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KIKIRDAK DOKU HASARI TEDAVISINDE KULLANILMAK UZERE LiF
KABAGI KATKILI iPEK-KIiTOSAN HiDROJEL DOKU iSKELELERININ
URETIMIi

0z

Kikirdak dokunun kendini yenileme 6zelliginin diisiik seviyede olmasindan
dolay1, dokudaki hasarin giderilmesinde gilincel olarak kullanilan yontemler sinirh
basartya sahiptir. Son yillarda, alternatif bir tedavi yontemi olarak kullanilan doku
miihendisligi yaklagimi olumlu sonuglar vermektedir. Bu ¢aligmada, kikirdak doku
hasarin1 gidermek icin lif kabagi katkili ipek-kitosan hidrojel doku iskeleleri
tretilmistir. Calismada biyouyumlu ve biyobozunur o6zellikteki ipek ve kitosan
polimerleri, dogal kaynaklardan elde edilen ve toksin olmayan genipin ile ¢apraz
baglanmistir. Hidrojel doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerini giiclendirmek igin,
katki elemani olarak lif kabagi kullanilmistir. Kitosan ve ipek cozeltilerinin esit
oranda kanstirilip, lif kabaginin eklenmesi ardindan, yapiya dondurarak kurutma
islemi uygulanmigtir. Dondurarak kurutulmus doku iskeleleri farkli genipin
konsantrasyonlar1  kullanilarak ¢apraz baglanmistir. Genipin konsantrasyonu
degisiminin ve lif kabagi katkisinin doku iskelesi oOzellikleri iizerinde etkisi
incelenmistir. Morfolojik ve kimyasal 6zelliklerinin karakterizasyonunda sirasiyla,
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ve Fourier doniistimlii kizil 6tesi spektrometresi
(FTIR) kullanilmistir. Doku iskelelerinin sisme davranisinin belirlenmesi icin fosfat
tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisi icerisinde sisme testi gergeklestirilmistir. Olusturulan
doku iskelelerinin viskoelastik ve mekanik Ozelliklerinin karsilastirilmasi i¢cin doku
iskelelerine dinamik mekanik analiz (DMA) ve basma testi uygulanmistir. Calisma
sonucunda, tiretilen lif kabag: katkili kompozit doku iskelelerinden L-CSG3 6rnegi,
basma mukavemeti ve tan delta degerleri goz Oniine alindiginda, insan kikirdak

mekanik 6zelliklerine en yakin sonuglar1 vermistir.

Anahtar Kelimeler: Kikirdak doku miihendisligi, hidrojel, doku iskelesi, lif kabagi,

kitosan, ipek
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PRODUCTION OF LUFFA CYLINDRICA REINFORCED SILK
FIBROIN/CHITOSAN HYDROGEL SCAFFOLDS FOR CARTILAGE
TISSUE DEFECTS

ABSTRACT

Current therapies for the treatment of cartilage defects are limited due to the low
self-healing capacity of cartilage. In recent years, tissue engineering has been
proposed as a promising approach for cartilage regeneration. In this study, silk
fibroin-chitosan hydrogels reinforced with Luffa cylindrica were prepared for
cartilage tissue defects. Biocompatible, biodegradable silk fibroin and chitosan
polymers were cross-linked with genipin which is a natural and nontoxic crosslinking
agent. In order to improve the mechanical properties of hydrogel scaffolds, Luffa
cylindrica was used as the reinforcement. Scaffolds were prepared by mixing
chitosan and silk fibroin solutions at a volume of 1: 1 followed by adding Luffa
cylindrica and freeze-drying. Then, the freeze-dried scaffolds were crosslinked with
genipin at different concentrations. The influence of genipin concentration and
addition of the Luffa cylindrica on the scaffold properties were evaluated. The
morphologies and chemical structures of the scaffolds were characterized by
scanning electron microscope (SEM) and Fourier-transformed infrared spectroscopy
(FTIR), respectively. The swelling ratio test of the scaffolds was carried out in
phosphate buffered saline (PBS) solution. Furthermore, the viscoelastic and
mechanical properties of the scaffolds were examined by dynamic mechanic analysis
(DMA) and compression test. As a result of the study, among the Luffa cylindrica
reinforced composite tissue scaffolds, L-CSG3 showed similar properities with the

human cartilage tissue in terms of compressive modulus and tan delta values.

Keywords: Cartilage tissue engineering, hydrogel, scaffold, Luffa cylindrica,

chitosan, silk fibroin
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BOLUM BiR
GIRIiS

Travma ve kronik dejeneratif hastaliklar sonucu, kikirdak doku yiizeyinde yapisal
olarak hasarlar meydana gelmektedir. Kikardak dokunun avaskiiler ve goreceli
olarak diisiik hiicresel metabolik aktivite 6zellikleri nedeniyle, olugsan hasar sonrasi

kendini yenileme kapasitesi sinirlidir. (Yan ve diger., 2010)

Kikirdak doku hasarimi gidermek konusunda, cerrahi yaklasimlarin yaninda
ortopedi alaninda doku miihendisligi yaklasimi bir alternatif olusturmustur. Kikirdak
doku miihendisligi uygulamalarinin temel prensibi kondrosit veya kok hiicrelerin
biyouyumlu ve biyobozunur doku iskelesine ekilmesi ve hiicre-doku iskelesi
yapisinin eklem hasar1 bdolgesine yerlestirilmesidir. Kullanilan doku iskeleleri
kikirdak hiicre dis1 matris yapisini taklit ederek hasarin giderilmesinde etkin rol

oynar.

Tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismada, kikirdak doku hasarmin
giderilmesinde kullanilmak iizere mekanik o6zellikleri gelistirilmis, hidrojel yapiya
sahip bir kompozit doku iskelesi iiretilmesi amaglanmistir. Caligmada doku
miithendisligi ve ortopedi alaninda sikg¢a kullanilan ipek ve kitosan polimerleri, dogal
kaynaklardan elde edilen ve toksik etkisi olmayan genipin ile ¢apraz baglanmus,
hidrojel yapidaki bu doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerini giiclendirmek igin,

katki elemant olarak lif kabagi kullanilmistir.



BOLUM iKi
TEORIK BIiLGi

Calismanin bu boliimiinde doku miihendisligi ve hidrojel kavramlarindan
bahsedilip, eklem kikirdagi o6zellikleri hakkinda bilgi verilmistir. Eklem kikirdag:
hasarmin giderilmesinde kullanilan yontemler ve bu yontemlere bir alternatif olan
doku miihendisligi yaklasimi karsilastirmali olarak incelenmistir. Canli dokulara
yapisal ve bilesen olarak benzer islevde liretilebilmesi nedeni ile doku miihendisligi
alaninda tercih edilen hidrojellerde aranilan mekanik ve kimyasal 6zelliklerden

bahsedilmistir.

2.1 Doku Miihendisligi Hakkinda Genel Bilgiler

IUPAC (Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi) tanimimna goére, doku
miithendisligi, doku hasarim1 gidermek ya da dokunun tamamini yenilemek igin,
hiicreler, miihendislik metotlar1 ve uygun biyokimyasal ve fizyokimyasal
faktorlerlerin kombinasyonu kullanilarak, biyolojik fonksiyonlarin gelistirilmesi ya

da yenilenerek yerlerinin alinmasidir (Vert ve diger., 2012).

Doku miihendisligi, tip, biyomiihendislik ve biyomalzeme bilimini, hiicre
biyolojisini, hiicre-malzeme iliskilerini ve yiizey karakterizasyonunu kapsayan
interdisipliner bir alandir. Bu alanin amaclar1 doku fonksiyonlarini onarmak,
korumak ya da gelistirmektir. Ayrica bir hastalik ya da kaza sonrasi islevini
kaybetmis doku ve organlar1 yenilemeyi amaglar. Doku miihendisligi Sekil 2.1°de
gosterildigi gibi genel olarak 3 ana bilesenden olusur. Bunlar; a) hiicreler, b) hiicre
fonksiyonlari, tutunmasi ve nakli i¢in bir platform olarak gérev yapacak dogal ya da
sentetik biyomalzemeden {iretilmis doku iskelesi, c¢) biyosinyal molekiillerdir

(Arikan, 2013).

Dokular1 ve organlar1 yenilemek i¢in kullanilan birka¢ yaklagim vardir. En yaygin
kullanilan yaklasim, hastadan biyopsi yoluyla aliman doku hiicrelerinin in vitro

ortamda yetistirilmesidir. izole edilmis hiicreler, hedef dokunun dogal hiicre dis1 ya

2



da bir baska deyisle hiicre dist matris yapisinin (ECM) fonksiyonunu yerine

getirebilen ti¢c boyutlu doku iskelesi iizerine ekilip, yayilarak gelisirler.

Doku iskelesi tasarimi birkag Onemli gereksinimi karsilamasi gerekmektedir.

Ideal doku iskelesinin:

a)
b)

c)

d)

Biyouyumlu olmasi,

Hiicre ekilmesini, gelismesini, farklilasmasim1i ve besin diflizyonunu
destekleyecek diizeyde uygun gézenekli yapiya sahip olmasi,

Yeni doku olusumu i¢in uygun c¢evreyi saglayacak yeterli mekanik kararliliga
sahip olmasi,

Hiicre biiyiimesine izin verecek bozunma (degredasyon) hizina sahip olmasi
ve bozunma iiriinlerinin toksik olmamasi,

Hiicre tutunmasi ve fonksiyonlar1 i¢in uygun yiizey kimyasina sahip olmasi

gerekmektedir.

Hiicre ekilmis doku iskelesi, enjekte yoluyla ya da cerrahi olarak hastanin

istenilen bolgesine yerlestirilir.

Hiicreler

Doku iskelesi

'.
.

\
s

Sekil 2.1 Doku mithendisligi bilesenleri (Arikan, 2013)

Uygun 06zellikteki bir doku iskelesini liretmek daha once de belirtildigi gibi doku

miithendisligi i¢in kilit roldedir. Son yillarda kikirdak miihendisligi uygulamalarinda

hidrojel doku iskeleler yapisal ve bilesen olarak hiicre dis1 matrise benzerlikleri ve

3



hiicre c¢ogalmast ve hayatta kalmasi i¢in elverisli Ozellikleri yiiziinden dikkat

¢ekmektedir.

2.2 Biyouyumluluk ve Biyobozunurluk

Biyouyumluluk, biyomalzemenin doku miihendisligi uygulamalarinda kullanimi
icin en Onemli kriterdir. [IUPAC tanimina gore, biyouyumluluk, olumsuz bir etki
yaratmadan canli bir sistemle temas halinde bulunabilme 6zelligidir (Vert, ve diger.,
2012). Dokuyu olusturan hiicrelerin bir implanta verecegi tepki, kullanilan
malzemenin kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6zellikleri ya da sekli ve yapis1 gibi

bircok faktdére baghdir (Williams, 2018).

