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Poly-3-Hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate (PHBV) ve Lif Kabag Temelli Hidrojel

Meniskiis Doku Iskelelerinin Histoloji, Biyokimyasal ve Biyomekanik Analizleri

Gizem BAYSAN, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Biyomekanik Anabilim Dali, gizemciner@gmail.com, Balgova —iZMIR

OZET

Son yillarda kisilerin giinliik aktivitelerinin degismesi sebebiyle meniskiis yaralanmalari
ortopedi cerrahisinin dolayisiyla da kas-iskelet doku miihendisligi uygulamalarinin ilgi noktasi
olmustur. Bu ¢alismada da meniskiis yaralanmalariin tedavisine yonelik kompozit yapida bir
doku iskelesi iiretilmesi amaclanmastir.

Calismada kitosan, kitosan/lif kabag1 ve kitosan/lif kabagi/PHBV igerikli ti¢ farkli doku
iskelesi tretilerek bu iskelelerin farkli genipin oranlarinda o6zellikleri arastirilmistir. Doku
iskelelerinin olusturulmasi igin 1slak elektro egirme ve liyofilizasyon yontemlerinden
yararlanilmistir. Doku iskelelerinin kimyasal yapisinin incelenebilmesi i¢in Fourier Doniistimlii
Kizilotesi Spektroskopi (FTIR), morfolojik incelemeleri i¢in Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM), basi yiiklenmelerine dayaniminin 6lgiilebilmesi igin basma testi gibi analizlerinin
yanisira Termal Gravimetrik Analiz (TGA), Dinamik Mekanik Analiz (DMA) ve sisme testleri
gerceklestirilmistir.

Amaglandig1 gibi dogal malzemeler kullanilarak kompozit yapida yeni bir doku iskelesi
tretimi yapilmistir. Genipin ile capraz baglanan doku iskelelerinin digerlerinden daha iyi
sonuclar verdigi goriilmiistiir. Dogal bir seliiloz kaynag: olan lif kabaginin doku iskelelerine
eklenmesi, hem dayaniklilik hem de sisme 6zellikleri {izerinde olumlu sonuglar vermektedir.
Ancak, ¢alismanin basinda PHBV katkisinin doku iskelelerini giiclendirecegi ve diger gruplar
ile arasinda yiiksek oranda fark olacagi diisiiniilmekteydi. Sonuglar ise aralarinda anlamli bir

fark oldugunu diistindiirmemektedir.

Anahtar Sozciikler: Kikirdak Doku Miihendisligi, Lif Kabagi, Kitosan, PHBV
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Histology, Biochemical and Biomechanical Analyzes of Poly-3-Hydroxybutyrate-co-3-

hydroxyvalerate (PHBV) and Loofah Based Hydrogel Meniscus Scaffolds

Gizem BAYSAN, Dokuz Eylul University, Faculty of Health Sciences,

Biomechanics Department, gizemciner@gmail.com, Balcova —IZMIR

ABSTRACT

In the recent years, meniscus injuries have been the focus of orthopedic surgeons and
musculoskeletal tissue engineering applications due to the changing daily activities of people.
In this study, it was aimed to produce a composite scaffold for the treatment of meniscus
injuries.

In the study, three different scaffolds which contain chitosan, chitosan/loofah and
chitosan/loofah/PHBV were produced. Properties of these scaffolds were investigated at
different genipin ratios. In order to produce these scaffolds, wet electro spinning and
lyophilization techniques were used. There were several characterizations performed such as
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) for the investigation of chemical structure,
Scanning Electron Microscopy (SEM) for morphological analysis, compression test due to the
axiel loads meniscus faced, also Thermo Gravimetric Analysis (TGA), Dynamic Mechanical
Analysis (DMA) and swelling tests.

A new composite meniscus scaffold was produced by using natural materials. The ones
with genipin cross-linked have been shown to give better results than others.

The addition of loofah as a natural cellulose source, has a positive effect on both durability
and swelling properties of the scaffolds. However, at the beginning of the study it was thought
that the PHBV additive would strengthen the scaffolds and it was thought to show a huge
difference among the other groups. As a result, there is not a significant difference among the

three scaffold groups.

Key Words: Cartilage Tissue Engineering, Loofah, Chitosan, PHBV
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1. GIRIS VE AMAC

Son wyillarda kisilerin yasam standartlarinin degismesi ile birlikte diz eklemi
yaralanmalarinda bir artis meydana gelmistir. Bu yaralanmalar, kisilerde Ortopedi cerrahisinde
kullanilan tedavi yontemlerinin ilerleyen donemlerde yararsiz hale gelmesi sebebiyle kisilerde
diz protezine kadar gitmektedir. Bu sebeple, Ortopedi cerrahlar1 doku miihendisligi
uygulamalarindan yararlanmaya baslamiglardir.

Onceleri islevsiz bir doku kalintis1 oldugu diisiiniilen meniskiis dokusunun 1950’lerin
ortalarina gelindiginde aslinda diz ekleminin stabilitesi iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Bu
sebeple cerrahlar, ¢esitli sebeplerle yaralanmis olan bu dokunun alinmasi yerine onarilmasi i¢in
yeni yontemler gelistirmeye baslamistir.

Ozellikle 20. yiizyilin sonlarma dogru, doku miihendisliginde meniskiis protezlerine
yonelik bir¢cok ¢aligma yapilmistir. Polylactic acid (PLA), Polyglycolic acid (PGA),
Polycaprolactone (PCL), Polylactic-co-glycolic acid (PLGA) ve ipek gibi bircok dogal kokenli
malzemeden meniskiis protezi iiretilerek in vitro ve in vivo galismalar yapilmistir. Ancak,
giinimiizde tibbi amaghi kullanilan meniskils implantlar1 kollajen ve poliliretan
malzemelerinden tretilmis olanlardir. Ancak, bu implantlarin en 6nemli sorunu uzun siire
dayanikliliklarinin olmasidir. Bu sebeple halen meniskiis doku miihendisligine ihtiyag
duyulmaktadir.

Calismada, dogal kaynakli malzemeler olan kitosan, lif kabagi ve PHBV kullanilarak ii¢
farkli doku iskelesi tasarlanmigtir. Kompozit doku iskelelerinin eldesi igin 1slak elektro egirme
ve liyofilizasyon yontemlerine basvurulmustur. Sadece kitosan iceren doku iskelesi i¢in kitosan
coOzeltisi igeren kaliplar liyofilizatorde kurutulmustur. Kitosan/lif kabagi iceren doku
iskelesinde NaOH ile yikanip kurutulmus lif kabaklarina kitosan c¢ozeltisi emdirilerek
liyofilizatérde kurutulmustur. Kitosan/lif kabagi/PHBV iceren doku iskelelerinde ise PHBV
fiberler 1slak elektro egirme ile elde edildikten sonra liyofilizasyon islemi ile lif kabaklarina
entegre edilmis ve tim yap1 kitosan c¢ozeltisi emdirilerek tekrardan liyofilizatérde
kurutulmustur. Bu ii¢ doku iskelesi i¢in de %0, %0,1, %0,3 ve %0,5 genipin oranlari
denenmistir.

Bu malzemeler doku miihendisligi ve ortopedi alaninda ¢ok sik rastlanilan malzemeler
olmakla beraber birlikte kullanimlarina literatiirde rastlanmamistir. Ayrica, kullanilan capraz
baglayici genipinin bu malzemeler ile olan etkisi hakkinda da literatiir bilgisi yetersiz
oldugundan o6tiirii galigma bu alanda biiyiik yarar saglayacaktir. Kullanilan tiim bu katkilarin
calismada iiretilen doku iskelelerinin dayanikliligimi arttirmas1 amaglanmistir. Uretilen
meniskiis doku iskelelerinin in vitro ¢alismalarinin gelistirilmesi ve deney hayvanlari iizerinde

in vivo denemeler yapilmasi ile doku miihendisligi i¢in yeni bir yaklagim gelistirilebilecektir.
3



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meniskiisiin Morfolojisi

2.1.1. Meniskiis Anatomisi ve Kanlanmasi

Neredeyse 20. ylizyilin ortalarina kadar meniskiis dokusu bacaktaki kaslarin iglevsiz bir
kalintis1 olarak kabul edilmistir. Ancak, 1936 yilinda King’in makalesi sayesinde meniskiisiin
diz ekleminde ¢esitli fonksiyonel gorevleri tistlendigi anlagilmistir (1).

Sekil 1-a’ da goriildiigli lizere meniskiis, her iki dizde femoral kondil ve tibial plato

arasinda bulunan ve fibrokartilajdan olusan hilal seklindeki yapilardir (2).

Meniskiisten enine kesit alindig1 zaman kama seklindeki yapilar oldugu goriilmektedir.
Bu yapilar, eklem kapsiiliine anterior ve posteriordan ligamanlar yardimiyla baglanmaktadir.
Ayrica, tibio-femoral eklem yiizeyini kismen kapatan bu yapilar eklem yiizeylerine dig biikey

¢evre kenarindan tutunmaktadirlar (2).

