili iki fazli hidrojel doku iskele (alt faz), f)
CMCht/BG/Nis katkili iki fazli hidrojel doku iskele (Ust faz).

4.1.1.2 SEM karakterizasyonu

CMCht/Kontrol doku iskelesi ve iki fazli CMCht/BG ve CMCht/BG/Nis doku
iskelelerinin alt, kesit ve Gstten gorlntileri SEM goriintiileri sirasiyla; Sekil 4.2,
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir. CMCht/Kontrol iskelesinin gorintilerinden
gbzenekli bir yapiya sahip oldugu gozlenmistir. Iki fazli BG katkii CMCht/BG
iskelenin ise tist kisminin sadece CMCht’den olustugu, kesit alinan goriintiide ise iist
tarafin CMCht’den, alt tarafin ise ara ara BG fiberlerin yer aldigi gézlenmistir. Alt
kismin goriintiisine bakildiginda ise BG fiberlerin olduk¢a yogun oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.3). Nisin katkili CMCht/BG/Nis doku iskelelerine ait

goruntuler Sekil 4.4’de verilmistir.

Bu c¢alisma ile elde edilen iki fazli t¢ boyutlu gozenekli CMCht/BG ve
CMCht/BG/Nis doku iskelelerinin osteokondral dokuya uyumlu olabilecegi

30



aragtirtlmistir.  Osteokondral doku yapisi geregi hem kikirdak hem de kemik
katmanlarindan olusmaktadir. ki fazli iiretmekte ki amacimiz ise, karboksimetil
kitosan hidrojeli iceren iist fazin kikirdak, BG fiber iceren alt kismin ise kemik
katmanina uygun olmasidir. Ayrica nisin katkisinin  biyouyumluluga etkisi
incelenmistir. Dondurarak-kurutma sonrasi elde ettigimiz iki fazli {i¢ boyutlu

g6zenekli bu iskelelerle yapisal olarak amacimiza ulastigimizi gorilmektedir.

Sekil 4.2. CMCht/Kontrol doku iskelesi SEM goruntuleri.
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Sekil 4.4. CMCht/BG/Nis doku iskelesi SEM goruntleri.
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4.1.1.3 Termal karakterizasyon

Sekil 4.5’te G. macandrewii siingerinin i¢ yapisindan izole edilen BG fiberlerin ve
uretilen doku iskelerinin TGA ve DTA egrileri verilmistir. Literatirde BG fiberlerin
lic basamakta termal bozundugu gozlenmistir. Ik basamakta 30-110°C araliginda
yaklasik %4 kiitle kaybi biyosilikaya fiziksel olarak baglanmis suyun serbest
birakilmasina karsilik gelmektedir. Dehidrasyon islemi, DTG tepe noktasi ve DTA
egrisi iizerindeki endotermik etki ile goriilmiistiir. Ikinci basamakta ise yaklasik
olarak %3 kiitle kayb1 200-550 °C sicaklik araliginda ortaya ¢ikmistir. Bu asamada
BG fiberlerin dehidroksilasyon isleminin ilk asamasini ve kalint1 organik maddelerin
ayrigmasini géstermektedir. Dehidroksilasyon isleminin ilk agamasi hidrojen baglar
yoluyla baglanan komsu hidroksil gruplarinin biyosilika yiizeyinden desorpsiyonuna
atifta bulunabilir (Zhuravlev, 2000). Ugiincii basamakta gézlenen endotermik etki
yaklasik olarak %1 kiitle kaybi ile 550-850°C arasinda ger¢eklesmektedir. Bu
basamakta BG fiberin i¢ kisminda bulunan boslukta bulunan serbest hidroksil
gruplarin kaybina karsilik gelen dehidroksilasyon islemlerinin ikinci asamasina
atfedilebilir. Dehidroksilasyon isleminde DTA egrisi genis bir endotermik etki
gozlenmistir. TGA egrisinde elde edilen biyosilika fiberin yaklagik 850°C’ de toplam
kiitle kayb1 %12.8 oldugu belirlenmistir. Daha once biyosilika i¢in termal analizi
yapilan ¢aligmalara bakildiginda sonuc¢larin uyumlu oldugu goriilmiistiir (Pandis vd.,

2014; Sprynskyy vd., 2017; Kaya vd., 2021).