IUPAC tanimina gore biyobozunurluk bir maddenin canli i¢inde ya da laboratuvar
ortaminda enzimler tarafindan katalize edilmesidir. Polimerik biyomalzemelerde ise
biyobozunurluk, polimer zincirlerinin hidrofilik veya enzimatik olarak kirilip,
malzemenin erozyona ugramasidir. Biyobozunur malzemelerin, kimyasal, fiziksel,
mekanik ve biyolojik 6zellikleri zamanla degisir. Ayrica degredasyon sonucu olusan

tiriinlerin de 6zellikleri dikkate alinmalidir (Burg, Porter ve Kellam, 2000).

Doku iskeleleri gecici fonksiyonel kullanimi olan uygulamalar i¢in tretilir. Bu
yilizden yap1 biyobozunur 6zellikte olmali ve bozunma siiresi hiicrelerin kendi hiicre
dist matrisini olugturma stireciyle eslesmelidir. Ayrica, bozunma sonucu olusan
tirtinlerin de toksik o6zellikte olmamasi ve diger organlarla etkilesmeden viicuttan

atilabilmesi gerekmektedir (O'Brien, 2011).

2.3 Yiizey Ozellikleri

Doku iskelesinin ylizey topografyasi ve kimyasi (islatilabilirlik, yumusaklik ve
sertlik, piirtizliilik), mikroyapis1 (gozeneklilik, gozenek cap1, gozenek sekli,
baglantili gbzenekli yapida olmasi) ve mekanik 6zellikleri iizerine ekilen hiicrelerin

tutunmasi, biiyiimesi ve farklilagsmasi gibi davranislarmi etkiler. Ayni zamanda,



yiizey Ozellikleri biyomalzemenin biyotaniirlii ve biyouyumlulugunu belirler.

Bundan dolay1 malzeme yiizey 6zelliklerinin karakterize edilmesi dnemlidir.

2.3.1 Islatilabilirlik

Yiizey hidrofobikligi/hidrofilikligi (yilizey 1slatilabilirligi) hiicre davranigini
etkileyen Onemli faktorlerdendir. Islatilabilirlik, kontak agis1 Olg¢iilmesiyle
belirlenebilir. Kontak acis1 kiiciildiik¢e ylizeyin hidrofilik 6zelligi artar. Yani diisiik
1slatilabilirlige sahip bir ylizey, yiiksek kontak agis1 saglarken, yiiksek 1slatilabilirlige
sahip bir yiizey diislik kontak acis1 saglar (Sekil 2.2). Yapilan ¢aligsmalar, hidrofilik
yiizeylerde hiicrelerin daha ¢ok yiizeye tutunup yayildigini géstermektedir.

Sekil 2.2 Yiiksek kontak agis1 (A) ve diisiik kontak agis1 (B)

2.3.2 Yiizey Piiriizliiliigii

Yiizey piirtizliiligii, hiicre davranigini etkileyen bir bagka 6nemli faktordiir.

Lee ve arkadaglar1 2004 yilinda yaptiklar ¢alismada, polikarbonat (PC) membran
yiizeyleri icin  MG63 osteoblast hiicreleriyle hiicre  kiiltiirii  testlerini
gerceklestirmiglerdir. Caligma sonucunda ylizey piriizliliigi daha yiiksek olan

yiizeylerde daha fazla hiicrenin tutundugunu gézlemlemislerdir (Lee ve diger., 2004).

Bartolo ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklari ¢alismada, piirlizsiiz yiizeylerde
noronlarin daha ¢ok gelistigini gdstermislerdir (Bartolo ve diger., 2008).



2.3.3 Yiizey Sertligi ve Yumusaklig

Kati formdaki dokularin sertligi, elastisite modil degeri (E) hesaplanarak

karsilastirilir.

Engler ve arkadaglart 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, modiil degeri dusiik,
yumusak bir matriste, kok hiicrelerin sinir hiicrelerine farklilagsmasini, modiil degeri
yiiksek, sert bir matriste ise kok hiicrelerin kemik hiicrelerine farklilastigini

belirlemislerdir (Engler, Sen, Sweeney ve Discher, 2006).

2.3.4 Yiizey Gozenekliligi

Uygun gozeneklilik ve gozenek yapisi doku iskelesi iiretiminde Onemli bir
faktordiir. Yiiksek gozeneklilik, hiicre tutunma o6zelligini etkilemezken, oksijen ve

besin maddelerinin tasinmasini kolaylastirir ve hiicre biiytimesini destekler.

Ornegin kemik doku iskelelerinde, kemik hiicresi boyutu ve taginimi géz Oniine
alindiginda, en diisiik gézenek ¢ap1 yaklagik 100 pm olmalidir. Ancak yeni kemik
dokusu ve kilcal damar olusumunu olumsuz yonde etkilememesi i¢in kemik doku
iskelelerinin 300 pum’den daha biiyiik gozenek capina sahip olmasi Onerilir

(Karageorgiou ve Kaplan, 2005).

Han ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklar1 calismada, kikirdak doku miihendisligi
alaninda kullanilmasi i¢in Ttrettikleri farkli gozenek caplarina sahip ipek doku
iskelelerinde, gozenek caplart 90 um-250 um araliginda olan doku iskelelerinin
kondrosit hiicreleri i¢in daha elverigli bir ortam olusturduklarini belirlemislerdir (Han

ve diger., 2015).

2.4 Eklem Kikirdag1 Hakkinda Genel Bilgiler

Eklem kikirdagi, eklem yiizeylerini kaplayan ince bir tabakadir. Geng ve normal

bir eklemde, hiyalin eklem kikirdagi olarak adlandirilir. Kemik dokusunun
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korunmasina katki saglayan bu 6zellesmis doku sok ve darbe emici 6zelliktedir.
Eklem kikirdag: icerisinde yapisal ve islevsel olarak farki 6zelliklere sahip katmanlar

bulunur (Chuang, Chiang, Wong ve Chen, 2018).

Eklem kikirdagi hacminin yiizde 10 ile 20’sini olusturan iist katman, eklem
kikirdaginin alt katmanlarin1 kayma gerilmelerinden korur. Bu katmandaki kolajen
lifleri (tip I, tip II ve tip IX) sik1 bir diizende ve eklem kikirdag: yiizeyine paralel
olacak sekilde bulunurlar (Sekil 2.3). Ust katmanda diger katmanlara gore daha fazla
sayida yass1 sekile sahip kondrositler bulunmaktadir (Fox, Bedi ve Rodeo, 2009).

A Eklem yiizeyi B

TN e cmrr L Ustkatman
> s 0—_-}7 (%10-2620)

L Orta katman S S S - S=NF Z
(%40-%60) s 37550
. e - - ] AT
Alt katman ANTY MG Y RY ([,
(B VRN TTRT N I Y Z
——I |\ {1 )

(%30-%40)

Kalsifik katman P
Subkondral kemik ="

Kondrosit / Siingerimsi kemik
Tidemark Tidemark

Sekil 2.3 Saglikli bir eklem kikirdag: kesitinin sematik gdsterimi: Eklem kikirdagi katmanlarinda
hiicresel yap1 (A); kolajen fiber yapis1 (B) (Fox ve diger., 2009)

Proteoglikanlar1 ve iist katmana gore daha kalin kolajen lifleri i¢eren orta katman,
eklem kikirdagi hacminin yiizde 40 ile 60’11 olusturur. Bu katmandaki kondrositler
kiiresel bigimde ve goreceli olarak daha az yogunluktadir. Ust katman ve diger alt
katmanlar arasinda anatomik ve fonksiyonel bir koprii vazifesi goriir. Basma

kuvvetlerine karsi mukavemeti saglayan ilk katmandir (Fox ve diger., 2009).

Basma kuvvetlerine karsi mukavemeti en ¢ok giiclendiren alt katmanda ise
goreceli olarak en kalin kolajen lifleri ve en ¢ok miktarda proteoglikan bulunur.
Diger katmanlara gére daha mukavim olmasimin nedeni bu katmandaki kolajen
liflerinin eklem yiizeyine dik dogrultuda bulunmasidir. Eklem kikirdagi hacminin

yiizde 30 ile 40’1n1 olusturur (Fox ve diger., 2009).



Kalsifik kikirdak alt katmanda bulunan kolajen liflerinin subkondral kemige
sabitlenmesini saglar. Kalsifik kikirdak ile alt katmani ayiran sinira tidemark adi

verilir (Fox ve diger., 2009).

Eklem kikirdaginin birincil amaci, temas eden eklem yiizeyinden kaynaklanan
stirtlinme ve gerilmeleri azaltic1 6zellikte piiriizsiiz ve kaygan bir ylizey saglamaktir.
Eklem kikirdaginda olusmus lezyonlar, kendiliginden giderilip yenilenemez ve
eklem fonksiyonlarin1 kisitlar. Ilerleyen zamanlarda kireglenmeye (osteoarthitis)

neden olabilir (Chuang ve diger., 2018).

2.4.1 Eklem Kikirdagi Hasarini Gidermek Icin Kullanilan Yontemler

Eklem kikirdak dokusunda goriilen hasarlar hizli bir sekilde giderilemez ve bu
hasart gidermek i¢in uygulanan metotlar da smurhidir. Hafif diizeydeki hasarlar
kikirdak ¢evresi kaslarin fizyoterapi ile gliclendirilmesi ile tedavi edilebilir. Ayrica
bu diizeydeki hasarlarda agr1 ve olusan sisme enfeksiyon giderici ilaglar kullanilarak
azaltilabilir (Ferrari, ve diger., 2015). Ancak kikirdak hasar1 daha ciddi durumda ise
cerrahi midahale gerekli olabilir. Agr azaltma agisindan artroskopik
lavaj/debridman gibi yontemler kullanilarak, doku temizlenebilir (Chuang ve diger.,

2018).

Mikrokirik yontemi bahsi gegen tekniklerden biridir. Kemik yiizeyinde acilan
kiigiik deliklerde kok hiicre iceren hematomalar gelistirilebilir. Hematoma
icerisindeki kok hiicrelerin  kondrositlere farklilasmasiyla yeni bir kikirdak
olusturabilir. Bu metot digerlerine gore goreceli olarak hizli olsa da hematoma hasari
tamamen gideremez. Ayrica mikrokirik yontemi ile olusan kikirdak, fibroz
kikirdaktir ve bu kikirdak tipi hiyalin kikirdaga gore daha zayif, yogun ve diisiik
tokluga sahiptir. Bu zayif 6zellikler hasarin tekrarlanma olasiligini arttirir (Furukawa,

Eyre, Koide ve Glimcher, 1980).

Ikinci metot olan, otolog osteokondral transplantasyon (mozaikplasti), hasarli olan

bolgeye, yiik altinda olmayan bir bolgeden kikirdak transferini igerir. Fakat bu metot
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sadece kiiciik hasarlar1 gidermek i¢in kullanilabilir ¢linkii uygun dondr alanlari
kisithdir. Yiik altinda olmayan bdlgeden alinip yiik altinda nakil edilen dondr
kikirdak, burada hasar gérmeye daha yatkindir, ¢linkii iki ayr1 bolgedeki kikirdagin
yapisal Ozellikleri farklidir. Bu problemin 6niine ge¢mek i¢in allogref osteokondral
transplantasyonu yaklagimi kullanilir. Ancak donér kadavradan alinan kikirdak

alicinin bagisiklik sisteminde risk ortaya c¢ikarabilir (Bentley ve diger., 2012).