Ligament of Humphrey Posterior Cruciate Ligament

Ligament of Wrisberg Posterior insertional ligament

Posterior
insertional ligament

Posterior horn

Posterior horn

. ) Lateral Meniscus
Medial Meniscus
Anterior horn

Anterior horn S : P Anterior insertional ligament

Anterior insertional ligament Anterior Cruciate Ligament

Sekil 1: a)Meniskiis anatomik yapis1 b) Ol¢iim alinan kisimlar

Tablo 1: Meniskiisiin dl¢iilerinin minimum, maksimum degerleri ve fark yiizdeleri

| Enkiiciikdeger(mm) _| En biiyiik deger(mm) __| Fark yiizdesi(max-min) _|

Medial Meniskiis 6.7 12.4 85.1
Kalinhg

Lateral Meniskiis 83 14.5 74.7
Medial Meniskiis 301 56.1 86.4
Uzunlugu (MML)

Lateral Meniskiis 295 51.2 73.6
Uzunlugu (LML)

Medial Meniskiis 233 32.7 40.3

Genisligi()

Lateral Meniskiis 26.3 36.3 38.0
Genigligi



Tablo 2: Medial ve lateral meniskiisiin farkli kisimlarindan alinan olgiileri

e lortalama(mm) | Standart Sapma___| Deger Araligi(mm) __

Medial Meniskiis 99.0 9.3 84-119
Gapi(MMC)

Medial Meniskiis 9.3 1.3 6.7-12.4
Viicut Kalinhigi

(MMBW)

457 5.0 30.1-56.1

Uzunlugu(MML)
Medial Meniskiis 27.4 25 23.3-32.7
i 91.

Lateral Meniskiis 9.6 78-112
Capi(LMC)

Lateral Meniskiis 10
Viicut Kalinhigi

(LMBW)

Lateral Meniskiis 35.7 3.7 29.5-51.2
Uzunlugu (LML)

Lateral Meniskiis 293 3.0 24.0-36.3

7
9 13 8.3-14.5

Kalinhg (LMW)

Insanlarda meniskiisiin ¢evre kenar1 yaklasik olarak 110 mm uzunluga sahiptir (3).
Popliteus tendon bolgesindeki lateral meniskiisiin bir kismi hari¢ meniskiisler uzunluklari
boyunca ¢evre kenarlarda eklem kapsiiliiniin i¢ kism1 boyunca tutunur. Bu kapsiiler baglanti ise
koroner ligaman olarak adlandirilmaktadir. Orta noktasinda, medial meniskiis, medial kollateral
ligamanin derin kismu ile saglam bir sekilde tutunmaktadir. (2) Sekil 1-b’de gosterilen
bolgelerden lgiim alinmis ve bu sonuglar Tablo 1 ve Tablo 2°de gosterilmistir (2). Tablo 1° de
medial ve lateral meniskiisiin Ol¢lilen boyutlarinin minimum ve maksimum degerleri
gosterilmekte iken Tablo 2’de bu boyutlarin meniskiisiin farkli kisimlarindan alinan degerleri

verilmektedir.

Sekil 2’de meniskiisiin  farkli  bolgelerinden  kesit alindigindaki  dizilimler
gosterilmektedir. Sekil 2’nin iizerindeki rakamlar kesitin alindig1 diizlemi ve yeri belirlemek
icin kullanilmigtir. Meniskiistin yapisindaki kollajen liflerinin dizilimi dokunun islevleri ile
dogrudan iligkilidir (4). Bullough ve ark. kollajen liflerinin esas yoneliminin gerilme
kuvvetlerine karsi koyabilmek igin gevresel oldugunu bulmuslardir (4). Bunlara ek olarak,
cogunlukla meniskiisiin orta kisminda radyal olarak yonlenmis kollajen lifleri oldugu da
gozlemlenmistir ki bu liflerin meniskiisiin uzunlamasma bdliinmesini Onlemek {izere

konumlanan baglar oldugu disiiniilmektedir (2).



Sekil 2: Meniskiistin farkli kesitlerindeki kollajen liflerin dizilimi

Meniskiisiin kanlanmasindan bahsedecek olursak da yasa ve belirli bolgelere gore
degisiklik gostermektedir. Medial meniskiiste bes anatomik bolgeden bahsedilebilir. Zone 1
medial meniskiisiin anterior kokiinii kapsamaktayken Zone 2 antero-medial kismini igerir. Zone
3 medial meniskiisiin medial kollateral ligament (MCL) seviyesinde yer almaktadir. Zone 4 ise
medial meniskiisiin posterior boynuzuna denilmektedir. Son olarak da Zone 5, medial
meniskiisiin posterior kokiidiir. Bu bolgelerin her birinde ayr1 bag ve yapilar bulundugu igin

tamirinde farkli yontemler kullanmak gerekmektedir (5).

Anatomik calismalar, meniskiisteki damarlanmanin aslinda medial ve lateral inferiordan
ve orta genikiiler arterlerden kaynaklandigini gostermistir (6). Bu damarlanmanin dallanmasi
ile ilk olarak perimeniskal kilcal pleksus olusur ve bu Policard tarafindan tanimlanmis bir
kavramdir (7). Bu perimeniskal kilcal pleksustan radyal dallar meniskiisiin periferine araliklarla
penetre eder ve bu sayede On ve arka boynuzlara daha zengin bir akis saglanmis olur.
Vaskiilarizasyon her meniskiis i¢in farklilik gostermekte olup periferik vaskiiler bolgenin
kapsam1 da meniskiis genisliginin 10% ve 30%’u arasinda degismektedir. Bu oranlarin

meniskiis yirtiklarinin iyilesmesinde 6nemli bir rolii bulunmaktadir (8).

Caligmalar gostermistir ki, dogdugumuz zaman meniskiisiin tamami kanlanma 6zelligine
sahipken zaman igerisinde avaskiiler bolge olusumu gerceklesmistir. Bu avaskiiler bolge
olusumu ilk olarak meniskiisiin i¢ bolgesinden baslar ve ikinci on yilda orta bolgeye kadar
yayilarak kan damarlarinin sadece dig bolgede goriilmesine sebep olur. Bu ilerleyici
damarlanma kaybinin sebebinin diz hareketleri ve dizin tasidigr agirligin artmas: oldugu
diistiniilmektedir. Meniskiisiin anterior ve posterior boynuzlari damarlanma agisindan en zengin
kisimlardir (9). Sekil 3’ te artroskopik olarak medial meniskiisiin ¢evresindeki sinoviyal
vaskiiler beslenme gosterilmektedir. Orta genikiiler arter, sinoviyal vaskiiler ag ile meniskiislere

kan saglamaktadir (5).



Sekil 3: Medial meniskiis damarlanmasinin artroskopik gériiniimii

2.1.2. Meniskiis Biyokimyasi

Saglikli bir meniskiis dokusu 72% su, 22% kollajen, 0.8% glikozaminoglikan(GAG) ve
0.12% oraninda DNA igerigine sahiptir (10). Normal bir yetiskin meniskdisii kuru agirlik olarak
78% kollajen, 8% kollajen olmayan proteinler, 1% oraninda hexosamine igerigine sahiptir (11).
Meniskiis histolojik olarak incelendiginde fibrokartilagendz bir yapida oldugu goriilmiistiir.
Temelde, kollajen liflerinin hiicreler, proteoglikan ve glikoproteinlerden olusan bir hiicre dis1
matriks ile olusturdugu ag yapisina sahiptir (2).

Meniskiiste bulunan kollajen miktarinin  90% dan fazlasim tip I kollajen
olugturmaktayken geri kalan miktari tip II, IIT ve IV kollajen kaplamaktadir (12). Sigir
meniskiislerinde Cheung’un yaptig1 ¢aligmalar ortaya koymustur ki lokasyona gore kollajen
tipleri farklilik gostermektedir (13).

Tip III ve V kollajenlerinin iz miktarlar1 haricinde(< 1%), sigir meniskiisiiniin ¢evresel
tigte ikisi sadece tip I kollajen igerirken, tip IT (60%) kollajen tip I’e (40%) gore baskindir (13).
Bunlara ek olarak, kollajen liflerinin de hydroxylpyridinium aldehitlerle yogun sekilde ¢apraz
bagli olduklar1 gosterilmistir (12).

2.1.3. Meniskiis Biyomekanigi

Bolim 2.1.1.°de bahsedildigi {lizere Onceleri yararsiz oldugu diisiiniilen meniskiis
dokusunun giiniimiize kadar yapilmis olan ¢alismalarda aslinda diz ekleminin stabilitesi ve yiik
dagiliminda oldukga etkili oldugu ortaya konulmustur. Bu dokunun varlig1 sayesinde hem
femurun distalinde hem de tibianin proksimalinde bulunan hiyalin kikirdak dokusu

korunmaktadir.