CMCht/Kontrol, CMCht/BG ve CMCht/BG/Nis doku iskelelerinin bozunmasi ii¢ ana
basamaktan olusmaktadir. TGA egrilerinde ilk basamakta 65-120°C arasinda
gerceklesen endotermik pik absorbe edilen suyun buharlagmasina atfedilmistir.
Literatiire bakildiginda CMCht’'nin baglangi¢ bozunma sicakligi 210-310°C
araliginda gerceklesirken PEGDE’ nin termal bozunmasi 325-425°C araliginda
gerceklesmektedir (Gamiz Gonzalez vd., 2017). Nis i¢in bozunma sicakliginin ise
286°C’ de oldugu bildirilmistir (Meira vd., 2014; Gruskiene vd., 2021). 230-280°C
araliginda gerceklesen ekzotermik reaksiyonda Ozellikle CMCht’nin bozunmasi
gerceklesmektedir. CMCht/Kontrol, CMCht/BG ve CMCht/BG/Nis doku
iskelelerinin maksimum bozunma sicakliklari sirasiyla; 269.92°C, 266.64°C ve
275.11°C olarak gozlenmistir. Nisin eklenmesinin doku iskelelerinde termal

kararliligin1 az da olsa arttirdigi goézlenmistir. Diger ekzotermik bozunma ise 310-
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425°C araliginda capraz baglayici ajan olarak kullanilan PEGDE’ nin bozunmasina
atfedilmigtir. CMCht/Kontrol, CMCht/BG ve CMCht/BG/Nis katkili doku
iskelelerinin ikinci maksimum bozunma sicakliklari sirasiyla; 323.41°C, 321.88°C ve
320.78°C olarak gozlenmistir. Ayrica, BG katkii CMCht/BG ve CMCht/BG/Nis
doku iskelelerinde sirasiyla 770°C ve 948°C’de gozlenen endotermik pikler BG
fiberlerin dehidroksilasyon islemine atfedilebilinir. Sonuglara bakildiginda, BG
katkisinin CMCht’nin termal kararliligini etkilemezken, nisin eklenmesinin

CMCht’nin termal kararlilig1 arttirdigi belirlenmistir.

TGA a DTA TGA b A
* uVimg % Nimg
i { 100.00- \6139C 2,00
200 [ oss 739mg
0.00- } 7. 455%
I AN
— 252.92C
80.00- ~ 0.00
000
fpeasac
100.00+ < B80C, Weight Loss  -1.181mg | 2oG8min
s 12.708 | 60.00- »
407.84C 00 1-200
1 ~ A
i AT03min 01min
43393C '8 62C
0,00+ T .
00 . 00
s ~ 81.04min
627.56C
| s00 2000 400
60.00-
b — AR o wmim et  Cedest T e Tvssor
Temp [C] Tema iC
w C , w d "
% Vimg * uvimg
100.00+ oo 500

R T — 0.00 200.00 300.00 -~ [C‘mnoo 500.00 1000.00

Sekil 4.5. TGA/DTA diyagramlari; a) G. macandrewii siingerinin i¢ yapisindan izole
edilen BG fiber, b) CMCht/Kontrol doku iskelesi, ¢) CMCht/BG doku
iskelesi, d) CMCht/BG/Nis doku iskelesi.

4.1.1.4 XRD karakterizasyonu

Sekil 4.6a’ da G. macandrewii siingerinin i¢ yapisindan izole edilen BG temelli
fiberlerin X 1511 kirinimi (XRD) deseni gorilmektedir. Biyosilikanin amorf yapisini
gosteren genis tepe noktasi 16-35° arasinda (206=22.86°, maksimum yogunluk)
gozlenmistir. Bu tip XRD modeli biyojenik amorf silikalar igin karakteristiktir
(DeMaster, 2003; Sprynskyy vd., 2017). Difraktogramda baska bir tepe noktasinin

olmamasi elde edilen biyosilika fiberin yiiksek saflikta oldugunu gostermektedir.
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CMCht/Kontrol iskelesinde 26=20.84°"de genis bir pik gézlenmistir (Sekil 4.6b). Bu
pik CMCht icin Kkarakteristiktir (Sun vd., 2006). iki fazli CMCht/BG katkili doku
iskelesi i¢in her iki malzemenin karakteristik piklerini kapsayan genis bir keskin pik
(26=20.74°- 22.74°) gbzlenmistir (Sekil 4.6c). Literatire bakildiginda nisin igin
karakteristik kirinim pikleri; 26= 27.48°, 31.84°, 45.56°, 53.98°, 56.58°, 66.52° ve
75.12° olarak bildirilmistir (Qian vd., 2021). Elde edilen iki fazli CMCht/BG/Nis
doku iskelesinin difraktogramina bakildiginda ise nisin’e ait karakteristik pikler (26=
31.72°, 45.48°, 56.58°, 66.22°, 75.36° ve 84.10°) keskin olarak gozlenmistir (Sekil

4.6d). Bu sonug gostermistir ki, iskeleye nisin bagarili bir sekilde eklenmistir.
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Sekil 4.6. XRD sonuglar1 a) G. macandrewii siingerinin i¢ yapisindan izole edilen
BG fiber, b) CMCht/Kontrol doku iskelesi c) iki fazli CMCht/BG doku
iskelesi, d) iki fazli CMCht/BG/Nis doku iskelelerin kristaliniteleri.