Ugiincii metot otolog kondrosit implantasyon teknigidir. Bu teknik saglikli ve yiik
tasimayan kikirdaktan elde edilmis kondrositleri kullanir. Bu metot alici sistemin
tedaviyi kabul etmeme riskini azaltir. Ancak metotun sonug¢ vermesi uzun siire alir ve
hasta birkag cerrahi operasyon gec¢irmek zorundadir (Hangody, Vasarhelyi, Hangody
ve Siikosd, 2008).

Dordiincii metot total eklem protezi uygulamasidir. Total eklem protezi, hasarl
eklem yiizeyinin sentetik malzemelerle degistirilerek, eklemin fonksiyon ve
stabilitesini geri kazandirmayr ve mevcut agrilar1 ortadan kaldirilmay1
amaglamaktadir. Bu metot sadece tamir edilemeyecek boyutta hasarli olan
kikirdaklar i¢in kullanilir. Son yillarda, bu tedavinin basarili olma orani %90 ve %95
araligindadir. Yapay bir eklem sinirl siire kullanim 6dmriine sahiptir. Bu yiizden geng
hastalar hayatlar1 boyunca daha ¢ok cerrahi miidahale goreceklerinden, yapacaklari
toplam medikal harcama miktar artacaktir (Foran, Brown, Valle, Berger ve Galante,

2013).

Doku miihendisligi yaklasimi ise kikirdak doku hasarmin giderilmesinde
kullanilan yeni bir metottur. Kikirdak hasarini gidermek i¢in hiicreler ve biyosinyal
molekiiller hidrojel doku iskelesi igerisinde konumlandirilir. Ancak doku
mithendisligi yaklasimi kullanilarak onarilmis kikirdak yiik altida yeterli mekanik
Ozelliklere sahip degildir (Bhumiratana ve diger., 2014). Bu konuda ¢alismalar artan

bir ivmeyle devam etmektedir.

Yapay kikirdak degisimi icin, hidrojeller hasarli dokunun yerini almak ya da yeni

dokunun olusumunu tetiklemek amaciyla olusturulabilir. Hidrojeller otomatik olarak



uygun fiziksel 6zelliklerde kikirdak dokuyu olusturabilir ve etkin kiitle transferine

izin verirler.

Hidrojeller, hiicre tutunmasini destekleyici yapida tretilebilirler. Bu da kikirdak
doku hiicre dis1 matrisindeki gibi kondrositlerin tutunmasini kolaylastiracak bir doku
iskelesinin iiretilmesine imkan saglar. Ayn1 zamanda kondrositlere tagima destegi

verebilecek ve hayatta kalmalarini saglayacak mekanik 6zellikleri saglayabilirler.

Kikirdagin yerini almasi i¢in ya da doku iskelesi olarak kullanilmak iizere iiretilen
hidrojellerin 6zelliklerini modifiye etmek icin bir¢ok gelistirme degiskeni vardir. Bu
degiskenlerin en Onemlileri polimerin tipi, ¢apraz baglanma sekli ve metodu,
biyobozunma davranisi, hiicresel etkilesimi, ti¢ boyutlu hidrojel icindeki hiicre

miktari, ila¢ sanilim davranigidir.

2.5 Hidrojeller Hakkinda Genel Bilgiler

Suda ¢6ziinen polimerlerden olusan ve fiziksel ya da kimyasal yontemlerle ¢apraz
baglanma sonrasi suda ¢dziinmeyen bir yapida olmasi saglanan, {i¢ boyutlu hidrofilik
polimer aglaridir. Hidrojeller dogal polisakkaritlerden, proteinlerden ya da sentetik
polimerlerden olusabilir. Sulu fazlarda, kendi agirliklarina kiyasla yiiksek miktarda

suyu yapilarinda tutabilirler.

60 yil oOnce yapilmis metakrilat tabanli hidrojelin biyolojik uygulama
caligmalarindan beri, hidrojeller ila¢ tagima sistemlerinde, kimyasal olarak modifiye
edilmis implantlarin biyolojik kullanimlarinda, diagnostik amaclarla kullanilmig
cihazlarda ve doku mihendisligi alaninda kullamilmistir  (Peppas, Hilt,

Khademhosseini ve Langer, 2006).
Doku miihendisligi uygulamalarda, hidrojeller hasarli dokunun yerini almak ya da

yeni dokunun olusumunu tetiklemek amaciyla kullanilirlar. Bu alanda kullanilacak

hidrojellerin 6zelliklerini modifiye etmek icin bir¢ok gelistirme degiskeni vardir. Bu

10



degiskenlerin en onemlileri polimerin tipi, ¢apraz baglanma sekli ve metodu,

biyobozunurlugu, hiicresel etkilesimi, {i¢ boyutlu hidrojel i¢indeki hiicre miktaridir.

2.5.1 Hidrojellerin Siniflandirilmasi

Hidrojeller, ozelliklerinin farklt acilardan incelenmesi ile birka¢ sekilde

siniflandirilabilir (Garg ve Garg, 2016).

2.5.1.1 Kaynagina Gore

Kaynaklar1 goz oniline alindiginda hidrojeller 2 ana grupta siniflandirilabilirler.
Bunlar dogal hidrojeller (6rnek olarak; kitosan ve aljinat tabanli hidrojeller) ve
sentetik hidrojellerdir (6rnek olarak; polivinil alkol (PVA) ve polietilen glikol
(PEG)) (Zhao, Jin, Cong, Liu ve Fu, 2012).

2.5.1.2 Polimerik Kompozisyonuna Gore

(a) Homopolimerik hidrojeller: Polimerik aglarin en temel yapisal birimi
monomerlerdir. Homopolimerik hidrojeller, yapilarinda tek bir tiirden

monomer i¢eren polimerik aglardir (lizawa ve diger., 2006).

(b) Kopolimerik hidrojeller: En az biri hidrofilik bilesen olmak iizere, iki ya da
daha fazla farkli monomer c¢esitinden olusan hidrojellerdir (Yang, Chu ve

Fix, 2002).

(¢) Coklu polimer: Ayn1 zamanda i¢ ige gegen polimer agir (IPN) olarak
adlandirilan bu hidrojel sinifi, birbirinden bagimsiz, ¢agraz baglanmis, dogal
ve/veya sentetik bilesen ile olusturulmus polimer ag1 formunu tanimlar. Yari
IPN hidrojellerde ise, bir bilesen ¢apraz baglanmis polimer iken, digeri

capraz baglanmamis formdadir (Maolin, Jun, Min ve Hongfei, 2000).
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2.5.1.3 Konfigiirasyona Gore

Bu hidrojel simiflandirmasi fiziksel yapiya ve kimyasal kompozisyona gore yapilir

(Garg ve Garg, 2016).

a) Amorf (kristal yapida olmayan)
b) Yar kristalin yap1: Amorf ve kristalin fazlar i¢ceren bir kompleks karigim.

¢) Kiristalin

2.5.1.4 Capraz Baglanma Tiiriine Gére

Capraz baglanma noktalarindaki kimyasal ya da fiziksel davranisa gore hidrojeller
iki grupta incelenebilir. Kimyasal ¢apraz baglanmis sistemler kalic1 baglar icerirken,
fiziksel capraz baglanmis sistemler, polimer zincirlerin i¢ ige girmesi, hidrojen
baglari, iyonik ya da hidrofobik etkilesimler gibi fiziksel etkilesimler sonucu olusan

gecici baglar igerir (Garg ve Garg, 2016).

2.5.1.5 Fiziksel Goériiniistine Gore

Hidrojel olusturma isleminde kullanilmig polimerizasyon prosediiriine gore
hidrojeller matris, film ya da mikrokiire seklinde {iretilebilir. Ayrica hidrojeller
capraz baglanmis zincirlerdeki elektriksel yiik varligina gore iyonik olmayan (nétr),
anyonik ya da katyonik hidrojeller olarak 3 temel grupta incelenebilir (Garg ve Garg,
2016).

2.5.2 Hidrojellerde Capraz Baglanma
Hidrojellerde c¢apraz baglanma bir¢cok yaklasim ile elde edilebilir. Kullanilan
islemleri iki ana kategori ile simiflandiracak olursak, ilki zincirler arasinda ikincil

kimyasal etkilesimler ya da iyonik etkilesimler ile gergeklesen fiziksel g¢apraz

baglanma olur. Ikinci kategori, kovalent bagl hidrojellerin olusturdugu kimyasal
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capraz baglanmadir. Bu islem, ultraviyole i1sinlama, 1sitma ya da capraz baglayici

kullanarak gerceklestirilebilir (Garg ve Garg, 2016).

Bu calismada, lif kabagi ile gii¢lendirilmis ipek ve kitosan hidrojel eldesi igin,
toksik etkisinin az olmasi nedeniyle tercih edilen genipin ¢apraz baglayici olarak
kullanilmistir. Sekil 2.4°de kitosan ve ipegin, genipin kullanilarak ¢apraz baglanmasi

ve olusan hidrojel sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 2.4 Kitosan ve ipegin, genipin kullanilarak ¢apraz baglanmasi (Silva ve diger., 2008)

2.5.3 Hidrojellerde Sisme Davranisi

Hidrojeller sivi ortamda sisen c¢apraz baglanmis polimer sistemleridir. Su
icerisinde siserek kuru agirliklarinin binlerce katina ulagabilirler. Kuru haldeki
hidrojel suyu emmeye basladiginda, baslangigtaki su molekiilleri matris igerisinde
polar gruplar ile etkileserek birincil bagli su olustururlar. Polar gruplar su ile
birlestik¢e, hidrojel siser ve hidrofobik gruplar ortaya c¢ikar. Su molekiilleri ile
etkilesim devam ettikce hidrofobik olarak baglanmis su, diger bir degisle ikincil
bagli su olusur. Birincil ve ikincil bagl su ifadeleri ¢ogu zaman birlestirilerek toplam

bagli su olarak kullanilir (Garg ve Garg, 2016).

Hidrojellerin sisme orani, kuru agirliginin (wo) ve sistikten sonraki yas agirliginin
(ws) Ol¢iilmesi ardindan, agirlik farkinin kuru agirliga orani hesaplanarak olgiilebilir

(Garg ve Garg, 2016).
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Sisme orant (%) = x 100 (2.1)

Hidrojel numunelerinin sigme 6zelliklerinin degerlendirilmesi kritik bir analizdir.
Bu analiz ayn1 zamanda hidrojelin ¢apraz baglanma derecesi, mekanik 6zellikleri ve
bozunma orani gibi bir¢ok O6zelligini degerlendirmek ic¢in bir kriterdir. Bir¢ok
hidrojel i¢in, ¢apraz baglanma sonrasi sisme oranmi ve sismis durum kararhiligimi

incelemek kolay, giivenli ve en ucuz metottur (Garg ve Garg, 2016).