Meniskiis dokusunun bu islevleri kendine 6zgii geometrisi, malzeme Ozellikleri ve
ligaman yapisinin kombinasyonu sayesinde kazanilmistir. Ayrica, bu dokunun diz ekleminin
yaglanmasinda (14) ve propriyosepsiyonunda (15) onemli rolii oldugu diistiniilmektedir.
Iyilesme yeteneginin ¢ok zayif olmasi sebebiyle meniskiis yaralanmalarinin onarimi birgok
arastirmaci i¢in onemli bir hedeftir. Ciinkii, bu zayif iyilesme 6zelliginden dolayr meniskiis
hasarlar1 osteoartritin olusumuna sebep olmakta veya ilerlemesini hizlandirmaktadir (16). Hatta
ilerleyen donemlerde diz protezine sebebiyet vermektedir.

Meniskiis dokusunu biyomekanik acisindan degerlendirmek istedigimizde iki kuvvet
temel alinabilir. Bunlardan ilki gerilme kuvveti olmakla birlikte bu konuda yapilmis bir¢ok
¢alisma bulunmaktadir (17) (18) (19). Meniskiisiin homojen olmayan yapisi nedeniyle, belirli
geometrik sekillerdeki numuneler gerilme testine alinir. Bu numuneler Sekil 4’teki gibi ¢evresel
veya radyal, meniskiisiin alt yiizeyine paralel veya dik olarak kesilerek sekillendirilebilir (16).
Bunun yani sira, ornekler genellikle meniskiis icindeki konumlarma gore yatay diizlemde
siiflandirilir: anterior, santral veya posterior. Cevresel olarak alinan kesitlerin, radyal olandan
yaklasik on kat daha giiglii oldugu (10 MPa'ya kiyasla yaklasik 100 MPa) gosterilmistir (16).
Bu da meniskiisiin radyal olanlar yerine cevresel yirtiklara neden daha agik oldugunu

aciklayabilir.

Radyal ve ¢evresel dayanim arasindaki farkin bir sonucu olarak, radyal yirtigin goreceli
olarak nadir oldugu ve kollajen liflerini kirmas1 gerektigi, dolayisiyla meniskiisii bozdugu ve
tamir edilmesi zor oldugu sonucuna varilmistir. Bu durumun tersine, ¢evresel yirtiklarda tamir
daha kolaydir. Ciinkii meniskiis dokusu radyal olarak gerilme kuvvetlerine dayaniksizdir.
Ancak, bu yirtik boyunca daha diistik gerilme anlamina gelir. Bu sebeple tamiri goreceli olarak
daha kolaydir. Cekme deney numunelerinin kesit alaninin gerilme katsayisi tizerinde ters etkisi

vardir. Kalin 6rneklerde, ince olanlara kiyasla daha fazla kollajen/su orant bulunmaktadir (19).

Anterior

Posterior

Sekil 4: Gerilme deneyi yapilmis olan ¢alismalarda kesit alinan yerler



Meniskiis dokusunun karsilastigi ve bahsedilmesi gereken bir diger kuvvet ise basi
kuvvetidir. Insan meniskiisiinde ii¢ farkli tipte basi testi yapilmistir. Bunlar; serbest olmayan
sikistirma, smirli sikistirma ve indentasyon deneyleridir (20) (21) (22). Bu test yontemlerinin
kombinasyonlar1, meniskiis dokusunun lineer olmayan ve viskoelastik davranislar1 hakkinda
fikir sahibi olunmasini saglamaktadir. Calismalar gostermektedir ki, meniskiis dokusu basma
kuvvetlerinde gerilimden (1 MPa'dan az) daha az sertlige sahiptir. Bu 6zelligi, diz hareket
ederken meniskiisiin kesitinin kondiler geometriye uymasini saglar. Ayrica, yasi ilerlemis
kisilerde, posterior medial meniskiiste goriilebilen meniskiisiin fonksiyon kayb1 ve
ekstriizyonunu agiklamak igin bir fikir verebilir. Derin fleksiyonlarda ise, tibial platonun

kenarina sikisarak, meniskiisiin enine kesitinde deformasyona neden olur (19).

2.2. Meniskiis Yaralanmalari ve Tedavi Yontemleri

2.2.1. Meniskiis Yirtik Tipleri ve Goriilme Sikhgi

Diz ekleminin islevselligi tizerinde 6nemli bir etkisi olan meniskiis dokusunda olusan
lezyonlar dizde en sik goriilen eklem i¢i yaralanmalarda ikinci sirada bulunmaktadir (23) (24).
Bu sebeple ortopedik cerrahide en sik goriilen hastaliklardandir (25) (26). Sadece Amerika
Birlesik Devletleri'nde, meniskiis lezyonlarinin ortalama yillik insidansinin 100.000 kisi bagina
61 ila 66 arasinda degistigi bildirilmistir. Bu hastalarin ¢ogu da menisektomi uygulanilarak
tedavi edilmektedir (25). Meniskiis yaralanmalar1 erkeklerde kadinlardan daha sik
goriilmektedir. En yiiksek insidans her iki cinsin de 20-29 (25) (27) yas araliginda oldugu
donemlerde ve en sik sag dizde goriilmektedir (24).

Sporcularin karsilastigi diz eklemi yaralamalar1 arasinda en ¢ok 6n ¢apraz bag (ACL)

hasarlar1 (20.34%) goriilirken bu durumu medial (10.76%) ve lateral meniskiis (3.66%)

hasarlar izlemektedir (28).

Meniskiisiin kismen veya tamamen hasar goérmesinin, uzun vadede dizlere olumsuz
sonuglar1 oldugu belirtilmistir (29). Son yillarda, klinikte meniskiis yaralanmalarina iligkin
onemli degisiklikler getirilmis ve menisektomiden kagiilarak yerine koyma yollarina
gidilmeye baslanmistir (30). Ayrica, gelisen artroskopik teknikler ve gelistirilen cihazlar
sayesinde bazi meniskiis yaralanmalarinda tedavi segeneklerinde artis gozlemlenmeye

baglanmistir (31).



(R

A. Vortical, Longitudinal

D. Radial E. Degenerative E Discoid with Radial Tear

Sekil 5: Meniskiistin farkli yirtik tipleri

2006 yilinda, Uluslararas1 Artroskopi, Diz Cerrahisi ve Ortopedi Spor Hekimligi Dernegi
(ISAKOS) Diz Komitesinde standartlastirilmis uluslararasi meniskal dokiimantasyon sistemi
sunulmustur ve bu siniflama meniskiis artroskopi cerrahisinde yirtiklarin morfolojik
ozelliklerine dayandirilmaktadir (32).

Meniskiis yirtigi, bulundugu bolgeye gore ve yirtigin olugma sekline gore farkli isimler
alabilir. Sekil 5’te alt1 farkli meniskiis yirtik tipi gosterilmektedir. Bu siniflandirma yirtigin
sekline gore yapilmustir. Ornegin, Sekil 5-a’ da goriilen boyuna-dikey yirtilma meniskiis
boyunca herhangi bir yere yerlesebilirken uzantis1 bir kova sap1 yirtigiyla sonuglanabilir. Sekil
5-b’de goriilen yirtik dikey veya yatay olabilecegi gibi meniskiisiin alt veya list yiizeyi, yatay
kanat yirtilmasinda bozulmadan kalabilir. Sekil 5-c’de yatayda olusan yirtik, meniskiisiin i¢
kenarinda baslar ve kapsiile dogru uzanir. Sekil 5-d’de olusan yirtik tipi i¢c sinirda baglar ve
kapstile dogru uzanir. Bu tip yirtiklar genelde lateral meniskiisiin orta ve posterior licte birlik
kenarinda bulunurken meniskiisiin kenar1 boyunca uzanabilir. Sekil 5-e’deki yirtik tipinde ise
cesitli diizlemlerde yirtilma gosteren karmasik desenler bulunmaktadir ve en sik rastlanan yirtik
tiplerinden biridir. Son olarak da Sekil 5-e’de discoid yirtik gosterilmektedir. Diskoid
meniskiis, genellikle lateral olarak ortaya cikan konjenital bir varyanttir. Watanabe bu

anormalligi Gi¢ tipe ayirmistir (33).
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2.2.2. Meniskiis Yirtig1 Tedavi Tiirleri

Ozellikle erken yaslarda meniskiis dokusunun kayb1 diz eklemi i¢in uzun dénemde zararl
sonuclar dogurabilmektedir. Degisen mekanik yliklenmeler sebebi ile noktasal yiiklenme artar,
yiik emilimi bozulur ve sonunda osteoartrit olusumu gozlenir (34) (35). Bu durum protez ile
sonuclanabilmektedir. Bu da hem kisilerin yasam kalitesi hem de maliyet agisindan olumsuz
etkilere sahiptir. Bu sebeplerle, ortopedi cerrahisi son yillarda yapilmis olan arastirmalarin
ardindan meniskiis hasarlarin1 onarma yoluna girmistir.

Meniskiis iyilesmesinin gelistirilmesi, basarili meniskiis onarimi i¢in gerekli olan bazi
temel gereksinimlere dayanmaktadir. Meniskiis onarimi i¢in en c¢ok dikis teknigi
kullanilmaktadir ve birgok farkli siitiir teknikleri mevcuttur. Eger, meniskiis dokusunda
dejeneratif degisiklikler olmadan 6nce onarim gerceklestirilmigse basari oran1 daha fazladir.
Gecikmis cerrahi gegiren travmatik yirtiklar cogunlukla bir miktar dejenerasyon gosterebilir.
Bu durumlarda dikis atmanin hala miimkiin olup olmadig:1 genellikle subjektif bir karardir.
Hasta gengken, bir miktar dejenerasyon mevcut olsa bile, meniskiisiin korunmasina duyulan

ilgi artar (36).