4.1.2 Dogal p-kitin nanofiber ve nanofiber takviye edilmis iskele

Sekil 4.7a,b’ de deniz faresi (A. aculeata)’ nin orijinal ¢ekimi ve Sekil 4.7¢,d” de sag
benzeri (setae) yapilarindan izole edilen kitinin 151k mikroskobu goriintiisii
bulunmaktadir. Elde edilen kitinin nano fiber yapida oldugu g06zlenmektedir.
Literatiire bakildiginda A. aculeata fotonik 6zellikleri bakimindan bilim insanlari

tarafindan dikkat ¢ekmistir. Diken yapilarmin igerisinde de nano boyutta kitin-
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protein kompleksten olusan fibrillerin bulundugu bildirilmistir. Fakat satea
yapilarindan izole edilen kitin nanofiberler ve karakterizasyonu hakkinda detayl

bilgi bulunmamaktadir.

Sekil 4.7. a, b) Deniz faresi (Aphrodita aculeata)’ nin orijinal kamera ¢ekimi; c, d)
Sa¢ benzeri yapilarindan (setae) ile izole edilen kitinin 151k mikroskobu
goruntusa.

4.1.2.1 FTIR karakterizasyonu

Kitinin a, B ve y olmak {izere li¢ farkli allomorfik formu vardir. Kitinin allomorfik
yapisint belirlemek i¢cin FTIR spektroskopisi kullanilan tekniklerden biridir. a ve B
kitinin FTIR spektrumuna bakildiginda, o formun amid I band1 1660 ve 1620 cmde
iki keskin pik verirken, B formda sadece 1640 cmcivarinda tek bir bant
gozlenmektedir. Bu da iki formun belirlenmesinde kullanilan en Onemli
belirteglerden biridir. y kitin de ise Amid I bandinda kismen iki pik gézlenmektedir.
1654 cm™ de zayif ve belirsiz boliinme gdzlenirken, 1621 cm™ de keskin pik
gozlenmektedir (Kaya vd., 2017). Elde edilen spektrumda 1629 cm™’de tek bir
bantin yer almasi izolasyon sonrasinda elde edilen Kkitinin B formda oldugunu

gostermistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. A. aculeata satealarindan izole edilen kitinin FTIR spektrumu.

4.1.2.2 SEM karakterizasyonu

A. aculeata satealarindan izole edilen beta kitin nanofibrillerin SEM gorintuleri
Sekil 4.9’ da verilmistir. Sonuglara bakildiginda elektrospinleme cihazi gerekmeden
canlinin dogal yapisinin nanofiber ag orgiisli yaptig1 goriilmiistiir. Yaklasik olarak,
260-220 nm boyutuna sahip nanofiberlere sahip oldugu goézlenmistir. Normalde
elektrospinleme cihazi ile beta kitin nanofiber elde etmek zordur. Tek basina elde
edilememektedir, bundan dolay1 baska bir kolay egrilebilir polimer ile karistirilarak
elde edilebilmektedir. Bu yoniiyle de higbir kimyasal isleme tabi tutmadan deniz

faresinden beta kitin nanofiberlerin elde edilmesi 6nem arz etmektedir.
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Sekil 4.9. A. aculeata satealarindan izole edilen kitinin a, b, c) 151tk mikroskobu
goruntuleri ve d, e, f) SEM gorintuleri.

A. aculeata satealarindan izole edilen dogal B-kitin nanofiber ile takviye edilmis 3D

iskele i¢in ilk olarak farkli oranlarda PB-kitin nanofiberleri iceren doku iskelesi

uretimleri yapilmigtir. SEM goriintiilerine bakilarak en iyi yiizey morfolojisine sahip

olan iskele ile calismalara devam edilmesine tez izleme komitesi ile karar verilmistir.

Sekil 4.10, CMCht/Kontrol doku iskelelerinin SEM goéruntilerini gostermektedir. Bu
iskeleler, CMCht (2.5% (w/v)) ile PEGDE’nin (5% (w/v)) 40°C'de kimyasal olarak
capraz baglanarak jel olusturmasi ve ardindan 48 saat boyunca dondurularak-
kurutulmasiyla elde edilmistir. Iskelelerin ii¢ boyutlu baglantili gdzenekli yapisi, agir
metaller ile CMCht arasindaki etkilesimi saglamak i¢in genis bir yiizey alani