2.6 Calismada Doku Iskelesi Uretilirken Kullamlan Malzemeler Hakkinda
Genel Bilgi

2.6.1 Lif Kabag (Luffa Cylindrica)

Stinger kabag1 olarak da bilinen lif kabagi lifsi yapida bir bitkidir. Latince adi
Luffa cylindrica’dir (Tanobe, Sydenstricker, Munaro ve Amico, 2005). Kabakgiller
(Curcubitacea) ailesinin bir {iyesi olan lif kabagi bitkisinin meyvesi Sekil 2.5’de
gosterilmektedir (Tanobe, Sydenstricker, Munaro ve Amico, 2005). Kalin bir kabuga
ve dogal bir mat igeren ¢ok yonlii bir lif dizisine sahip olan olgunlagmis meyvenin i¢
kisminda ¢ekirdekleri bulunmaktadir. 15-25 cm ile 120-150 cm arasinda degisebilen
uzunluklara sahip olabilirler (Boynard ve Almeida, 2010). Meyvenin olgunlagmasi
sirasinda hiicre duvarlar lignin ve seliilloz ¢okelmesi sonrasinda modifikasyona ugrar
ve gozenekli yap1 bu sekilde olusur (Sinnott ve Bloch, 1943). Olusan gozenekli yapi
Sekil 2.5.e’de gosterilmektedir.

Diisiik maliyetli ve dogal malzemelere olan ilginin artmasi ile birlikte lif kabagi
gibi bitki liflerine olan yonelim gittikce artmaktadir. Ana kullanim alani temizlik
sektorii olan lif kabagi, kimyasal kompozisyonu ve bulunacagi yapinin mekanik
ozelliklerine katkisinin Ongdriilmesi dolayisiyla biyomalzeme uygulamalarinda
kullanilmak istenilmektedir. iceriginde 4,2 protein, %1,08 lipit, %55.78 fiber ve
%37.81 karbonhidrat bulunmaktadir (Oladoja, Aboluwoye ve Akinkugbe, 2009).
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Sekil 2.5 Luffa cylindrica bitkisinin gériiniimii a) meyvesi b) digsaridan goériinen kabuk kismi c)
kabugu soyulmus lif kabagi goriiniimii d)liflerin igerisindeki ¢ekirdekli yap1 e) Lif kabagindan ara
kesit goriintimii f) lif kabaginin fibriler yapisi (Tanobe, Sydenstricker, Munaro ve Amico, 2005) g)
NaOH ile farkli siirelerde islem gormiis lif kabaginin SEM goriintiisii (Medina, 1959)

Lif kabagmin kullanilmasi 6ncesinde  birtakim islemlerden ge¢mesi
gerekmektedir. Bu islemlerdeki amag¢ lif kabagindaki istenmeyen kalintilarin
giderilmesidir. NaOH islemi 6ncesi ve sonrasi lif kabaklarina ait Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) goriintiileri Sekil 2.5.g’de gosterilmektedir (Medina, 1959). Sol
tistteki goriintii islenmemis lif kabaginin, digerleri sirasiyla 10-60-90 dakika islem

gormiis lif kabaklarinin goriintiileridir.

Son yillarda lif kabagi, dogal agsi yapisi nedeniyle biyo-immobilizasyon ve
kompozit malzeme uygulamalarinda tercih edilmistir (Cecen, Kozaci, ve Yiiksel,

2017).

2.6.2 Kitosan

Farkli oranda baglanmis 2-asetamido-2-deoksi- B-D-glukan ve 2-amino-2-deoksi-
B-D-glukan birimlerinin B (1,4) bag: ile baglanmasi sonucu kopolimer yapisinda
olusan lineer, yar1 kristalin bir polisakkarittir. Kitosan polimerinin kimyasal yapisi
Sekil 2.6’de gosterilmistir. Kitosan polimeri dogal bir polimer olan kitinin (Sekil 2.7)

kismi deasitilasyonu ile kolayca elde edilebilir. Kitosanin deasitilasyon derecesi
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deasetile edilmis amin gruplarinin sayisinin, asetamido gruplarinin sayisina orani
olarak tanimlanir. Kitinin kitosan olarak adlandirilmasi i¢in deasetilasyon derecesinin

en az %60 olmasi gerekmektedir (Croisier ve Jérome, 2013).

O

Ol HN J\
0] HO
0
0
HO 0
NH, OH

Sekil 2.6 Kitosanin kimyasal yapisi (Croisier ve Jérome, 2013)

HO

HN\”/

(0]

Sekil 2.7 Kitinin kimyasal yapis1 (Croisier ve Jérdme, 2013)

Kitin selillozdan sonra dogada en cok bulunan biyopolimerdir. Genellikle
kabuklular, bocekler gibi omurgasizlardan elde edildikleri gibi, mantar ve alglerden
de elde edilebilir. Kitosan biyouyumlu, toksik etkisi olmayan bir biyomalzemedir.
Hidrojen baglariyla kuvvetli molekiiller aras1 baglara sahip olan ve birgok ¢oziiciide
coziilemeyen kitin benzeri seliilozun aksine pH 6.0’in altindaki seyreltik asidik

¢ozeltilerde ¢oziilebilir (Croisier ve Jérome, 2013).
Biyouyumlulugu ve antibakteriyel 06zelligi nedeniyle ortopedik/periodontal

kompozitlerin {iretiminde, ila¢ salinimi sistemlerinde, yara OoOrtiisi ve doku

miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir (Arikan, 2013).
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2.6.3 Ipek

Ipek, tekstil iiriinlerinde yiizyillardan beri kullanilan bir dogal polimerdir. Ayni
zamanda yiiksek mukavemet ve biyouyumluluk ozellikleri sayesinde medikal ve
doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilmektedir. Dogada ipek, yapiskan
ozellikte olan ve ipek kozasinin yapisin1 korumasini saglayan serisin proteini ile
kapli halde bulunur. ipegin saflastirilmas1 igin serisinin uzaklastirilmas1 gerekir.
Ipegin biyomalzeme olarak kullanmldig1 uygulamalarda serisin bagisiklik sistemi
tepkisine neden olabilir (Liu ve diger., 2007). Yapiskan serisin proteini, ipek
kozalarini tuzlu suda kaynatarak kolayca giderilebilir. Sekil 2.8’da serisin ile kaplh

ipek proteininin taramali elektron fotografi gosterilmektedir.

’ )
/15kV ¥1,0808 16vm @8B708

Sekil 2.8 Ipek lifi proteini ve serisin tabakasinin taramali elektron fotografi (Aramwit, 2016)

Yap, serisin katmani ile kapli ve 2 pargadan olusan fibroin proteininden olusur
(Pérez-Rigueiro, Elices, Llorca, ve Viney, 2001). Ipek yapisi, birbirine disiilfiir bag
ile bagl olarak bulunan agir ve hafif zincirleri (350 kDa ve 25 kDa) igerir (Nagarkar
ve diger., 2009). Ipek yapis1 ndtr pH degerinde negatif yiiklenmis bir protein olup,
izoelektrik pH degeri 3.8 civarindadir (Nagarkar, Nicolai, Chassenieux, ve Lele,
2010). Hidrofobik etkilesimler protein yapisini a-diizensiz sarmal yapisindan [-
tabakal1 yapisina degistirir. Bu degisim ipegin suda ¢oziinlirligiinii azaltirken, ¢ekme

mukavemeti degerinde iyilesmeyi saglar (Zhang, Yan ve Li, 2009).
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2.6.4 Genipin

Tip ve gida sektorii gibi farkli alanlarda kullanilan bir malzeme olan genipin,
dogrudan Genipa americana veya Gardenia jasminoides bitkilerinden geniposit
hidrolizinden sonra elde edilebilen dogal ¢apraz baglama bilesigidir (Tsai, Westly,
Lee ve Chen, 1994) (Ramos-de-la-Pen”a, Renard, Montafiez , Garcia-Cerda ve
Contreras-Esquivel, 2014). Genipin iiretim semast Sekil 2.9°de gosterilmektedir

(Ramos-de-la-Pefia, Renard, Montafiez ve Reyes-Vega, 2016).

o~ \H |
. Safla;prmave . s HO " i OCH;
. ( kuantifiye etme h A )
. Genipositge 007 "0
< ‘J zengin LOH ,
ozutleme HO
Gardenia OH
jasminoides + Geniposit
( > Oeith Enzimatik hidroliz
> eme )
f_‘ i
Genipa
americana
Genipince
zengin
ozutleme
0 0 Tip Sektora
~
g g Yemek Endiistrisi
l/\‘ . Analitik Kimya
<\ ) Adli Bilimler
/' 5 Deri Tabaklama
HO— OH
Genipin

Sekil 2.9 Genipinin iiretim semas1 (Ramos-de-la-Pefia, Renard, Montafiez ve Reyes-Vega, 2016)

Djerassi ve arkadaslar1 tarafindan 1960’larin baslarinda, dogal Ci11H1405 yapisi
genipin olarak adlandirilmistir (Nakano, James, Shoolery, Zalkow ve Eisenbraun,
1960). Genipin, kendiliginden amino asitlerin, peptidlerin veya proteinlerin primer

amin gruplart ile reaksiyona girebilir.
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Sekil 2.10 Genipin ile amin gruplarinin ¢apraz baglanma mekanizmalar: (Renhe, Stringheta, Silva ve

Oliveira, 2009)

Reaksiyon sirasinda koyu mavi pigmentler olustugundan, renk degisimi
gozlemlenir. Bu 6zelligi sebebiyle, gida ve tekstil sektorlerinde renklendirici olarak
kullanilmaktadir (Ueda ve Iwashashi, 1991). Genipin ile amino gruplarinin ¢apraz
baglanma mekanizmalar Sekil 2.10°de gosterilmektedir (Renhe, Stringheta, Silva ve

Oliveira, 2009).
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BOLUM UC
LITERATUR CALISMASI

Yan ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, kikirdak doku tedavisinde
kullanilmast amaciyla dondurarak kurutma yontemini kullanarak, farkl
kitosan:kolajen oranlarina sahip (1:0; 9:1; 3:1; 1:1) ve genipin ile capraz baglanmis
doku iskeleleri iiretmislerdir. Uretilen doku iskelelerinin fizikokimyasal 6zellikleri ve
biyolojik performanslar1 incelemislerdir. Calismada iiretilen doku iskelelerinde
kitosan orant ve genipin konsantrasyonu arttik¢a, doku iskelelerinin bozunma
oranlar1 azalirken, depolama modiil degerleri artmaktadir. Doku iskelelerinin tan
delta degerleri ise benzer olup, her bir doku iskelesi i¢in 0.2 ve 0.3 MPa araliginda

belirlenmistir (Yan ve diger., 2010).