Dikis teknikleri kadar sik olmasa da kullanilan tedavi yontemleri de mevcuttur. Bunlar
Sekil 6’da goriilmektedir. Asindirma (37), sinoviyal flep uygulama (38), yiiksek frekansta akim
ile birlestirme (39), eksojen fibrin piht1 (40) yardimi ile yirtig1 tutturma ve yapistirma (41) (42),
kollajen zar (36) veya fascia ile yirtigi sarma (43) gibi yontemler bulunmaktadir. Bu
yontemlerin kullanim siklig1 gittikge artmaktadir. Ancak, tedavilerin basar1 yiizdeleri istenilen

sonuclar1 vermemektedir. Bu sebeplerden 6tiirli, glinlimiiz arastirmacilari doku miihendisligi

yontemlerine bagvurmaktadir.

L 1S

Meniskis sarnimasi

Yuksek frekansl akim Asindirma

—

e

Yapistirma Eksojen fibrin pihtisi Sinoviyal flap uygulama

Sekil 6: Meniskiis yirtiklarinin farkli onarim teknikleri
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2.3. Meniskiis Doku Miihendisligi

Meniskiis, diz ekleminde kikirdak iizerine binen asindirici yiiklenmeleri dagitan bir
yapida oldugu ve hiyalin kikirdagin bozulmasini 6nledigi i¢in hem fizyolojik agidan hem de
biyomekanik agisindan 6nemli bir goreve sahiptir (44). Ancak, meniskiis yirtiklar1 diz
ekleminin en sik goriilen yaralanma tiplerindendir. Birgok vakada onarim prosediirleri yetersiz
kalmakta ve hasarli dokunun cerrahi yolla ¢ikarilmasi gerekmektedir. Buna ragmen, biiyiik
oranda yapilan menisektomilerde kikirdak yiizeylerinin temas alaninda yiiksek oranda azalma
oldugu ve Bununla birlikte, biliylik bir menisektomi, kikirdak yiizeylerinin temas alaninda
muazzam bir azalmaya neden olur ve bu da ortalama ve tepe temas gerilmelerinin artmasina
yol agar. Bu sekilde biyomekanik fonksiyonlarin bozulmasindan dolayi, dizde geri doniistimsiiz
dejeneratif degisiklikler ve osteoartrit olusumu gézlemlenecektir (45) (46).

Doku ve organ kayiplarina yonelik giincel yaklasimlar (allogreftler, ksenogreftler,
otogreftler, biyomedikal cihazlarin implantasyonu, vb.) kisilerin yasam kalitesini biiyiik 6l¢iide
iyilestirmis olmalarina ragmen enfeksiyon, zayif entegrasyon ve implantin potansiyel reddi gibi
istenmeyen durumlarla karsilagilabilmektedir (47). Bu tiir sinirlamalarin iistesinden gelmek,
doku bozukluklarinin onarimi ve hatta yeni doku ve organ iiretimi diisiincesiyle rejeneratif tip

ortaya ¢ikmistir (48).

Rejeneratif tip konularma olan ilgi hizla artarak diinya ¢apinda bir¢ok bilim insaninin ve
cerrahin ilgisini ¢ekmistir. Gilinlimiizde rejeneratif tip uygulamalari, klonlama, hiicre
izolasyonu, hiicresel olmayan yapilarin kullanimi dahil bir¢ok farkli konuyu barindirmaktadir.

Son donemlerde tliremis olan doku miihendisligi yaklasiminin da temeli rejeneratif tiptir.

“Doku miihendisligi” terimi ilk olarak 1980'lerin ortasinda ele alinmis olmasina ragmen
ilk olarak 1993’te Langer ve Vacanti'nin (49) doku miihendisligini “mithendislik ilkelerini
uygulayan disiplinler arasi bir alan” olarak tanimlamasiyla ortak dilin bir parcasi haline

gelmistir.

Cell-scaffold
construct

implantation
Cell isolation

and expansion
In vitro culture

Scaffold fabrication

Sekil 7: Doku miihendisligi kavraminin 6zeti
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Sekil 7’ de sematik olarak doku miihendisliginin amaci gosterilmektedir (50). Bu sekilde
bahsedilen doku iskelesi kavrami, dokularin yerini almak, onarmak veya yenilemek i¢in
kullanilan hiicrelerin veya biyoaktif maddelerin taginmasini ve baglanmasii kolaylastirmak
amaciyla kullanilan destek aracidir (51). Bu yapilar sadece hiicre bitylimesini desteklemek i¢in
tasarlanmamustir. Ozellikle son dénemde iiretilen doku iskeleleri hem 6zel islevli biyoaktif
molekiilleri tagiyabilirken hem de morfoloji, mekanik 6zellikler ve yiizey kimyasi agisindan

biyomimik olarak iiretilmislerdir.

2.3.1. Dogal ve Sentetik Malzemeler ile Doku Iskelesi Uretimi ve Kullamlan Yontemler
Hiicre dis1 matrisin 3 boyutlu ortamini taklit eden doku iskeleleri, hiicrelerin kendi dogal
fenotiplerini koruyarak cogalmasi ve farklilagabilmesi i¢in gerekli destegi saglamak amaciyla
tasarlanmiglardir. Kimyasal 0Ozelliklerine gore birgok farkli tipte doku iskelesi
simiflandirabilmekteyiz. Bunlar, sentetik, protein veya karbonhidrat temelli doku iskeleleri

olabilir. Tablo 3°te bu malzemelere en ¢ok kullanilanlardan drnekler verilmektedir (52).

Tablo 3: Sentetik, protein bazli ve karbonhidrat bazli doku iskelesi malzeme 6rnekleri

Kullanilan Malzeme Kullanilan Malzeme Adi
Tiird

Polylactic acid (PLA)

Polyglycolic acid (PGA)
Carbon fibre

Calcium phosphate
Polyesterurethane
Polybutyric acid
Polyethylmethacrylate
Hydroxyapatite
Dacron(Polyethylenetereph
thalates)

Teflon
(Polytetrafluorothylene)
Karbon Bazh Kolllajen

Fibrin

Jelatin

Protein Bazh Seliiloz

Aljinat

Kitosan

Agar

Hyaluronic acid
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Biyo emilebilir polimerler doku iskeleleri olusturmak igin kullanilmaktadir. Bir doku
iskelesinin basaril sekilde tiretildigini gdsteren belirteclerinden biri de gdzenekli yapisidir. Bu
sayede, hiicre ¢ogalmasina izin verirler. Bununla birlikte, gozeneklerin boyutu, sekli ve

birbirine bagliligi, hizl vaskiilarizasyon ve bilylimenin saglanmasi i¢in ¢ok dnemlidir (53).

Kikirdak doku miihendisligi i¢in bir¢ok malzeme ile farkli yontemlerde (liyofilizasyon,
elektro egirme, sprey teknigi, liflerin baglanmasi, eriyik kaliplama, ekstriizyon, gaz kopiirtme
ve faz ayrimi olabilir) doku iskelesi iiretimi gerceklestirilmistir. Bu sayede farkli gozenekte ve
mekanik dayanimda yapilar elde edilebilmektedir. Tablo 4’te elektro egirme yontemi ile elde
edilmis olan ve lif kalinliklar1 6l¢iilen en sik rastlanilan polimer malzemelerden birka¢ 6rnek

verilmektedir (54).

Tablo 4: Elektro egirme yontemi ile en sik kullanilan polimerlerden kikirdak doku iskelesi

uretimi ve lif kalinliklar:

Polimer cesidi Referans makale
kalinhigi(nm

Polycaprolactone (PCL) ~700 Li et al., 2005
400-800 Li et al., 2006a
~438,~519 Li et al., 2007
~700 Nam et al., 2007
~500,~3000 Wiseetal., 2009

PCL nano ve PLA macro 400-500 Thorvaldsson et al., 2008
nano
~30 mm

macro

Polyglycolic acid (PGA) 300-600 Liet al., 2006a
Polylactic acid (PLA) 1000-1500 Lietal., 2006a

Polylactic-co-glycolic acid 500-1000 Liet al., 2006a
(PLGA) ~760 Xin et al., 2007

Collagen Il ~70, ~496 Shields et al., 2004
Chitin/chitosan ~40—~2000 Bhattarai et al., 2005
TS 200-500  Zhangetal, 2009

2.3.2. Tibbi Amach Kullanimda Olan Doku fskeleleri

Meniskiis doku iskelesi iizerine alinmis bir¢ok patent ve literatiirde deney hayvanlarinda
kullanilmis dogal igerikli bir¢ok meniskiis implant1 olmasina ragmen giintimiizde ¢cogunlukla
Kollajen Meniskiis Implantlar: (CMI) tibbi amagli kullanilmaktadir. Menaflex ™(kollajen) ve
Actifit(poliiiretan,vb.) gibi markalar tarafindan iiretilmis olan meniskiis implantlar1 ile yapilmig
olan calismalar yeni dokunun olusumunu ve kayip meniskiis kikirdaginin yenilenmesini
destekledigini gostermistir (55) (56). Bu galismalar menisektomi ile kiyaslandiginda olumlu

sonuclar vermektedir. Ancak, degredasyonu malzeme igeriginden 6tiirii cok hizli olmaktadir.
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Bu sebeple, 6zellikle ilerlemis vakalarda uzun dénem sonuglar1 beklentiyi karsilamamaktadir.
Sekil 8’de bu implantlardan Menaflex ™ marka olana 6rnek gosterilmektedir. Sekil 8-b’de

mikroskop altinda gézeneklilik yapisi goriilmektedir (2) (57).