saglamaktadir.
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Sekil 4.10. CMCht/Kontrol doku iskelelerinin SEM goruntuleri; a) Ust yiizey 500x,
b) Kesit 500x, c) Alt ylzey 500x, d) Ust ylzey 1000x, e) Kesit 1000x ve
f) Alt yizey 1000x blyltme.
Deniz faresinden izole edilen B-kitin (SMC) nanofiberler ile takviye edilmis, PEGDE
ile gapraz bagli CMCht iskelelerin Ust yiizey, kesit ve alt ylzey morfolojileri 200x ve
400x biyutme oranlarinda incelenmistir. Tim iskelelerin st yiizlerinin SEM
goriintileri (SMC1/CMCht, SMC2/CMCht ve SMC3/CMCht) Sekil 4.11'de
gosterilmektedir. Tim iskelelerin kesitsel ve alt ylzlerinin SEM gorintileri 200x ve
400x blyltmeyle sirasiyla Sekil 4.12 ve Sekil 4.13'te gosterilmektedir. Tum
iskeleler, dondurarak kurutma yoOntemiyle olusan ii¢ boyutlu baglantili mikro
gbzenekli bir yap1 sergilemistir. Ote yandan, SMC nanolif ile takviye edilmis hidrojel
iskelelerde, nanolif orani arttikga yogunluk artmustir. Ust taraftan elde edilen
iskelelerin ~ g6zeneklerinin  ortalama ¢apt CMCht/Kontrol, SMC1/CMCht,
SMC2/CMCht ve SMC3/CMCht i¢in sirastyla 139 = 51, 71 & 33, 56 =24 ve 50 + 18

pm olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11. 200x bilydtme ile SEM goruntllerinin Gst ylizey a) SMC1/CMCht, b)
SMC2/CMCht ve ¢) SMC3/CMCht hidrojel iskeleleri, 400x blyltme ile
Ust ylzey SEM goruntileri d) SMC1/CMCht, e) SMC2/CMCht ve f)
SMC3/CMCht hidrojel iskeleleri.

Sekil 4.12. 200x buaydtme ile kesit SEM goruntuleri a) SMC1/CMCht, b)
SMC2/CMCht ve ¢) SMC3/CMCht hidrojel iskeleleri ve 400x buyitme
ile kesit SEM goriuntileri d) SMC1/CMCht, e) SMC2/CMCht ve f)
SMC3/CMCht hidrojel iskeleleri.
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Sekil 4.13. 200x buydtme ile alt yuzey SEM gorintulerinin a) SMC1/CMCht, b)
SMC2/CMCht ve ¢) SMC3/CMCht hidrojel iskeleleri ve 400x buyutme
ile alt yuzey SEM gorintuleri d) SMC1/CMCht, e) SMC2/CMCht ve f)
SMC3/CMCht hidrojel iskeleleri.
SMC nanofiber ile takviye edilmis yap1 isklelerin icindeki makro gézenekler, metal
iyonlar1 ile CMCht ve SMC nanolifler arasindaki etkilesim i¢in genis bir yiizey alani
saglar. SEM goriintiilerinde de goriildiigii gibi, SMC nanoliflerin orani arttikga
nanolifler etkin bir sekilde gdzenek duvarlarina entegre olmustur. Kesitsel SEM
goriintiilerinden elde edilen ortalama nanolif ¢aplari, SMC1/CMCht i¢in 1,60+0,6
pm, SMC2/CMCht igin 0,47£0,2 um ve SMC3/CMCht icin 0,60+0,1 um olarak
belirlenmigtir. SMC3/CMCht iskelesinde, artan SMC nanolif yogunlugu bazi
gbzeneklerin kapanmasina neden olmustur. Bundan dolay1 SMC2/CMCht iskelesinin
hem porlu hem de fiber igerigi bakimindan diger iki iskeleden daha iyi morfolojiye
sahip oldugu distiniilmektedir. Bundan dolay1r agir metal giderme calismasinda
SMC2/CMCht iskelesinin metal iyonu giderme agisindan performansi belirleme

calismalar1 yapilmstir.

4.1.2.3 Termal karakterizasyon

TG ve DTG egrileri, termal stabilite ve bozunma derecesine gore termogravimetrik
profillerini degerlendirmek i¢in deniz faresinden elde edilen B-kitin nanofiberler icin
olusturulmustur (Sekil 4.14). Kitinin bozunma asamalar1 ile ilgili 6nceki literatiir
raporlarina uygun olarak B- kitinin bozunmasi iki farkli asamada gozlemlenmistir (Al

Shagger vd., 2009; Ifuku vd., 2010). B- Kkitin nanofiber i¢in ilk agirlik kayb1 yaklasik
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olarak 52.5°C’ de kaydedilmistir ve - kitin zincirlerindeki hidrofilik gruplara
adsorbe olmus suyun buharlasmasindan kaynaklanmistir (Jang vd., 2004). Ikinci
kitle kaybi, polimerik yapinin bozulmasina, yani sakkarit halkasinin dehidrasyonuna
ve asetillenmis kitin birimlerinin bozulmasina karsilik gelmektedir (Paulino vd.,
2006). B-kitin nanofiberlerin ikinci kgtle kaybi i¢in DTG max degeri 350.8°C
(%92.56) olarak kaydedilmistir. Onceki raporlarda, B-kitin icin termal stabilitesinin

250-350°C araliginda oldugu bildirilmistir (Chen vd, 2004; Maeda vd., 2008; Peesan
vd., 2003).
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Sekil 4.14. A. aculeata satealarindan izole edilen kitinin TGA diyagramu.