Bi ve arkadaglari 2011 yilinda yaptiklar1 calismada, farkli capraz baglayict
konsantrasyonlar1 kullanilarak (%0.1, 0.5, 1, 2), farkli capraz baglanma
sicakliklarinda (4, 20, 37 °C) ve siirelerinde (6, 12, 18, 24 saat) kitosan-kolajen doku
iskeleleri tiretmislerdir. Genipin konsantrasyonunun %0.1-%1 arasindaki artist ile
doku iskelelerinin basma mukavemetleri ylikselmistir. Ancak %]1’in iizerindeki
genipin konsantrasyonu degerlerinde doku iskelelerinin basma mukavemetleri diisiise
gecmistir. Ayni sekilde ¢capraz baglanma sicakliginin 4 °C’den 20 °C’ye yiikseltmesi
ile basma mukavemeti yiikselmis, ancak 37 °C’ye ulastiginda diismiistiir. iki
faktoriin aksine ¢apraz baglanma siiresi arttikga basma modiilii siirekli olarak
artmistir. Gozenek capi, bozunma hizi ve sisme orani gibi diger sonuglar farkli
capraz baglanma sartlarina gore farklilik gostermistir. Calisma sonucunda %l
genipin konsantrasyonu, 20 °C capraz baglanma sicakligi ve daha uzun capraz

baglanma siiresi onerilmektedir (Bi ve diger., 2011).

Sionkowska ve Planecka 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, doku miihendisligi
uygulamalar i¢in uygun mekanik 6zelliklere ve i¢ ice gegmis gozenekli yapiya sahip
ipek kitosan silingerler iiretmeyi amacglamislardir. Farkli oranlarda kitosan:ipek
cozeltileri (80:20, 50:50, 20:80) ve sadece kitosan ya da ipekten olusan kontrol grubu

coOzeltileri hazirlanip, bu c¢ozeltilerden dondurma kurutma yontemi ile siingerler
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tretilmigtir.  Calismada  hidroksisiiksinimid  (NHS) igerisinde  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC) kullanilarak kimyasal ¢apraz
baglanma saglanmistir. Ipek, kitosan ve her ikisinden iiretilen siingerlerin
mikroyapisi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri incelenmistir. Yapilan TGA analizleri
sonucunda kompozit yapisinda, saf kitosan ve ipek yapilarina gore daha yiliksek
bozunma baslangic sicakligi gozlemlenmistir, yani {iretilen siingerler, kontrol
grubuna gore daha iyl termal stabiliteye sahiptir. Kitosana ipek katkisi ile yiizey
gozenekliligi degerleri ve sisme oranlarinda artis gézlemlenmis olup, kitosan-ipek
stingerlerin gozenek cap1 20 ila 150 um araliginda degismektedir. Gozenek capi
degerlerinin hiicre biiylimesi i¢in uygun oldugu belirtilmistir. Siingerlerde ipek
konsantrasyonu arttikca, siingerlerin basma modiil degerleri azalmaktadir.
Stingerlerin hem implantasyon ve hem de in-vivo yiiklenmesine dayanikli mekanik

ozelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Sionkowska ve Planecka, 2013).

Dimida ve arkadaglari 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, kemik tedavisi ve
yenilenmesinde kullanilmak amaciyla farkli genipin konsantrasyonlariyla (agirlikca
%3,75 ve %7 genipin) capraz baglanmis iki kitosan doku iskelesi, dondurarak
kurutma yontemi ile iiretmis ve doku iskelelerinin kimyasal, fiziksel ve biyolojik
ozelliklerini incelemislerdir. Farkli genipin konsantrasyonlariin kullanilmas: doku
iskelelerinin bozunma davranisimi etkilerken, morfolojisini, porozitesini ve mekanik
Ozelliklerini etkilememistir. Capraz baglanma derecesinin artmasi, yapi igeresine
enzimin niifus etmesini azaltmis, bu da daha yiiksek genipin konsantrasyonuna sahip
olan doku iskelesinde daha diisliik bozunma hiz1 goriilmesine sebep olmustur. Her iki
yap1 da hiicre kiiltiirii testleri sonucu toksik etki gdstermemis ve hiicre biiylimesini

desteklemistir (Dimida, Barca, ve Cancelli, 2017).

Cecen ve arkadaglar1 2017 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, kemik ve kikirdak
dokularinin yenilenmesini desteklemek amaciyla, sirasiyla lif kabagi-PLLA-seliiloz
ve lif kabagi-PLLA-kitin igerigine sahip doku iskeleleri iiretmislerdir. Hiicre kiiltiirii
testleri ve morfolojik analizler sonucunda iiretilen iki katmanli doku iskelelerinin
osteoblast ve kondrosit hiicrelerinin tutunmasini, biiylimesini ve farklilagmasini

destekledigini belirlemislerdir (Cecen, Kozaci, ve Yiiksel, 2017).
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BOLUM DORT
DENEYSEL CALISMALAR

Calismanin bu boliimiinde kompozit doku iskelelerinin {iretimi ve yapisal ve

kimyasal 6zelliklerinin karakterizasyonu i¢in kullanilan yontemler incelenmistir.

4.1 Malzeme

Calismada kullanilan kitosan (deasetilasyon derecesi >75 ve yiiksek molekiiler
agirlikll), asetik asit ve ipek ¢ozeltisinin saflastirilmasi sirasinda kullanilan seliiloz
membran Sigma-Aldrich sirketinden satin alinmistir. Bombyx mori ipek kozalar1 ve
lif kabag1 Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyetinden tedarik edilmistir. ipek ¢ozeltisini
hazirlamak i¢in kullanilan, sodyum karbonat (Na>xCOs3), kalsiyum kloriir (CaClz) ve
lif kabaklarinin hazirlanmasinda kullanilan sodyum hidroksit (NaOH) Merck
sirketinden satin alinmistir. Doku iskelelerinin ¢apraz baglanmasi isleminde

kullanilan genipin ise Wako Chemicals sirketinden satin alinmistir.

4.2 Doku Iskelesi Uretim Asamalar1

4.2.1 Lif Kabaginmin Hazirlanmasti

Lif kabaklarinin hazirlanma agamalar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir. Cekirdekleri
temizlenip, makas yardim ile kesilerek pargalara ayrilan lif kabaklari, igerisindeki
yapigkan kismin (serisin proteini) giderilmesi i¢in agirlik¢ca %2’°lik sodyum hidroksit
(NaOH) c¢ozeltisi icerisinde 2 saat bekletilmistir. Ardinda, nétral pH degeri elde
edilene kadar saf su ile yikama islemi uygulanmistir. Bu islem sonrasinda lif
kabaklar1 doku iskelelerinin iiretilecegi cam siselerin taban ¢ap1 boyutunda (yaklasik
20 mm capinda) kesilmistir. Kesilen lif kabaklar1 60 °C sicaklikta vakum etiiviinde

24 saat boyunca kurutulmustur.
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Sekil 4.1 Lif kabagmnin hazirlanma asamalari (a) Sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi icerisinde
bekletme (b) Saf su ile yikama (c) Kesme ve kurutma (Kisisel arsiv, 2018)

4.2.2 Ipek Cizeltisinin Hazirlanmast

Ipek ¢ozeltisi, Bombyx mori ipek kozalarindan elde edilmistir. Ilk olarak, 1 x 1
cm boyutunda kesilen ham ipek kozalari, lizerindeki serisin adi verilen yapiskan
maddenin giderilmesi i¢in 0.01 M sodyum karbonat (Na,CO3) ¢ozeltisi igerisinde 70
°C’de 3 saat kanstirilarak “degumming” ad1 verilen bir isleme tabi tutulmustur. Bu
islem, tli¢ kez tekrarlanmis ve ardindan saf su ile yikama gerceklestirilmistir. Daha
sonra, serisinden arindirilmis ipek lifleri CaCly/CH3CH>OH/H2O iiglii ¢ozeltisi
icerisinde (1/2/8 molar oran1) 70 °C'de 6 saat boyunca ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen
ipek c¢ozeltisi, filtreleme islemine tabi tutulmus ve ardindan saf su igerisinde seliiloz
membran yardimi ile 3 giin boyunca diyalize tabi tutulmustur. Sonug olarak hacimde
agirlikca %2’lik ipek ¢ozeltisi elde edilmistir. Doku iskelesinin iiretiminde %2’lik
ipek ¢ozeltisi seyreltilerek, hacimde agirlikca %1°lik ipek ¢ozeltisi kullanilmigtir.

4.2.3 Kitosan Cozeltisinin Hazirlanmasi
Kitosan ¢ozeltisi, %?2’lik asetik asit c¢ozeltisi igerisinde agirlikca %1 kitosan
olacak sekilde 50 °C sicaklikta 3 saat karistirilarak hazirlanmistir. Homojen bir

cozelti elde etmek icin karistirma islemi oda sicakliginda gece boyunca devam

ettirilmistir.
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4.2.4 Lif Kabag Takviyeli Kompozit Siingerlerin ve Lif Kabaksiz Kontrol

Grubunun Uretilmesi

Lif kabaksiz kontrol grubunun iiretilmesi i¢in, olusturulan kitosan ve ipek
cozeltileri hacimce 1:1 oraninda karistirilip, -60 °C sicaklik ve 0.1 mbar basing
altinda 2 giin boyunca dondurarak kurutma islemine tabi tutulmustur. Dondurarak
kurutulmus siingerlerde ipegin ¢oziinebilen o-diizensiz sarmal yapisindan
¢oziinmeyen [-tabakali yapisina doniismesinin saglanmasi i¢in 1 saat metanol
cozeltisi i¢inde tutulmustur. Daha sonra silingerler, yapilar igerisinde hapsolmus
asetik asitten kurtulmak i¢in, giderek azalan etanol oranli (%80, %60, %40, %20 ve

%0 etanol) etanol-su karisimlariyla yikanmastir.

Lif kabag1 takviyeli kompozit siingerlerin tliretilmesi i¢in, lif kabaklar1 hacimce
1:1 oranindaki kitosan—ipek ¢ozeltisi igerisine eklenerek gece boyu bekletilmistir.
Sonrasinda kontrol grubuna uygulanan dondurarak kurutma islemi, B-tabakali
yapisina doniistiirme ve yikama islemleri ayni sekilde kompozit siingerler i¢in de

tekrarlanmistir.

4.2.5 Hidrojel Doku Iskelelerinin Elde Edilmesi

Hidrojel yapida doku iskelelerinin elde edilmesi i¢in ¢apraz baglayict olarak
genipin kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki genipin ¢ozeltileri (%0,1, 0,3 ve
0,5 agirlik/hacim oranlarinda), genipinin fosfat tamponlu salin (PBS) c¢ozeltisi

icerisinde oda sicakliginda ¢oziinmesi ile elde edilmistir.