Sekil 8: Tibbi amagli meniskiis implantlar1 a) Medial Poliiiretan b) Lateral Politiretan c)
Poliiiretan Meniskiis Implant1 SEM gbriintiisii d) Menaflex ™ Kollajen Meniskiis
Implanti(KMI) e) Menaflex ™ Kollajen Meniskiis Implant1 SEM gdriintiisii

2.4. Calismada Doku iskelesi Uretilirken Kullamlan Malzemeler Hakkinda Genel Bilgi

Bu calismada iiretmis oldugumuz meniskiis doku iskelesi ii¢ tiptir. Her bir doku iskelesi
icin ¢capraz baglayici oranlari optimize edilmeye calisilmistir. Bu amagcla kullanmis oldugumuz
capraz baglayici genipindir. Genipinsiz, 0.1% genipin, 0.3% genipin ve 0.5% genipin oranlari
denenmistir. Tlk doku iskelesi, sadece kitosandan ¢ozeltisinin liyofilizasyon isleminden
gecirilmesiyle elde edilen siingerdir. Ikincisi, NaOH ile yikanip kurutulmus olan lif kabagina
kitosan ¢ozeltisi emdirilerek ayni ilk doku iskelesinde oldugu gibi liyofilizasyon isleminden
gecirilmesiyle elde edilmistir. Son doku iskelesinde ise, NaOH ile yikanip kurutulmus olan lif
kabaklarinin 1slak elektro egirme yontemi ile elde edilmis olan PHBV nanofiberlere entegre
edilmesinden sonra liyofilizatore konulmustur. Burada olusturulmus olan siingerler kitosan
cozeltisi emdirilerek tekrardan liyofilizasyon islemine tutulmustur. Bu kisim, ti¢ farkl tipteki

doku iskelesinin olustugu bu malzemeler hakkinda bilgi vermek amaglidir.
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2.4.1. Kitosan

(1-4) ile baglanmis 2-asetamido-2-deoksi-b-D-glukopiranoz birimlerinden olusan lineer
bir polisakkarit olan kitin (58) , dogada bulunan polimerize karbon formlar1 arasinda ikinci
siradadir. (59) Seliiloz iireten organizmalarda goriilmemesine ragmen, seliiloz tiirevi olarak
kategorize edilir. Yapisi seliiloza benzer olmasina ragmen C2 pozisyonunda bir asetamid grubu
(-NHCOCHz3) bulunmaktadir. Yumusakgalar, kabuklular, bocekler, mantarlar, algler ve bu
sayilanlarin akrabasi olan tiirler her y1l yaklagik 10 milyar ton kitin iretirler. Kitin biyolojik
olarak yenilenebilir, ¢evre dostu, biyo-uyumlu, biyo-bozunur ve biyo-fonksiyonel bir
materyaldir. Bu sebeple, bir¢cok su aritma maddesi, ilag tasiyicilar, yara iyilestirici ajanlar, vb.

uygulamalarda yer almaktadir (60).

Kitosan ise Kitinin N-deasetilasyon derecesinde tiirevidir, ancak bu N-deasetilasyon
neredeyse higbir zaman tamamlanmamistir. Kitin ve kitosan arasinda N-deasetilasyon
derecesine gore keskin bir terminoloji tanimlanmamustir (61) (62). Kitin ve kitosan yapilari
Sekil 9°da gosterilmektedir (60). Bunlara ek olarak Tablo 5’te ise kitin ve kitosan kaynaklarina
ornek verilmektedir (60).

% @ o
7 : =" CHy
5 "ﬁf/ o=(h [ o={
} Mirekkep M NH »
Karides Yengeg Bﬂhﬁl o 0 -~ kitin
[ Orin iglemeden gecen deniz kabukuulan | M
1 L

OH

I Seyrelik HCL'de deasetiizazyon

| kitin deasefile olur l
| Seyrek NaOH snismda deproteinasyon l FHy
o4 o={
I
l M _\o J kitosan
| Renksizlegtirme | cw - v
I ( "
oM
| Kitin eldesi |

Sekil 9: Kitin ve Kitosan kimyasal yapilar1 ve doniigiimlerinin sematizasyonu

Tablo 5: Kitin ve kitosan kaynaklar1

LETT A Akrepler Yesil Alg
Solenterler Dalli Bacaklilar Maya (B-Tipi)
Annelidler Hamambdocekleri Mantarlar (Hiicre Duvarlari)
Oriimcekler Mycelia Penicillium
Bocekler Kahverengi Alg
Karideslar Karincalar Chytridiaceae
Dev Karidesler Ascomydes
Blastocladiaceae
Yengecler Sporlar
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Kitosanin biyolojik 6zelliklerinden bahsedecek olursak, bu malzeme sadece biyouyumlu
olmakla kalmayip ayni zamanda da biyo-adezivite, biyoaktivite, toksik etkisi olmama, biyolojik
olarak pargalanabilirlik, emilebilirlik, antimikrobiyal aktivite (mantarlar, bakteriler, viriisler
gibi birgok tiire karsi), antiasit, anti iilser ve antitiimoral 6zellikler, kan antikoagiilan1 olma,
hipolipidemik aktivite gibi birgok 6zellik gosterebilmektedir (63). Bu 6zelliklerine ek olarak,
¢Oziiniirliiglinden bahsedecek olursak hidrojen baglariyla kuvvetli molekiiller aras1 baglara
sahip olan kitin benzeri seliilozun ¢éziinmesi zordur (64). Kitin bir¢cok organik ¢oziiciide
¢Oziinmezken, kitosan pH 6.0'n altindaki seyreltik asidik c¢ozeltilerde biiyiik Olgiide

¢Oziinebilir.

Kitin ve kitosan, giiniimiizde bir¢ok sektdrde tercih edilen malzemelerden olmuslardir.
Ornegin, kitosanin kullanim alanlarim ele alacak olursak; emilebilirlik yetenegi sayesinde
fotografcilik alaninda, ila¢ saliniminda, asiti gordiiglinde jellesebilmesi nedeniyle kozmetik
alaninda, yara iyilestirici etkisi olmasi sebebiyle deri taklit eden suni yapilar gelistirilmesinde
biyomedikal alana yonelik olarak, hayvancilikta besin takviyesi olarak, su aritiminda, 6zellikle
mekanik dayanimi sayesinde oftalmolojide, boya baglayici 6zelligi sebebiyle tekstilde ve daha
bir¢ok iiretim sektoriinde kitosan ile karsilasabilmekteyiz. Bu 6zellikler, kitosani, mevcut ve
gelecekteki uygulamalarda 6zellikle ilag endiistrisi ve doku miihendisligi calismalar1 i¢in

heyecan verici ve umut verici bir yardimc1 maddeye dontistiirmiistiir.

2.4.2. Lif Kabagi (Luffa Cylindrica)

Bu malzeme en ¢ok lif kabagi olarak bilinmekle beraber bazilari tarafindan Luffa
Cylindrica veya Sponge Gourd(siinger kabak) olarak da taninmaktadir. Dogal malzemelere olan
ilginin artmasi ve diisiik maliyetli malzeme arayislarina girilmesiyle beraber bitki liflerine olan
yonelim gittik¢e artmaktadir. Cin, Japonya ve Asya ve Orta ve Giliney Amerika'da diger
tilkelerden daha yaygin olarak bulunmasina ragmen, teknik literatiirdeki ozellikleri ve
ozellikleri hakkinda kapsamli bir ¢alisma olmamasi, bu fiberi egzotik bir malzemeye
dontistirmektedir (65).