4.1.2.4 XRD karakterizasyonu

XRD analizi, izole edilmis kitinin Kristalinitesini degerlendirmek ve ti¢ farkli
allomorfik formu (o-, B- ve y-kitin) ayirt etmek igin kullanilmaktadir (Cardenas vd.,
2004). A. aculeata satealarindan izole edilen - kitin nanofiberlerin XRD desenleri,
20 araliginda iki keskin tepe ve dort keskin olmayan yansima gostermistir (Sekil
4.15). A. aculeata satealarindan izole edilen B- kitin nanofiberler icin I .., kristal
yansima degeri 8.59°'de gbzlenmistir. B-Kitin nanofiberler i¢in ikinci yansima zirvesi

21.02° olarak kaydedilmistir. Kitinin farkli allomorfik formlarinin XRD analizi
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Uzerine Onceki raporlara gore, mevcut calismada gozlenen sonuglarla neredeyse
uyumlu oldugu belirlenmistir (Cardenas vd., 2004). Literatiire bakildiginda XRD
analizi sonucunda, a-kitin icin 9.6, 19.6, 21.1 ve 23.7°de, B-kitin icin 9.1° ve
20.3°'de ve y-kitin i¢in 9.6 ve 19.8°'de kristal yansimalar gozlenmektedir (Jang vd.,
2004). Ayrica kalamar iskeletinden elde edilen B-kitin igin 9.8° ve 19.3°de kristal
pikleri bildirilmigtir (Fan vd., 2008). Bu sonuglara bakildiginda A. aculeata
satealarindan basarili bir sekilde B- Kitin nanofiber izole edilmistir. Ayrica yaklasik
olarak 26°’de Keskin pik gozlenmistir, bu cihaz kaynakli bir Cu Kal radyasyonu

elektromanyetik dalgalarin yansimasi oldugu diisiiniilmektedir (H6lzer vd., 1997).

Meas. data:5_Theta_2-Theta
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Sekil 4.15. A. aculeata satealarindan izole edilen kitinin XRD diyagrami.
4.1.2.5 AFM karakterizasyonu

Nanometre boyutundaki penetrasyon derinliklerinde ¢ok diisikk kuvvetleri dlgme
yetenegi ve operasyonel cok yonliiliigii ve yerinde goriintileme yapabilmesi
nedeniyle, AFM, cesitli uygulamalar i¢in konsolun yiik-yer degistirme tepkisini
kaydederek nanomalzemelerin nano mekanik 6zelliklerini aragtirmak i¢in kullanilan
bir tekniktir. Son zamanlarda, nanomalzemelerin mekanik 0zelliklerini belirlemek

icin bir teknik olarak AFM'nin kullanilmasi 6n plana ¢ikmaktadir (Gauvin vd., 2015).
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Colak vd. (2017) tarafindan yapilan metodun nanomalzemeler {izerine etkili
olmasindan dolay1 bu projede elde edilecek B-kitin nanofiber érneklerinin mekanik
Ozellikleri de bu yontem kullanilarak detayli bir sekilde arastirilmistir. AFM ile
karakterize edilen SMC nanofiberin yizey morfolojisi ve mekanik 6zellikleri Sekil
4.16° da gosterilmektedir. 2,5 pm x 2,5 um taramalar kullanilarak (Sekil 4.16c)
yaklagik 300 nm ¢apindaki tekli nanofiber (zerinden 6l¢iim alinmistir. Burada tek
nanofiber iizerinden 6l¢iim alinmasina dikkat edilmistir. AFM nanoindentasyonu ile
elde edilen SMC nanofiberin Young’s modulil dagilimi Sekil 4.16d’de gésterilmistir.
Genel histograma bir Gauss fonksiyonu yerlestirilmesiyle SMC nanofiberin dis

yilizeyinde Young’s modiilii 110-120 MPa araliginda belirlenmistir.
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Sekil 4.16. SEM goruntuleri (a, b), SMC nanolifin ylizey AFM topografyasi (c) ve
Young modiliintin dagilimimi gosteren histogram egrisi (d).
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4.2 Uretilen Hidrojel iskelelerin Biyoteknolojik Uygulama Sonuglar
4.2.1 Iki fazh 3D hidrojel doku iskelesinin biyouyumluluk analizleri

Hidrojel yapidaki doku iskeleleri icin MKH ile 28 giinliik biyouyumluluk analizleri
gergeklestirilmistir. Bu amacla sirastiyla WST-1 ile canlilik, ALP ile osteojenik
aktivite ve GAG ile kondrojenik aktivite dlglimleri yapilarak grafikleri Sekil 4.17,
4.18 ve 4.19’da verilmektedir. Kullanilan polimer matrisinin hem kemik hem de
kikirdak dokusuna uygun oldugu, ayrica toksik 6zellik gostermedigi goriilmektedir.
Buna ek olarak hiicre tutunmasimin gosterilebilmesi amaciyla SEM analizleri

yapilarak elde edilen goriintiiler Sekil 4.20, 4.21 ve 4.22° de sunulmaktadir.
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Sekil 4.17. 1, 3, 7, 14, 21 ve 28. gunlerde gerceklestirilen canlilik analizi sonuglari.
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Sekil 4.18. 7, 14, 21 ve 28. glnlerde gergeklestirilen ALP analizi sonuglari.
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Sekil 4.19. 7, 14, 21 ve 28. gunlerde gerceklestirilen GAG analizi sonuglari.