Kontrol grubuna ve hazirlanan lif kabagi takviyeli kompozit siingerlere 5 ml
genipin ¢ozeltisi ilave edilip, 72 saat gozlem sonucunda capraz baglanma siiresi
optimize edilmistir. Biitiin siingerler i¢in genipin ile capraz baglanma sonucu
gerceklesen renk degisimi 48 saat sonunda tamamlanmistir. Tablo 4.1°de siingerlerin

isimlendirilmeleri ve ilave edilen genipinin konsantrasyonlari verilmektedir.
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Tablo 4.1 ilave edilen genipin konsantrasyonlar ve igerige gore doku iskelelerinin isimlendirilmeleri

Doku iskelesi Genipin konsantrasyonu
isimlendirmesi Doku iskelest igerigi (agirlikga yiizde(w/v))
CS Kitosan-Ipek -
CSG1 Kitosan-ipek 0,1
CSG3 Kitosan-Ipek 0,3
CSG5 Kitosan-Ipek 0,5
L-CS Kitosan-ipek-Lif kabag -
L-CSG1 Kitosan-Ipek-Lif kabagi 0,1
L-CSG3 Kitosan-Ipek-Lif kabagi 0,3
L-CSG5 Kitosan-ipek-Lif kabag 0,5

4.3 Hidrojel Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

4.3.1 Fourier Doniisiimliit Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Uretilen doku iskelelerinin kimyasal yap1 analizleri ATR fiinitesi eklentili Fourier
Doniisimlii Kizilotesi Spektroskopisi (ATR-FTIR) (Perkin Elmer Spectrum BX)
cihazi ile gerceklestirilmistir. FTIR analizleri her drnek icin 4000-650 cm™ dalga

boyu araliginda, 4 cm™ ¢dziiniirliikte ve 25 tarama ile yapilmustir.

4.3.2 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Doku iskelelerinin morfolojik analizleri i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM,
JEOL JSM-6060) kullanilmigtir. Biitiin doku iskeleleri goriintiileme Oncesinde
sputter coater cihazi (Quorum Technologies, SC7620) kullanilarak altin/paladyum
ince film tabakasiyla kaplanmistir. Orneklerden gériintiiler, 5-10 kV hizlandirma

voltaj1 altinda, 50, 100, 250 ve 500 biiyiiltmelerde alinmistir.
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4.3.3 Sisme Testleri

Sisme testleri fosfat tamponlu salin (PBS) ¢6zeltisi icerisinde gergeklestirilmistir.
Hazirlanmis olan doku iskelelerinin kuru agirliklar1 (wo) Olctildiikten sonra
numuneler 37 °C’de 24 saat boyunca PBS ¢ozeltisi icerisinde bekletilmistir. Sivi
icerisinden ¢ikarilan doku iskeleleri iizerindeki fazla sivinin filtre kagidi yardimiyla
almmasi ardindan yas agirliklariin (ws) tespiti igin dlgiim tekrarlanmustir. Olgiimler

sonrasinda sisme oranini hesaplamak icin asagidaki formiil kullanilmstir.

Ws—-Wo
Wo

Sisme orant (%) = x 100 4.1

4.3.4 Dinamik Mekanik Analiz (DMA)

Dinamik Mekanik Analiz (DMA), viskoelastik 6zelliklerin karakterizasyonunda
kullanilan, dinamik yiikleme altinda gerceklestirilen, frekans veya sicaklik taramasi
modunun da kullanilabildigi bir metottur. Viskoelastik bir malzeme depolama ve
kayip modiil degerleri ile karakterize edilebilir. Depolama modiilii, E', malzemenin
elastik tepkisini, enerji depolama kabiliyetini ifade ederken, kayip modiilii, E",
malzemenin enerji dagitma, yayma kabiliyetini ifade eder. Viskoelastik bir
malzemenin kayip modiilii ile depolama modiilii arasindaki oran tan delta (tan J)
degeri olarak tanimlanirken ve bu deger malzemenin enerji soniimleme kapasitesi
hakkinda bilgi verir. Depolama modiilii, kaylp modiilii ve faz acisi, 6, arasindaki

iliski Denklem 4.2°de gosterilmektedir.

En
tand = = (4.2)

Doku iskelelerinin viskoelastik 6zelliklerinin tespiti igin DMA cihazi (TA, Q800)
kullanilmistir. DMA analizleri yaklasitk 1 cm capinda dairesel sekilde kesilen
numuneler kullanilarak 37 °C sabit sicaklikta gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada
veriler, yetiskin bir insanin yiirlime ve kosma adim frekans degerlerini de i¢ine alan

0,1 Hz ve 100 Hz araliginda frekans taramas1 modunda toplanmustir.
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4.3.5 Mekanik Analiz (Basma Deneyi)

Doku iskelelerinin basi yiiklenmeleri altindaki mekanik 6zelliklerinin tayini i¢in
basma testi uygulanmistir. Numuneler dairesel olup, yaklasik 1 cm capta olacak
sekilde hazirlanmistir. Her bir numunenin kalinligi mekanik test Oncesinde
Ol¢iilmiistiir. Mekanik analiz, aksiyel yiik altinda elektromekanik aktiiator (5 kN yiik
kapasiteli, AG-X; Shimadzu, Kyoto, Japan) ile gergeklestirilmistir. Deney hizi her
numune i¢in 0,5 mm/dk olarak se¢ilmistir. Her numune i¢in, gerilim-ylizde sekil
degisimi grafigi elde edilmis ve %7 ile %15 birim sekil degistirme araligindaki lineer

bdlgeden basma modiil degerleri hesaplanmistir.

4.3.6 Termogravimetrik ve diferansiyel termal analiz (DTA/TGA)

Lif kabakli kompozit doku iskelelerinin ve lif kabaksiz kontrol grubunun termal
karakterizasyonu DTA/TGA cihaz1 kullanilarak (Shimadzu DTG-60H) azot gazi
altinda yapilmistir. Analiz parametreleri olarak 10 °C/dak 1sitma hiz1 ve 25-700 °C
sicaklik araligr belirlenmistir. Bozunma baslangic sicakliklari (Tq) ve komiirlesme
verimi TGA egrileri, enerji degisimleri ise DTA egrileri kullanilarak saptanmustir.
Bozunma baglangic ve maksimum bozunma sicaklik degerleri doku iskelelerinin
sterilizasyon iglemleri sirasinda kisit olusturacagindan termal analiz ile tetkikleri

Onem arz eder.
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BOLUM BES
DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

Biyolojik uygulamalarda kullanilmak tizere hazirlanan malzemelerin fiziksel,
kimyasal, mekanik ve biyouyumluluk o6zelliklerinin kontrol edilip, arastirilmasi
biiyiik 6nem tasir. Doku iskelesi olarak iiretilen yapinin uygun {i¢ boyutlu 6zelliklere
sahip olmas1 ve hedef dokunun hiicre dis1 matrisini taklit edebilmesi gerekir. Islevsel
bir doku iskelesi, yeterli gozeneklilige sahip olmalidir. Goézenek boyutlar,
hiicrelerin, besinlerin ve biyosinyal molekiillerin tasmabilmesi icin yeterli
biiyiikliikkte olmali ve doku gelisimi i¢in gerekli alan1 saglamalidir. Doku iskelesi
implantasyon sirasinda ve in-vivo ortamda maruz kalacag yiiklemelere dayanikli
olacak sekilde iiretilmelidir. Ayrica yeni dokunun gelisimi siirecine uyumlu olarak

biyobozunur 6zellige sahip olmalidir.

Bu tez kapsaminda dogal ve biyouyumlulugu kanitlanmis olan ipek, kitosan ve lif
kabagi malzemelerinden kikirdak doku hasarinin tedavisinde kullanilmak amaciyla
doku iskeleleri iretilmistir. Her {i¢ malzeme de doku miihendisligi alanindaki
caligmalarda daha 6nce yer almis olsa da, bu li¢ malzemeden olusan kompozit yap1

ilk kez tiretilip 6zellikleri incelenmistir.

5.1 Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Doku iskeleleri kitosan-ipek polimerleri kullanilarak hazirlanmis, genipin ¢apraz
baglayicis1 kullanilarak hidrojel 6zellik kazandirlmustir. ilave edilen genipin
konsantrasyonlar1 ve igerige gore doku iskelelerinin isimlendirilmeleri Tablo 4.1°de
verilmektedir. Sekil 5.1’de bu calismanin kontrol grubu olan lif kabagi takviye
edilmemis kitosan-ipek siingerlerine ¢apraz baglanma siire¢ optimizasyon ¢aligmasi
gosterilmektedir. Calismada ilk olarak ¢apraz baglanma siiresi optimize edilmistir.
Ilave edilen genipin ¢ozeltisi sonrasindaki siingerlerin 12, 24 ve 48 saat sonundaki
goriintiileri yer almaktadir. Genipin ile ¢apraz baglanma reaksiyonu sonucunda doku
iskeleleri koyu mavi bir renk almaktadir. Koyu mavi renk degisimi, kitosanin ve

ipegin amino gruplari ile genipin arasinda gerceklesen kovalent ¢capraz baglanma ile
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iliskilidir. Capraz baglayic1 konsantrasyonun artmasi ile capraz baglanma siiresi
azalmaktadir. 48 saat sonunda tiim siingerlerde renk degisiminin gergeklesmesiyle,
kovalent capraz baglanmalar tamamlanmistir. Capraz baglanma reaksiyonuna
katilmamis, fazla genipini uzaklastirmak icin siingerler saf su ile yikanmis ve
kurutulmustur. Hazirlanan lif kabagi katkili ve katkisiz, capraz baglanmis slingerlerin
fotograflar1 Sekil 5.2°de gosterilmektedir. Uretilen siingerler yaklasik 2 cm ¢apa
sahiptir.

0 =3 - LGS
= . = . — ]

Sekil 5.1 12 (a), 24 (b), 48 (c) saatlik capraz baglanma sonrasinda doku iskeleleri (Kisisel arsiv, 2018)

Wscrw

Sekil 5.2 Genipin ile ¢apraz baglanmis kontrol grubu (a) ve lif kabag: katkili kitosan-ipek (b) siinger

orneklerine ait fotograflar (Kisisel arsiv, 2018)

5.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Lif kabagi takviyeli ya da takviyesiz olmak iizere, farkli genipin
konsantrasyonlarinda tretilmis olan doku iskelelerinin, ipek konformasyonu ve
capraz baglanma islemleri sonrasindaki kimyasal karakterizasyonlariin yapilmasi

amactyla ATR-FTIR analizi gergeklestirilmistir.
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Sekil 5.3’te kontrol grubuna ve Sekil 5.4’te kompozit doku iskelelerine ait ATR-
FTIR analiz sonuglar1 goriilmektedir. 3400-3000 cm™ (OH, NH gerilme), ~1640 cm™
(amid, C=0 gerilme), ~1560 cm™! (NH gerilme) ve 1100-1000 cm™! (C-O gerilme)
pikleri, kitosanin karakteristik pikleri olup literatiirde yer almaktadir (Li ve diger.,
2015) (Sionkowska ve Planecka, 2013). Genipine ait karakteristik pikler ise ~1680
cm’! (ester, C=0 gerilme), ~1620 cm™ (C=C gerilme), ~1080 cm™ (C-O gerilme)
olarak belirtilmektedir. Kitosan ve genipin arasindaki reaksiyon, amid ve amin
absorpsiyon bantlar1 arasindaki yiikseklik orani artistyla tespit edilebilir. Literatiirde
genipin ile kitosanin ¢apraz baglanmasi sonucunda, 1640 cm™'’de amid bantlarina ait
pikler gézlemlenirken, 1560 cm™''de kitosana ait amin pikinin siddetinin azaldig1
belirtilmistir (Li, ve diger., 2015). Yapilan FTIR analizleri sonucunda, capraz
baglanmis kontrol grubu orneklerinde, 1557 cm'de kitosana ait amin pikinin

siddetinin azaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 5.3).