Curcubitacea ailesinden (66) olan siinger-kabak (L. cylindrica) bitkisinin meyvesi Sekil
10’da gosterilmektedir (65). Gosterilen olgun meyve, kalin bir kabuga sahiptir ve dogal bir mat
iceren ¢ok yonlii bir lif dizisine sahiptir. I¢ kisminda ¢ekirdekleri bulunmaktadir. Cogunlukla
kullanim alan1 banyo siingeri veya kozmetik olmasina ragmen, kii¢iik bir lif kabagi ¢esidi olan
acutangula, siniislerde tibbi amagli olarak proteinleri hareketsizlestiren yataklar olarak
kullanilmaktadir (67). Lif kabaklarinin uzunluklari genellikle 15-25 c¢cm ila 1.20-1.50 m
arasinda degisebilmektedir (66) (68).
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Lif kabaginin doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak istenmesinin nedenleri
arasinda kimyasal kompozisyonu gelmektedir. Igeriginde % 4.2 protein, % 1.08 lipit, % 1.04
kiil, % 55.78 fiber ve % 37.81 (69) karbonhidrat bulunmaktadir. Esas kompozisyonu 60%
seliiloz, 30% hemiseliiloz ve 10% lignin olarak sayilabilir (70). Bunlar sirasiyla, % 50-60, %
25-28 ve % 10-12 arasinda degisen miktarlarda olabilir (71). Lignoseliilozik liflerdeki lignin
yiizdesindeki farkliliklar ¢evresel ve metabolik faktorlere baghidir. Ayrica, meyvenin
olgunlagmasi sirasinda hiicre duvarlar1 lignin ve selilloz ¢okelmesi nedeniyle ilerleyici

modifikasyonlara ugrar (72). Gozenekli yapi eldesi bu sekilde gergeklesmis olur.

Lif kabaginin doku iskelesi olarak kullanilmasindan 6nce birtakim islemlerden gecmesi
gerekmektedir. Bu sayede yikanarak istenmeyen kalintilardan arindirilmis olacaktir. Bu islemi
goren lif kabaklarina ait Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiileri Sekil 10-g’de
verilmektedir (66). Sol iistteki islenmemis, digerleri sirasiyla 10-60-90 dakika islem gérmiis

olan lif kabaklarinin goriintiistidiir.

Sekil 10: Luffa Cylindrica bitkisinin goriinimii a) meyvesi b) digaridan goriinen kabuk kismi1
c) kabugu soyulmus lif kabagi goriinimi d)liflerin icerisindeki ¢ekirdekli yapi e) Lif
kabagindan ara kesit gortiiniimi f) lif kabaginin fibriler yapist g) NaOH ile farkli siirelerde islem

gormiis lif kabaginin SEM goriintiisii

2.4.3. Poli (3-hidroksibiitrat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV)

Poly(B-hydroxyalcanoate)(PHA)'lar arasinda, biyolojik olarak parcalanabilen bu
mikrobik polimer, temelde bir hidroksibutirat ve hidroksivalerat kopolimeridir. {lk olarak 1983
yilinda ICI tarafindan sentezlenmistir (73). Propiyonik asidin bakteri ortami igin gereken besin
maddelerine eklenmesiyle iretilebilir. Ayrica, karisik karbon kaynagi icermektedir (74).
PHBYV, erime noktas1 108 °© C ve cam gegis sicakligi -5°C ila 20°C arasinda olan yiiksek
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derecede kristal yapidaki bir polimerdir (75). Ayn1 zamanda poly(hydroxybutyrate) (PHB)'den
daha az kirilgandir. Kopma noktasindaki uzama % 15'ten diisiik oranda ve elastik modiilii 1.2
GPa'dir (73).

PHB veya PHBV'nin zayif mekanik 6zelliklerinin {istesinden gelmek ve bu polimerlerin
bozunma hizini arttirmak icin, diger polimerler veya katki maddeleri ile kompozisyonlari
kullanilmaktadir (76) (77). Ancak, kimyasal uyumsuzluk nedeniyle diger polimerlerle
karigimlarin elde edilmesi zordur. Buna ragmen polimer karistirma oldukga sik karsilagilan
calismalardandir (78). Giiniimiizde, genis bir ihtiya¢ yelpazesini kapsayabilen spesifik bir
Ozellik gosteren birgok karisim ¢alisilmig ve tiretilmistir (79). Sekil 11°de PHB ve PHBV nin

kimyasal kompozisyonlari da gosterilmektedir (80).

0 [ 0 O
‘k'ﬂfu’q\ EEDJUJ\‘LDMM
m . m |
o PHBV

Sekil 11: PHB ve PHBV kimyasal icerikleri

2.4.4. Genipin
Tip ve gida endiistrisi gibi farkli alanlarda uygulanmasi i¢in biiyiik bir potansiyele sahip
bir malzeme olan genipin, dogrudan Genipa americana veya Gardenia jasminoides

meyvelerinden geniposid hidrolizinden sonra elde edilebilen iridoid ¢apraz baglama bilesigidir
(81) (82).

1960'larin baglarinda, Djerassi (83) ve meslektaglari, bu dogal iiriin olan C11H140s'in
yapisint genipin olarak adlandirmislardir (84). Genipin, koyu mavi pigmentler olusturarak
kendiliginden amino asitlerin, peptidlerin veya proteinlerin primer amin gruplari ile reaksiyona
girebilir. Suda, alkolde ve propilen glikolde ¢oziiniir. Bu 6zellikleri sebebiyle, icecek ve yiyecek
sektoriiniin yanisira pamuk, yiin ve derilerin boyanmasinda bir renklendirici olarak
kullanilmaktadir (85). Genipinin tiretim semasi Sekil 12°de (86) ve ardindan da genipin ile

amino gruplarinin ¢apraz baglanmasi Sekil 13°te gosterilmektedir (87).
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Sekil 13: Genipin ile amin gruplarinin ¢capraz baglanmasi

2.5. Kullanilan Yontemler Hakkinda Genel Bilgi

2.5.1. Elektro Egirme Yontemi ile Doku iskelesi Uretimi

Elektrostatik egirme (veya piiskiirtme) isleminin bir tiirevi olarak diisliniilebilecek
elektroegirme, submikrometreden nanometre ¢aplarina kadar stirekli ultra ince lifler tiretebilen
bir tekniktir. Sivi damlalarin olusumunu indiiklemek icin yiiksek voltajli elektrik akimi
kullanma fikrinin temelleri bundan 100 yildan 6ncelerine kadar dayanmaktadir (88) (89) (90)
(91).

Elektroegirmeden ilk bahseden ¢alisma Formhals'in, yilizey yiikleri arasindaki

elektrostatik itilmelerden yararlanarak polimer filamentleri tiretmek i¢in bir cihazi agikladigi
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1934 yilinda yapilmistir (92). Bu erken kesiflere ragmen, 1990'larin baslarina kadar bu teknik
ticarilestirilememistir. Ozellikle Reneker ve ark. genis bir organik polimer yelpazesinde ince
liflerin tiretilmesini saglayarak bu teknige olan ilgiyi arttirmiglardir (93) (94). Son yillarda, bu
alandaki yayinlarin sayisi, goriintiilleme tekniklerindeki gelismeler, karmasik yapilardaki doku
iskelelerinin iiretilmesi ve doku miihendisliginin uygulanmasi igin nanoteknoloji ve
biyoteknolojiden yararlanilmasi sayesinde katlanarak artmistir. Bu da Tablo 6’da

goriilebilmektedir (95).
Tablo 6: Yillara gore elektro egirme teknigini i¢eren yayin sayisi

900~

B Tum yayinlar
B Makaleler

Yillara gdre yayin sayisi

Yayimlanan Yillar

Tipik bir elektroegirme isleminde, bir polimer ¢ozeltisi veya eriyikten fiber
olusturabilmek i¢in yiiksek voltaj kullanilmaktadir (93). islemi tamamlamak i¢in ii¢ ana bilesen
gereklidir: yiiksek voltajli bir gii¢ kaynagi, kilcal borulu bir spinner(fiberi egirmek igin) ve
normal olarak topraklanmis bir toplayict (96). Cogu zaman, spineret, polimer ¢ozeltisini
besleyen bir siringaya baglanir ve ¢ozelti, bir siringa pompasi kullanilarak sabit bir oranda
beslenebilir. Yiiksek bir voltaj uygulandiginda, bu spinneret ucundaki damla statik olarak
yiiklenir ve yiikler yilizeye esit olarak dagitilir (97). Yercekimi, ylizey gerilmesi ve elektriksel
gerilme kuvvetlerine maruz kalan bu damladan siv1 bir jet meydana gelir. Bu s1v1 jetin uzamasi
ve toplayiciya ulasana kadar ¢oziiciiniin buharlagsmasiyla siirekli fiberler elde edilir. Sekil 14’te

elektroegirme sisteminin sematik gosterimi verilmektedir (95).

Toplayic

Polimer S plskirtme

Solisyonu

Pompa

Yuksek voltajh gic
kaynadi \

Sekil 14: Elektro egirme sisteminin sematik gosterimi
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2.5.2. Liyofilizasyon Yéntemi ile Doku Iskelesi Uretimi

Yiiksek oranda gozeneklilige sahip doku iskeleleri liretebilmek i¢in, dondurarak kurutma
teknigi/ liyofilizasyon cok sik tercih edilmektedir. Dondurarak kurutma teknigi sayesinde %
90'dan daha fazla miktarda gozeneklilik oranina sahip doku iskeleleri iiretilebilirken ayni
zamanda gbzenek boyutlarinin kontrol edilmesi miimkiindiir (98). Temelde bu yontem, bir
polimer-¢oziicii ¢ozeltisi ve suyun homojenlestirilmesi sayesinde emiilsiyon olusturulmasina
dayanmaktadir. Stvi hal yapisimi kilitlemek ve ¢oziicii ile suyu dondurarak kurutmak igin
emiilsiyon hizla sogutulur (99). Polimer ve kompozit doku iskelelerinin {iretilebilmesi igin,
dondurarak kurutma teknigi ¢ok tercih edilen bir yontemdir. Bu teknik sayesinde daha dayanikli
ve sert doku iskeleleri liretmenin miimkiin oldugu gézlemlenmistir (99). Farkli gozeneklilige
sahip Ornekler, polimer konsantrasyonu ve dondurarak kurutma parametrelerinin

degistirilmesiyle elde edilebilir.