4.2.1.1 Canhhik analizi (WST-1)

Ekilen MKH’lerin 28 giin boyunca canliligin1 koruyup koruyamayacagi ve herhangi
bir sitotoksisite gosterip gostermeyecegini belirleyebilmek amaciyla 1, 3, 7, 14, 21 ve
28. inkiibasyon giinlerinde 6l¢iimler gergeklestirdik. Bu test ile hiicre yogunlugunun
inkiibasyonun sonuna dogru arttig1 tim polimer matrisleri icin de gosterilmektedir.
Bu artis ilk inkiibasyon giiniine gore istatistiksel olarak tiim gruplarda anlamlidir.
Ayrica, KON grubunda absorbans degerleri 21 glin boyunca neredeyse stabil
sayilabilecek durumda seyrederken BG ve BGN grubu iskelelerde parabolik bir artis
s6z konusudur. Hatta BG grubunda inkiibasyonun 28. giiniinde digerlerine gore ¢ok
daha ytiksek bir absorbans degeri elde edilmistir. Bu analizlerin sonucunda {iiretilen
iskelelerin hiicre canlilig1 tizerine herhangi olumsuz bir etkisi olmadigi gosterilmistir.
Bunlara ek olarak kemik doku miihendisligi i¢in bir doku iskelesi tasarlamis ve
kemik iligi kokenli MKH ile farklilasma ve proliferasyon etkisi bu iskeleler Uizerinde
calisilmistir. Bu bilgilerin dogrultusunda kendi verilerimizi degerlendirdigimizde, ilk
giinlerde proliferasyon absorbansinin diisiik olup sonrasinda artmasimin sebebinin
doku iskelelerine ekilen MKH’lerin farklilagmaya baslamast oldugu da
diistiniilmektedir. Ancak, detayli olarak gergeklestirilen biyokimyasal analizler ve

histolojik incelemeler ile bu hipotez degerlendirilebilir.

4.2.1.2 ALP analizi

Tiim gruplarda 6zellikle 21. inkiibasyon giiniinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
s0z konusudur. Bu artis BG ve BGN grubu iskelelerin absorbans degerinde KON

grubuna gore daha fazladir. Bu durum osteojenik hiicrelerin artis1 ile dogrudan
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iligkilidir ve iskelelerin kemik dokusuna uyumlu olduklarini gdstermektedir.

Sonuglar literatur ile uyumludur.
4.2.1.3 GAG analizi

Kikirdak doku miihendisligi i¢in gelistirilecek doku iskelelerinin GAG olusumunu
desteklemesi gerekmektedir. Calismamizda, MKH ile hiicrelendirilen iskelelerin
kondrojenik hiicrelere farklilasip farklilasmadigini belirleyebilmek icin DMMB
tayini ile GAG ol¢timii gergeklestirilmistir. Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda
ozellikle 14. inkiibasyon giinlinde BG grubu iskeleler GAG olusumunu en yiiksek
oranda gostermektedir. Ayrica hem BG hem de BGN grubu KON grubuna gore daha
yiuksek GAG Olcumu gosterse de sonuglar birbirine ¢ok yakin oranlardadir. Son
olarak literatiir ile kiyasladigimizda GAG miktarlar1 kitosan katkili iskeleler ile
benzer oranlarda ¢ikmaktadir. Ancak bu degerler insan kikirdak dokusu i¢in yetersiz

kalmaktadir.
4.2.1.4 SEM goéruntileri

Doku iskelelerinin MKH ile hiicrelendirilmesinden sonra hiicrelerin basarili bir
sekilde her U¢ polimer matrisi ile Uretilen doku iskelelerinde de ylzeye tutundugu
goriilmiistiir (Sekil 4.20, 4.21 ve 4.22). Literatiirle kiyaslandiginda, mezenkimal kdk
hicrelerin ilk giinlerde kii¢iik hiicre kiimeleri seklinde yiizeye tutundugu, ardindan
kiimelerin yapida ozellikle fibriler bolgelere yayildigi ve hicre uzantilarinin da
gozeneklere yayildigi goriilmektedir. 28. gilinde ise hiicrelerin gitgide yayilarak
yuzeyi carsaf gibi kaplamaya basladigi goriilmektedir. Bu sonuglar literatiir ile

uyumludur.
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Sekil 4.20. BGN grubu iskeleleri igin (a) 7, (b) 14, (c) 21 ve (d) 28. giinlerde SEM
goruntulemesi.