Ipegin o-diizensiz sarmal yapisi igin literatiirde amid I, II ve III bantlarma ait
karakteristik pikler, sirasiyla 1643, 1530 ve 1240 cm ! olarak belirtilmektedir.
Metanol islemi ardindan o-diizensiz sarmal yapinin B-konformasyonuna doniisiimii
ile B-konformasyonuna ait ipegin karakteristik FTIR pikleri 1625 £10 cm™ (amid I)
ve 1525 £10 cm‘de (amid II) goriilmektedir (Sionkowska ve Planecka, 2013)
(Samal, ve diger., 2014).

Kitosan-ipek doku iskelelerinin FTIR analizinde yaklasik 1625 cm’

dalga
sayisinda, ipek ve kitosana ait amid bantlarinin ortak piki goriilmektedir (Sekil 5.4).
Genipin konsantrasyonu arttik¢a kitosan-ipek doku iskelelerinin 1557 cm™’deki amin
pikinin siddetinin azaldig1 goriilmektedir. Ayrica 1060 cm™’deki pikte daha yiiksek
dalga sayisina dogru genisleme vardir. Bunun nedeni genipin yapisinda bulunan C-O

gerilme bantlarinin yapiya eklenmesidir.
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Sekil 5.3 Kontrol grubuna ait ATR-FTIR analizleri
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Sekil 5.4 Kompozit doku iskelelerine ait ATR-FTIR analizleri
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5.3 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Biyomedikal alaninda kullanilacak polimerik malzemeler i¢in yiizey Ozellikleri
biiyiilk 6nem tasir. Bu alanda kullanilan herhangi bir malzemenin implantasyonu
sonrasindaki ilk reaksiyonlar yiizeyde gerceklesecektir. Uretilen doku iskelelerinin
ylizey yap1 Ozelliklerinin tayini i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM)

kullantlmistir.

Hiicre tutunmasi ve bilyilimesi agisindan iiretilmis olan gozenekli doku
iskelelerinde gozenek boyutu ve yapisi 6nem tagimaktadir. Uygulama alani ve hedef
hiicre tipine gore istenilen gdzenek boyutu biiylikliigli degiskenlik gosterebilirken,
gozenek yapisinin acik gbézenekli olmasi gerekmektedir. Calismada {iretilen
kompozit doku iskeleleri ve kontrol grubunun SEM analizi sonuglar1 incelendiginde,
biitiin doku iskelelerinin agik gézenekli bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir (Sekil
5.5 ve Sekil 5.6).

Sekil 5.5’te gosterilen kontrol grubuna ait SEM goriintiilerinde %0.3 genipin
capraz baglayict oranina sahip CSG3 doku iskelesinde goreceli olarak daha homojen
bir gozenek yapisinin elde edildigi goriilmektedir. Yan ve arkadaslarimin 2010
yilinda yaptiklar1 ¢alismada, eklem kikirdagi hasarini gidermek igin iiretilmis olan
kitosan-kolajen doku iskelelerinin gézenek boyutlart 100-200 pm araligindadir (Yan
ve diger., 2010). Kontrol grubuna ait SEM goriintiileri, Image J programi
kullanilarak incelenmis ve gozenek boyutunun Yan ve arkadaslarinin ¢alismasina

PO

benzer olarak 150-200 um araliginda degistigi belirlenmistir.
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Sekil 5.5 Kontrol grubunun SEM goriintiileri

Uretilen kompozit doku iskelelerinde katki elemani olarak kullamlan lif
kabaginin, kitosan-ipek matrisiyle entegrasyonu saglamak en énemli unsurdur. Farkli
genipin konsantrasyonlarinda tiretilen dort farkli doku iskelesinin SEM goriintiileri
incelendiginde, lif kabaklarinin kitosan-ipek yapisi igerisine gOmiildigl
gozlemlenmistir (Sekil 5.6). Yapi igerisindeki lif kabaklarinin ¢api1 200-300 pum
araligindadir. Tanobe ve arkadaglarinin caligmasindaki, NaOH islemine tabii
tutulmug lif kabaklarimin SEM goriintiileri (Sekil 2.5.g) ile karsilagtirildiginda,
tiretilen kompozit doku iskelelerindeki lif kabaklarmin yapisi, boyut ve yapiya

entegrasyonu acisindan benzerdir (Tanobe, Sydenstricker, Munaro, ve Amico, 2005).
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Sekil 5.6 Kompozit doku iskelelerinin SEM goriintiileri

5.4 Sisme Testi

Doku iskelelerinin sisme oranlart Denklem 4.1°¢ gdre hesaplanmistir. Sisme
oranlart Sekil 5.7 ve Tablo 5.1°’de verilmektedir. Capraz baglayici olarak kullanilan
genipin konsantrasyonu arttik¢a kontrol grubu doku iskelelerinin sisme oranlarinda
diisiis gézlemlenmis ve sisme oranlarindaki standart sapma diismiistiir. Lif kabagi
takviyesi kompozit doku iskelelerinin sisme oran1 degerlerini kontrol grubuna kiyasla

yaklagik {icte biri oraninda diigtirmiistiir.
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Sekil 5.7 Doku iskelelerinin sigsme oranlart

Tablo 5.1 Doku iskelelerinin sisme oranlart

Ornek Adi Sisme Orani (%)
CSG1 5059 + 744
CSG3 4854 + 235
CSGS5 4456 £ 150

L-CSG1 1428 + 129
L-CSG3 1692 £ 57
L-CSG5 1543 £110

5.5 Dinamik Mekanik Analiz

Gergeklestirilen DMA analizi ile iiretilen kompozit doku iskeleleri ve kontrol
grubunun viskoelastik ozellikleri ve eklem kikirdagi uygulamalarina uygunlugu
tartisilmistir. Yetigkin bir insanin yiirlime sirasindaki adim frekansi aralig (dakikada
72 ila 131 adim), 0.6 ve 1.1 Hz frekans degerlerine denk gelir. Kosarken ise 1.5 Hz
degerinin iizerine ¢ikar (Pietrzak , 2008). Bu nedenle bu c¢aligmada iiretilen doku
iskelelerinin depolama modiilii, kaylp modiilii ve tan delta degerleri yiirlime ve
kosma frekanslar1 arasinda kalan 1 Hz frekansinda karsilastirilmistir. Uretilen doku

iskelelerinin dinamik mekanik analiz sonuglar1 Tablo 5.2’de gosterilmektedir. 1 Hz
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frekansinda en yiiksek depolama modiil degeri CSG3 o6rnegine aitken lif kabagi
katkistyla depolama modiil degerlerinde diislis gézlemlenmistir. En yiliksek tan delta
degeri ise L-CSG3’e aittir. Bu da bu 6rnegin enerji soniimleme kapasitesinin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.2 Doku iskelelerinin 1 Hz frekans degerinde depolama modiilii (E'), kayip modiilii (E") ve tan

delta degerleri
Ornek Adi Frekans Depolama Kayip Modiilii | Tan delta
Degeri (Hz) Modiili (MPa) (MPa)

CSGl1 1 0,08859 0,00993 0,11214
CSG3 1 0,17921 0,01558 0,08693
CSG5 1 0,09651 0,00956 0,09903
L-CSGl1 1 0,00311 0,000252 0,08134
L-CSG3 1 0,00205 0,000325 0,18365
L-CSG5 1 0,00398 0,000325 0,08156

Kontrol grubuna ait hidrojel doku iskelelerinin depolama (E') ve kayip (E")

modiillerinin frekans taramas1 modundaki degisimleri, Sekil 5.8’de gosterilmektedir.

DMA sonuglar1 incelendiginde, depolama modiillerinin, kayip modiillerinden
daha yiiksek degerlerde oldugu goriilmektedir. Bu durum {iretilen kontrol grubu doku
iskelelerinin elastik davranisa sahip oldugunun gostergesidir. Capraz baglayict orani
arttikca olusturulan yapimin daha yiiksek depolama modiiliine sahip olmasi
beklenirken, en yiiksek depolama modiil degerine CSG3 6rneginde ulasilmistir.
CSG1 ve CSGS5 doku iskelelerinin depolama modiil degerleri birbirine yakindir.
Ayrica, her li¢ 6rnekte kayip modiil degerleri benzerlik gostermektedir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8 Kontrol grubuna ait depolama modiilii (E') , kayip modiilii (E")-logaritmik frekans egrileri

Kompozit doku iskelelerine ait depolama ve kayip modiillerinin logaritmik
frekansa gore degisim egrileri Sekil 5.9°da gosterilmektedir. Biitiin kompozit doku
iskelelerinin depolama modiil degerleri ylikselen frekans ile artis gostermistir. Bu da
kompozit doku iskelelerinin viskoelastik davranis gosterdiginin kanitidir. Lif kabagi
katkis1 ile, kompozit doku iskelelerinin depolama modiil (E') degerleri kontrol
grubuna kiyasla daha dugsiiktiir (Sekil 5.9). Ayrica, E' degerlerinde yiiksek
frekanslarda goriilen keskin diisiisler, Orneklerde muhtemel mikro hasarlarin

olustugunun gostergesidir (Sekil 5.8. ve Sekil 5.9).
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Sekil 5.9 Kompozit doku iskelelerine ait depolama modiili (E') , kayip modiili (E")-logaritmik

frekans egrileri
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Sekil 5.10 Kompozit doku iskeleleri ve kontrol grubuna ait tan delta—logaritmik frekans egrileri

Kontrol grubuna ve kompozit doku iskelelerine ait 6rneklerin tan delta-logaritma

frekans egrileri Sekil 5.10°da (0-100 Hz) verilmektedir. Tan delta degerlerindeki
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degisimleri daha detayli goriilebilmesi i¢in kontrol grubu ve kompozit doku iskeleleri
icin 0 ile 40 Hz arasindaki tan delta-logaritma frekans egrileri sirastyla, Sekil 5.11 ve
Sekil 5.12°de verilmektedir. Tiim frekanslarda tan delta degerleri her numune i¢in
benzerlik gostermektedir. Yiiksek frekanslarda tan 6 degerlerinde goriilen keskin
artis, numunelerde meydana gelen mikro hasarlarin bir sonucu olarak depolama
modiil degerlerindeki diisiise baglidir. Literatiirde insan eklem kikirdaginin tan delta
degeri, 0.266 olarak belirtilmistir. Kontrol grubuna ait tan delta degerleri bu degerin
altinda kalmaktadir. Lif kabag takviyeli kompozit doku iskelelerinde bu degere en
¢ok yaklasan 6rnek L-CSG3 olmustur (Temple, Cederlung, ve Lawless, 2016).