Onceki calismalarda gozenekli yapinmn polimer ¢esidi, polimer ¢dzeltisinin
konsantrasyonu, ¢oziicii ve su oranlari, liyofilizasyon sicakligi vb. islem parametrelerinin
degistirilmesiyle kontrol edilebilecegi bildirilmistir (99) (100). Bu ydntem ile {iretilmis olan
poly(a-hydroxy acid) doku iskelelerinin gozeneklilik oranmnin %90°dan fazla, gozenek
boyutlarinin 100-350 pm araliginda ve agik gézenek yapisinda oldugu rapor edilmistir (101).
Bu ¢alismada, PLA / PLGA ¢ozeltileri -5 ila -198°C arasinda gesitli sicakliklarda dondurulmus
ve ¢ozilictiniin 0°C'de 3 giin vakum altinda (<50 mTorr) siiblimlesmesi saglanmistir. Bu sayede
farkli gozeneklilikleri olusmus olan polimer plakalari yine vakum altinda 12 saat boyunca 30

ve 37°C'lik oda sicakligina sitilarak tiim ¢oziiciiden kurtulunmasi saglanmigtir (101).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Calismamizda, yeni bir meniskiis doku iskelesi tasarimi yapilmistir. Tasarlanan {i¢ farkli
ozellikte doku iskelelerinin optimum degerleri ve i¢lerinden hangisinin meniskiis dokusunun
yapisina daha uygun oldugu arastirilmistir. Bu sebeple, tamamlanmis olan bu calismamiz

deneysel bir arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Tez icin literatiir taramalar1 ve tez verilerinin sunumuna kadar olan tarihler Nisan’17-
Haziran’18 arasindadir. Calismamizda hazirlamis oldugumuz meniskiis doku iskeleleri
Agustos’17-Nisan’18 tarihleri arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi, Metalurji ve Malzeme
Miihendisligi Boliimii laboratuvarlarinda hazirlanmis ve karakterizasyonlari tamamlanmistir.
Ayrica, doku iskelelerinin biyouyumluluk testleri i¢cin 6n c¢alismalar ve mekanik
karakterizasyonlari, Mart’18-Nisan’18 tarihleri arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi,
Biyomekanik Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Tez sunumu Haziran’18

tarihinde yapilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni Ve Orneklemi/ Cahisma Gruplar:

Tamamlanmis olan bu arastirmada, kikirdak doku miihendisligi uygulamalarina yonelik
meniskiis doku iskelesi iiretimi ve bu doku iskelelerinin karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Bu sebeple, arastirmanin evreni kikirdak doku mithendisligi ve drneklemi de meniskiis doku

iskeleleridir. Bu ¢alisma i¢in ti¢ farkli doku iskelesi liretilmistir.

3.4. Cahsma Materyali

Calismamizda, ti¢ farkli meniskiis doku iskelesi hazirlanarak bu iskelelerin
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Hazirlanan ilk grup kontrol grubu olan ve sadece kitosan
¢oOzeltisinin liyofilizatérde kurutulmasiyla olusturulmus olan siingerlerdir. Deney grubu 1°de
ise lif kabagina kitosan ¢ozeltisi emdirilerek liyofilizasyon islemine tabi tutulmasiyla elde
edilen siingerler karsilastirilmaktadir. Son grup olan Deney grubu 2’de ise 1slak elektro egirme
ile elde edilmis olan PHBYV fiberlerin lif kabaklarina entegrasyonu sonrasi kitosan ¢ozeltisinin
emdirilmesiyle liyofilizasyon isleminden gecirilen siingerler bulunmaktadir. Bu doku iskelesi
gruplarmin  herbiri i¢in ¢ farkli genipin konsantrasyonu ile ¢apraz baglanmalari
gerceklestirilerek her grup i¢in optimum konsantrasyon aragtirilmistir. Her grup hem kendi

arasinda hem de birbiri ile kiyaslanmaktadir.
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3.4.1. Meniskiis Doku iskelelerinin Hazirlanma Prosediirii
Lif Kabaklarinin Hazirlanmasi:

Biitiin haldeki kurumus lif kabag: bitkisi, ¢ekirdekleri temizlenip ek yerlerinden makas
yardimu ile kesilerek pargalara ayrilmistir. Lif kabaklar1 %2 (w/w) sodyum hidroksit (NaOH)
icerisinde 90 dakika bekletildikten sonra notral pH degerine ulasabilmek igin distile su ile
tekrarli yikama yapilmistir (65). Sekil 15-a’ da NaOH ile islem gormeden once ve Sekil 15-
b’de ise NaOH ile islem gordiikten sonra lif kabaklarinin renginin degisimi goriilmektedir. Bu
islemin ardindan merdane yardimu ile agilarak diizlestirilen lif kabaklar1 bir makas yardimiyla
istenilen biiylikliikte pargalara ayrilarak 60°C etiivde 24 saat kurutulmuslardir. Sekil 15-c’de
goriilmekte olan lif kabagi pargasinin boyutlar yaklasik 20 mm ¢apindadir.

Sekil 15: Lif kabaklarinin a) NaOH isleminden 6nceki b) NaOH isleminden sonraki goriintiileri

ve ¢) doku iskelesinin hazirlanmasi i¢in kesilip kurutulan lif kabaklar
PHBYV Cozeltisinin Hazirlanmasi:

%3 (w/v) konsantrasyonda PHBV (Sigma Aldrich, 80181-31-3 katalog no) ¢ozeltisi
iletkenligin artmasi igin kullanilan %0.2 (w/v) konsantrasyonda benzyltriethylammonium
chloride (BTEAC)(Sigma Aldrich, 56-37-1 katalog no) eklenerek, kloroform igerisinde
¢ozdiirildiikten sonra su banyolu manyetik karigtiricida ¢6zeltinin 50°C’de iki saat ve

sonrasinda gece boyu oda sicakliginda karigtirilmasi ile elde edilistir.
PHBYV lle Islak Elektro-Egirilmis Fiberlerin Hazirlanmasi:

Bu amagla Sekil 16’da goriildiigii izere, kendi kurmus oldugumuz sistemde 1slak elektro
egirme islemi gergeklestirilmistir. Sekil 16-a’ da kullanilmakta olan siringa pompasi, Sekil 16-
b’de koagiilasyon banyosu, Sekil 16-c’de kiit uglu igne ve Sekil 16-d’de ise kullanilmakta olan
voltaj kaynagi ile hazirlanmis olan 1slak elektro egirme diizenegi goriilmektedir. Islemin

gergeklestirilecegi glinlerde tiretimin etkilenmemesi i¢in ortam sicakligi 21°C olarak sabit
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tutulmustur. Diizenekte, 1slak elektro egirilmis fiberlerin toplanacagi koagiilasyon banyosu
hacimce 9:1 oraninda ethanol-saf su karisimi konularak hazirlanmistir. Hazirlamis oldugumuz
PHBYV ¢ozeltisini 10 ml’lik steril kiit u¢lu ignesi olan steril siringaya ¢ektikten sonra (Braun,
9180109 katalog no) diizenege yerlestirilmistir. Egirme islemindeki standart islem
parametreleri, giic kaynagi (Gamma High Voltage ES30) 20 kV ¢alisma voltajina, siringa
pompasi (NE-1000, New ERA Pump System, Inc, USA) 2.0 ml/h akis hizina ve 10 cm ¢alisma
mesafesine(igne ucu ile koagiilasyon banyosu arasindaki mesafe) ayarlanmistir. Islak
elektroegirme islemi 20 dk siiresince gerceklestirilmis, toplanan PHBYV fiberleri koagiilasyon
banyosundan alinarak saf su iceren kaplara aktarilmistir. Alkol kalintisindan kurtulana ve
fiberlerin su iginde agilmasi saglanana kadar giin asir1 sular1 temiz saf su ile degistirilerek

beklenmistir.

Sekil 16: Kendi tasarlamis oldugumuz 1slak elektro egirme diizenegi a) siringa pompasi b)

koagiilasyon banyosu c) kiit u¢lu siringa ucu d) voltaj kaynag:

Asetik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Bu ¢6zeltinin hazirlanabilmesi igin, 2 ml saf asetik asit(CH:COOH)(MERCK, 100063
katalog no) 100 ml saf su igerisinde ¢ozlilmiistiir. Manyetik karigtiricida karistirildiktan sonra
homojen kivama gelen c¢ozelti kullanima hazirdir. Bu ¢dozelti, kitosan ¢dozeltisinin
hazirlanmasinda kullanilmistir.