Sekil 4.21. BG grubu iskeleleri icin (a) 7, (b) 14, (c) 21 ve (d) 28. giinlerde SEM
goruntulemesi.
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Sekil 4.22. KON grubu iskeleleri icin (a) 7, (b) 14, (c) 21 ve (d) 28. gunlerde SEM
goruntulemesi.
4.2.2 B-Kitin nanofiber ile takviye edilmis SMC2/CMCht hidrojel iskelesinin

agir metal giderimi

SMC2/CMCht iskelesi 1 saat 1000 ppm bakir ¢ozeltisi igerisinde bekletilmistir. Tlk
izlenimlere gore; SMC2/CMCht iskelesi, yiiksek sisme ozelligi ve yuksek
adsorpsiyon kapasitesi gostermis ve iskele yapist dagilmadan stabil kalmigtir (Sekil
4.24). Bu sonuglara bakildiginda iyi bir bakir yakalayicisi olarak filtre membran
malzemesi olarak kullanilabilecegi diisliniilmiistiir ve agir metal giderimi ¢aligmalart
icin test edilmistir (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26). CMCht ile SMC beta kitinin amin ve
hidroksil gruplarinin PEGDE ile halka agilmasiyla ¢apraz baglanma reaksiyonu Sekil
4.23’de gosterilmistir. SMC2/CMCht hidrojel iskelesinin olusumu ve bakir

baglanmasinin sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 4.23. CMCht polimeri ve beta kitinin amin ve hidroksil gruplar1 araciligiyla
halka  acilmasiyla c¢apraz  baglanma  reaksiyonunun  semasi.

SMC2/CMCht hidrojelinin olusumu ve bakir baglanmasinin sematik
gosterimi.

Sekil 4.24. a) 1000 ppm bakir solisyonu, b) SMC2/CMCht hidrojel iskelesi
manyetik karigtiric1 kullanilarak 1 saat boyunca bakir ¢ozeltisi iginde ve

¢) 1 saat sonra SMC2/CMCht hidrojel iskelesinin renk degisimi.
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Sekil 4.25. SMC2/CMCht iskelenin 1, 10 ve 100 ppm bakir ¢ézeltisi iginde ve
disindaki goriintiileri.

Sekil 4.26. SMC2/CMCht iskelelerin 1, 10 ve 100 ppm bakir ¢6zeltisinde a) 1 saat,
b) 2 saat, ) 5 saat ve d) 48 saat sonrasi goriintiileri.

SMC nanolif ile takviye edilmis CMCht hidrojel kompozit iskeleler icin 2 saat, 100

ppm i¢in maksimum adsorpsiyon kapasitesi yaklasik olarak %28 olarak bulunmustur
(Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. SMC2/CMCht iskelelerin 1, 10 ve 100 ppm i¢in bakir gideriminin atomik
absorpsiyon spektroskopisi sonuglart.
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5. SONUC VE ONERILER

Tim sonuglar goz Oniine alindiginda elde edilen 2 farkli iskelenin hem doku
mihendisliginde (BG katkilandirilarak) hem de agir metal giderimi ¢alismalarinda

(deniz faresi nanofiberleri katkilandirilarak) etkili oldugu belirlenmistir.

Tez baslangicinda 3 malzeme ile ¢alisilmasi planlanmistir. Fakat Covid-19 sebebi ve
bazi maddi yetersizlikler dolayisiyla bu 3 malzeme yerine 2 ayri iskele tasarimi
yapilabilmistir. Ayrica, yasanan Covid-19 salgimmi nedeniyle farkli iiniversiteler
(Dokuz Eylil Universitesi ve Marmara Universitesi) ile vyiritilen bu tez
caligmasinin diger iiniversitelere giris sikintis1 ¢ekilmesinden dolay1 3. iskele olan
selilloz temelli iskelenin c¢alismalarina baslanamamistir. Yasanilan bu olumsuz
kosullardan dolay: tik toplantisinda jiiri tiyeleri ile ortak karar alinip bu iskelenin tez

calismasi kapsamindan ¢ikarilmasi uygun goriilmiistiir.

Tez slrecinde Tubitak 2214-A Yurt Dis1 Doktora Sirasi Arastirma Burs Programi
kapsaminda Amerika da bulundugum da yeni is birlikleri ile tiretilen SMC nanofiber
katkili iskelenin agir metal giderimine bakilmistir. Tez Jiirisinin de karartyla farkli

bir uygulama ile tez gli¢lendirilmistir.

Deniz sungerinden biyosilika fiber ve deniz faresinden ise p-kitin fiber
izolasyonundan sonra FTIR analizleri ile saf bir sekilde elde ettigimiz gosterilmistir.
Ardindan izole edilen bu malzemelerin CMCht temelli iskelelerin polimer yapisina

basarili bir sekilde entegre edildigi SEM ve FTIR analizleri ile gosterilmistir.