0,15

||—=— CSG1
CSG3

0,14

0,13

0,12 S

0,11 -

Tan Delta

0,10 S

0,09 4

0]08 I - L} i L} . ; L} :‘-‘-.| LI I T T L} L} L} LI |
0,1 1 10

Log Frekans (Hz)

Sekil 5.11 Kontrol grubuna ait tan delta—logaritmik frekans egrileri (0-40 Hz aralig1)
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Sekil 5.12 Kompozit doku iskelelerine ait tan delta—logaritmik frekans egrileri (0-40 Hz aralig1)

5.6 Termal Gravimetrik Analiz(TGA)-Diferansiyel Termal Analiz(DTA)

TGA-DTA analizleri kontrol gruplarinin ve kompozit doku iskelelerinin termal

davranigini arastirmak i¢in gerceklestirilmistir.

Capraz baglanmamis kontrol grubu ve kompozit doku iskelelerine ait TGA-DTA
egrileri Sekil 5.13‘te verilmektedir. Capraz baglanmamis kontrol grubu doku
iskelesine (CS) ait TGA egrisi incelendiginde ilk olarak %15,8 agirlik kaybina denk
gelen adsorbe edilmis suyun yapidan uzaklasmasi goriilmektedir. Ikinci asamadaki
%60’k agirlik kaybi organik yapinin bozulmasmi ifade eder. DTA egrisi
incelendiginde ilk asamanin endotermik, ikinci asamanin ise ekzotermik olarak

gerceklestigi belirlenmistir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13 Capraz baglanmamis kontrol grubu doku iskelesine (CS) ait TGA-DTA egrisi
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Sekil 5.14 Capraz baglanmamis kompozit doku iskelesine (L-CS) ait TGA-DTA egrisi

Capraz baglanmamis kompozit doku iskelesine (L-CS) ait TGA egrisi
incelendiginde ise ilk asamada %12’lik bir agirlik kaybi gozlemlenirken, ikinci

asamada %068’lik agirlik kaybi goriilmektedir. DTA egrisi incelendiginde kontrol
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grubundan farkli olarak lif kabagi katkisiyla, ikinci agamanin endotermik olarak

gerceklestigi bulunmustur (Sekil 5.14).

Capraz baglanmis ve baglanmamis kontrol grubu ve kompozit doku iskelelerinin
TGA analiz sonuclar sirasiyla Sekil 5.15 ve Sekil 5.16’te verilmektedir. Capraz
baglanmig doku iskelelerinin termal bozunma siiregleri de iki asamadan
olusmaktadir. Tk asama adsorblanan suyun yapidan uzaklasmasini ikinci asama yap1
icerisindeki organik baglarin koparak bozunmasini ifade eder. Her doku iskelesi i¢in
bozunma baslangi¢ sicakligi (Tonset), maksimum bozunma sicakligi (Tq) degerleri ile
komiirlesme verimleri hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 5.3’te verilmistir. Lif kabagi
katkisinin bozunma baslangi¢c sicakligini arttirarak kompozit doku iskelelerinin
termal kararhiligini arttirdigi belirlenmistir. Tiim G6rneklerde maksimum bozunma
sicakliklart ve komiirlesme verimlerinde anlamli bir degisim yakalanamamustir.

Komiirlesme verimleri %18-28 araligindadir.
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Sekil 5.15 Kontrol grubuna ait TGA egrileri
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Sekil 5.16 Kompozit doku iskelelerine ait TGA egrileri

Tablo 5.3 Diferansiyel Termal Analiz (DTA) sonuglari

Ornek Bozunma Baslangi¢ Maksimum Bozunma Komiirlesme

Adi Sicaklig1, Tonset (°C) Sicakligi, Tq (°C) Verimi (%)
CS 233,74 338,80 24,97
CSG 247,22 352,98 25,10
CSG3 231,49 360,87 27,91
CSG5 243,16 366,44 26,83
L-CS 312,10 386,11 19,72
L-CSGl 272,35 329,38 26,08
L-CSG3 285,09 360,04 26,08
L-CSG5 267,56 365,86 17,55

5.7 Mekanik Analiz (Basma Deneyi)
Deneyler sonucunda elde edilen gerilim gerinim egrilerinden her numune i¢in %7

ve %15 birim sekil degistirme araligindaki lineer bolge kullanilarak basma modiilleri

hesaplanmistir (Sekil 5.17).
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Sekil 5.17 Doku iskelelerinin basma modiilleri

Tablo 5.4’te goriildiigii iizere, lif kabaksiz kontrol grubu numunelerinde genipin
orant degisimi ile basma modiiliinde anlaml bir degisim gozlenmezken, lif kabagi
takviyeli kompozit doku iskelelerinde genipin oranindaki artis ile basma modiil

degerleri artmaktadir.

Kontrol grubu numunelerinin ortalama basma modiil degerleri yaklasik 1-2 MPa
iken, lif kabakli kompozit doku iskelelerinde ise yaklasik 5-9 MPa degerlerindedir.
Lif kabag1 takviyesi ile basma modiil degerleri artmistir (Tablo 5.4). Ayrica, iiretilen
doku iskelelerinin basma modiil degerleri, literatiirde belirtilen insan eklem
kikirdagiin basma modiil degeri ile (~1.75 MPa) (Bartnikowski, Wellard, Woodruff,
ve Klein, 2015) uyumludur.

Tablo 5.4 Uretilen doku iskelelerinin ortalama basma modiilleri

Ornek Ad1 Ortalama Basma Modiilii (MPa)
CSG1 1,75+ 0,37
CSG3 1,56+ 0,33
CSG5 1,99 + 0,42
L-CSG1 4,63 +1,40
L-CSG3 5,64 +1,10
L-CSG5 8,17 £1,82
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BOLUM ALTI
GENEL SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada ipek, kitosan ve lif kabagi dogal malzemelerinden kikirdak
doku hasarmin tedavisinde kullanilmak amaciyla doku iskeleleri tiretilmistir.
Her lic malzeme de doku miihendisligi alanindaki ¢alismalarda yer almis olsa
da, bu li¢ malzemeden olusturulan kompozit yapr ilk kez iiretilip 6zellikleri

incelenmistir.

Uretilen doku iskelelerinde kararli bir yapiy1 saglamak icin gapraz baglayici
olarak toksik etkisi oldukga az olan genipin proteini kullanilmig, mukavemeti
giiclendirmek i¢in ise lif kabaginin dogal diziliminden yararlanmak

amaglanmstir.

Uretim metodu olarak kullanilan dondurarak kurutma islemi ile agik
gozenekli yapida lif kabagi katkili kompozit doku iskeleleri ve lif kabagi

katkisiz kontrol grubu elde edilmistir.

Kullanilmis olan karakterizasyon yontemleri sayesinde, li¢ farkli genipin
konsantrasyonu ile iiretilmis kompozit doku iskeleleri ve kontrol grubunun

ozellikleri belirlenmistir.

Genipinin, kitosan ve ipegin yapisinda bulunan amin gruplariyla kovalent
capraz baglanmasi sonucunda yapida koyu mavi renk doniigimi
gergeklesmistir. Caligsmada tiretilen doku iskelelerinin ¢apraz baglanma siiresi

48 saat olarak optimize edilmistir.

FTIR analiz sonuglar kitosan, ipek ve lif kabagina ait karakteristik piklerini
icermektedir. Ipegin B-konformasyonunun teyiti 1625 £10 cm™ (amid I) ve
1525 £10 cm™ (amid II) piklerinin varlig1 ile (Sionkowska ve Planecka,
2013), lif kabaginin yikama isleminin basarili oldugunun teyiti ise

hemiseliiloza ait C=0O gerilme bandmin goézlemlenmemesiyle saglanmistir.
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Ayrica doku iskelelerinin genipin konsantrasyonun artmasi ile birlikte 1557
cm’deki amin piki siddeti azalmakta ve 1060 cm™’deki pik genislemektedir.
Bunun nedeni genipinin yapisindaki C-O gerilme bantlarinin yapiya

eklenmesidir.

Sisme testi sonuglari incelendiginde hem genipin konsantrasyonu orani artisi

hem de lif kabagi takviyesinin varligi ile sisme oranlari diismiistiir.

Gozenek boyutu ve gozenek yapisi doku iskelelerinde hiicre tutunmasini ve
biiylimesini destekleme agisindan biiyiik 6nem tasir. Gozenek boyutu doku
iskelesinin kullanilacagi alan ve hiicre tipine gore degisiklilik gosterirken,
gozenek yapisinin agik gozenekli olmasi gerekmektedir. Calismada iiretilen
biitiin doku iskelelerinin SEM goriintiileri incelendiginde agik gdzenek yapisi
gozlemlenmistir. Bu calismada iiretilmis kontrol grubu doku iskelelerinde
150-200 pm gozenek capr gozlemlenmistir. Gozenek ¢ap1 degerleri SEM
gorlntiilerinin Image J programi kullanilarak incelenmesiyle belirlenmistir.
Daha giivenilir gozenek c¢ap1 tayini ve gozenek dagilimi icin ilerleyen

caligmalarda civa porozimetresi yontemi kullanilabilir.

Termal analizler sonucu elde edilen TGA egrilerinde bozunmanin iki
asamadan meydana geldigi belirlenmistir. Ik asamada adsorbe edilen suyun
uzaklagmas1 gozlemlenirken, ikinci asamada yap1 igerisindeki organik
gruplarin bozunmasi goriilmektedir. Kontrol grubuna ait DTA egrilerinde
yapisal bozunma sirasinda reaksiyon ekzotermik iken, kompozit doku
iskelelerine ait DTA egrilerinde yapmnin endotermik bozunma gosterdigi

tespit edilmistir.

Kompozit doku iskelelerinin depolama modili (E') degerleri, kontrol
grubunun sonuglarma kiyasla daha diisiik olarak bulunmustur. Bu da
kompozit doku iskelelerinin daha az elastik yapida oldugunu gdstermistir.
Capraz baglayict yogunlugu arttikga olusturulan yapinin daha yiiksek

depolama modiiliine sahip olmasi1 beklenirken, en yiiksek modiil degerine
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CSG3 oOrneginde wulagilmistir. Doku iskelelerinin enerji sOniimleme
kabiliyetini gdsteren tan delta sonuglari incelendiginde L-CSG3 6rneginde en

1yl sonug alinmastir.

Kompozit doku iskelelerinin basma modiilleri kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek olarak bulunmustur. Kontrol grubu numunelerinde genipin orani
degisimi ile basma modiil degerlerinde anlamli bir degisim gdézlenmezken,
kompozit doku iskelelerinde genipin oranindaki artig ile beklenildigi gibi

basma modiil degerleri yiikselmistir.

Sonug olarak, iiretilen L-CSG3 6rnegi, insan kikirdaginin basma mukavemeti
ve tan delta degerlerine en yakin sonuglari vermistir. Uretilen bu malzemenin
doku iskelesi olarak kullanilabilmesi ig¢in in-vitro ve in-vivo ortamda

biyouyumluluk testlerinin yapilmasi gerekmektedir.
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