Tasarlanan iskelelerde ¢apraz baglayici ajan olarak PEGDE kullanilmistir. Her iki
iskelede de PEGDE oran1 ayni (0.05g) kullanilmistir. Diger oranlar da denenmis
fakat iskele yapisinda kirilganlik olustugu i¢in en iyi 0.05g oldugu belirlenerek iskele

tiretimine devam edilmistir.

Iki fazli doku iskelesi iiretiminde farkli BG oranlari denenmis ve optimum BG
miktar1 0.05g olarak belirlenmistir. BG miktar1 arttik¢a yiizeye tutunma orani
diismektedir, miktar azaldik¢a ise dipte yeterli BG gozlenmemistir. Bundan dolay1

optimum BG miktari belirlenerek deneysel ¢alismalara devam edilmistir.
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Biyosilika fiber, p-kitin nanofiber ve iiretilen BG katkili iki fazli 3D hidrojel doku
iskelesi ve B-kitin nanofiber ile takviye edilmis CMCht temelli hidrojel iskelelerin;
ylizey morfolojileri SEM cihazi, termal davranisi termogravimetrik analiz ile

gosterilmistir.

Iki fazli 3D doku isklelerine nisin eklenerek doku ile iskele arasindaki etkilesimin
arttirtlmas1  diisiiniilmiistir ve biyouyumluluk testleri yapilmistir. FTIR analizi
sonucunda nisinin fonkiyonel gruplarinin CMCht ile benzer olmasindan dolay1 ¢ok
fazla bir degisiklik gorilmese de XRD analizinde ¢ok net bir sekilde iskelerin

yapisinda oldugu gosterilmistir.

BG katkili iki fazli 3D doku iskelesinin hiicre kiltlirli deneyleri kisminda ilk olarak
uretilen kondrosit ve osteoblast hiicrelerinin Uzerindeki etkisine bakilmasi
planlanmistir. Fakat, Dokuz Eylil Universitesi ile yapilan is birligi ile mezenkimal
kok hicreler temin edilip, iskelelerin biyouyumluluklarina bakilmis ve basarili

sonuclar elde edilmistir.

Biyouyumluluk caligmalarina baktigimizda ilk giinlerde hicreler iskelelere tam bir
uyum saglayamasa da yaklasik 14. giinden itibaren iskele iizerinde proliferasyona
baglamislardir. Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda 6zellikle 14. inkiibasyon
guninde BG grubu iskeleler GAG olusumunu en yiiksek oranda gostermektedir.
Ayrica hem BG hem de BG/N grubu KONTROL grubuna gore daha yiiksek GAG

Olclimii gosterse de sonuglar birbirine ¢ok yakin oranlardadir.

SEM Goriintiileri incelendiginde; doku iskelelerinin MKH ile hiicrelendirilmesinden
sonra hiicrelerin basarili bir sekilde her {i¢ polimer matrisi (BG, KON ve BGN) ile

tiretilen doku iskelelerinde de yiizeye tutundugu goriilmiistiir.

Mezenkimal kok hiicrelerin; ilk gilinlerde kiiclik hiicre kiimeleri seklinde yiizeye
tutundugu, ardindan kiimelerin yapida 6zellikle BG fiberler Uzerinde ve gozenekler
icerisine dogru, Ozellikle 28. Glinde, hiicrelerin gitgide yayilarak yiizeyi carsaf gibi

kaplamaya basladig1 gériilmektedir.

TUBITAK, 2214-A Doktora Sirasinda Arastirma Bursu kapsaminda 21 Ekim 2022

tarihinde Clarkson Universitesi’'nde ¢alismalara baslamak i¢in dncesinde Laboratuvar
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giivenligi egitimleri ve CAMP merkezinde cihazlari kullanabilmek igin egitimler

alinip tiim analizler bireysel yapilmis ve tamamlanmistir.

Agir metal giderimi i¢in dogadan esinlenerek biyouyumlu, doga dostu bir iskele
tasarlanmistir. SMC nanofiber ile takviye edilmis CMCht hidrojel iskelesi icin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi yaklasik %28 olarak bulunmustur (2 saat, 100

ppm icgin).

B-kitin nanofiber ile takviye edilmis CMCht hidrojel iskelelerin yapilarinin Cu (II)
giderimi i¢in alternatif, etkili, tekrar kullanilabilir, yenilik¢i ve ¢evre dostu bir filtre

tirtinii olabilecegini gostermektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinin sonucunda elde edilen veriler, tasarlanan iki farkl
iskelenin biyoteknolojik uygulamalarda basarili olacagini ortaya koymustur. Bu
durum dogal kaynaklardan izole edilen biyomalzemeler ile kompozit iskleler

uretilmesini ve farkli alanlarda kullanilabilecegini gostermektedir.
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