Phosphate Buffered Saline(PBS) Cozeltisinin Hazirlanmasu:

Bu ¢6zeltinin hazirlanabilmesi igin, bir adet PBS tablet(Sigma Aldrich, P4417 ) 200 ml
saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Manyetik karistiricida karistirildiktan sonra homojen kivama
gelen ¢ozelti kullanima hazirdir. Bu ¢6zelti genipin ¢ozeltisinin hazirlanmasi ve sisme orant

testlerinin gergeklestirilmesinde kullanilmistir.
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Kitosan Cézeltisinin Hazirlanmasi:

Yiiksek molekiil agirligina sahip %1 (w/v) oraninda kitosan(Sigma Aldrich, 9012-76-4)
¢ozeltisi icin %2 (v/v)’lik asetik asit ¢oziicli olarak kullanilmigtir. Homojen kitosan ¢ozeltisi
manyetik karistiricida ¢ozeltinin 50°C de ii¢ saat ve sonrasinda gece boyu oda sicaklifinda
karistirilmasinin ardindan saglanmustir.

Genipin Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Calismada ii¢ farkli oranda genipin(FUJIFILM Wako Chemicals U.S.A. Corp., 078-
03021 katalog no) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Amaglanilan agirlik/hacim oranlarinda genipin
hazirlanmasi i¢in, Oncelikle bahsedilmekte olan PBS ¢o6zeltisi hazirlanmistir. %0.1 (w/v)
genipin icin 10 ml PBS ¢ozeltisi igerisine 0.01 gram, %0.3 (w/v) genipin i¢in 10 ml PBS
¢ozeltisi igerisine 0.03 gram ve %0.5 (w/v) genipin i¢in 10 ml PBS ¢6zeltisi igerisine 0.05 gram
genipin tartilarak manyetik karistirictda homojen kivama gelinceye kadar karistirilmistir.
Genipin lle Capraz Baglanma:

Genipin ile ¢apraz baglanmanin etkilerinin o6l¢iilebilmesi i¢in {i¢ farkli genipin
konsantrasyonu denenmistir. Bu amagla; bahsedilmis olan %0.1, %0.3 ve %0.5 agirlik/hacim
oranlarinda hazirlanan genipinden 4 ml doku iskelesi 6rneklerine eklenmistir. 48 saat bekleme
sonucunda kovalent ¢capraz baglanma saglanmistir. Ardindan, doku iskeleleri deiyonize su ile
yikanarak fazla genipinden arindirilmigtir.

Meniskiis Doku Iskelelerinin Dereceli Yikamas::

Dereceli yikama islemi %100, %80, %60, %40, %20, %0, %0 ethanol kullanilarak kitosan
¢ozeltisinde bulunan asetik asitten kurtulmak i¢in gerceklestirilmektedir. Her basamakta 30 dk
beklenilerek islem tamamlanmistir.

Kontrol Grubu Olarak Sadece Kitosan Cozeltisi Iceren 1. Doku Iskelesinin Uretimi:

%1’lik kitosan ¢ozeltisi 4 ml pipet yardimiyla ¢ekilerek 25 ml’lik 32 mm ¢apindaki
siselere bosaltilmistir. -20°C dondurucuda iki saat agizlar1 kapali bi¢imde tutularak ¢ozeltinin
katilagsmasi saglanmistir. Bu islemin ardindan, iki giin boyunca liyofilizatorde (FreeZone,
Freeze Dry Systems) 0.1 mbar basing altinda -60°C’de tutularak siingerlerin olusmasi
saglanmigtir. Bahsedilen dereceli yikama islemleri gerceklestirildikten sonra genipin ¢ozeltisi
emdirilen doku iskeleleri capraz baglanma reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Capraz baglanma
islemlerinin ardindan son islem olarak doku iskeleleri 0.1 mbar basing altinda, -60°C’de 24 saat
boyunca kurutma islemine tabi tutulmuslardir.

Kitosan / Lif Kabagindan Olusan Doku Iskelesinin Uretimi(l. Deney Grubu):

%1°lik kitosan ¢ozeltisi 4 ml pipet yardimiyla ¢ekilerek 25 ml’lik 32 mm c¢apindaki

siselere bosaltilmistir. Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan lif kabaklar1 bu ¢ozeltinin igerisine

batirilarak, ¢6zeltiyi emmesi saglanmig ve tamamen donuncaya kadar -20°C’de tutulmus ve
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ardindan liyofilizatore alinarak iki giin boyunca 0.1 mbar basing altinda - 60°C’de kurutma
islemine tabi tutularak siingerlerin olusmasi saglanmistir. Bahsedilen dereceli yikama islemleri
gerceklestirildikten sonra genipin ¢Ozeltisi emdirilen doku iskeleleri capraz baglanma
reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Capraz baglanma islemlerinin ardindan son islem olarak doku
iskeleleri 0.1 mbar basing altinda, —60°C’de 24 saat boyunca kurutma islemine tabi
tutulmuglardir.

Kitosan/ Lif Kabagi/ PHBV Fiberden Olusan Doku Iskelesinin Uretimi(2. Deney Grubu):

Islak elektro egirme ile liretilmis PHBV fiberler 25 ml’lik i¢lerinde hazirlanmuis lif kabagi
bulunan siselere aktarilmistir. PHBV fiberlerin lif kabagi ile entegrasyonunun saglanmasi
amaciyla karigim bir gece boyunca bekletilmistir. Ardindan -20°C’de dondurularak liyofilizator
icerisine yerlestirilmistir. Liyofilizatérde iki giin 0.1 mbar basing altinda ve 60°C’de tutularak
stingerlerin olugmasi saglanmistir. Hazirlanmis olan kitosan ¢ozeltisinden 5 ml bu siingerlere
emdirilerek liyofilizasyon islemi tekrarlanmistir. Bahsedilen dereceli yikama islemleri
gerceklestirildikten sonra genipin ¢oOzeltisi emdirilen doku iskeleleri capraz baglanma
reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Capraz baglanma islemlerinin ardindan son islem olarak doku
iskeleleri 0.1 mbar basing altinda, —60°C’de 24 saat boyunca kurutma islemine tabi

tutulmuslardir.

3.4.2. Meniskiis Doku Iskelelerinin Karakterizasyonlar

Fourier Déniigtimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Calismamizda, iiretmis oldugumuz meniskiis doku iskelelerinin kimyasal yap1 analizleri
icin FTIR cihazi(FTIR / Perkin Elmer Spectrum BX) kullanilmis olup dalga boyu 4000—650
cm ' araliginda galisilmistir. Buna ek olarak, ¢dziiniirliik 4 cm ™! alinarak drnek basina 20 tarama

yapilmis ve veriler kayitlanmistir. Elde edilen sonuglara ait grafikler 4. Bélimde sunulmustur.

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Calismamizda, liretmis oldugumuz meniskiis doku iskelelerinin morfolojik 6zelliklerinin
karakterizasyonu i¢in SEM cihazi (SEM/ JEOL JSM-6060) kullanilmistir. Doku iskelelerinin
tizeri sputter coater cihazi (Quorum Technologies, SC7620) ile Altin/Paladyum ile kaplanarak
elektron mikroskobu ile yapisal oOzellikleri farkli biiyiitmeler ile incelenmistir. Doku
iskelelerinin icerdigi gozeneklerin ve fiberlerin yaklagik caplar1t Image J programi ile

belirlenmistir. Bu amagcla 25 farkli noktadan 6lgiim alinmis ve ortalamalar1 sunulmustur.
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Dinamik Mekanik Analiz (DMA)

Uretilmis olan meniskiis doku iskeleleri hidrojel karakterde oldugu igin viskoelastik
ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢cin DMA analizleri gergeklestirilmistir. Ornekler, yaklasik 1 cm
capta daireler olarak kesilerek Ol¢iim almmustir (TAQ800 cihazi). Veriler 37°C’de sabit
sicaklikta, 1sis1 sabitlenerek, frekans taramast modunda 0.1 Hz ve 40 Hz araliginda

toplanmustir.

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

Biyomineralizasyon islemi Oncesi ve sonrasinda iskelelerin termal karakterizasyonu,
termogravimetrik ve diferansiyel termal analiz (DTA/TGA) kullanilarak yapilmistir (Shimadzu
DTG-60H). Ornekler, 10°C/dk 1sitma hizinda azot gazi altinda 25 ila 700°C sicakliklar
arasinda taranmistir. TGA egrilerinden bozunma baslangi¢ sicakliklar1 (Tq) ve komiirlesme

oranlary, DTA egrilerinden erime sicakliklar1 belirlenmistir.

Sisme Testleri

Calismamizda gerceklestirmis oldugumuz sisme orani testleri, hazirlanis1 daha 6nceden
anlatilmis olan PBS ile ger¢eklestirilmistir. Hazirlanmis olan meniskiis doku iskelelerinin kuru
agirliklar (wo) tartilarak 6rnekler 37° C’de 24 saat boyunca PBS igerisinde bekletilmistir. Doku
iskeleleri sivi igerisinden ¢ikartilip lizerindeki fazla sivi filtre kagidi ile alindiktan sonra
agirliklarinin (ws) belirlenmesi i¢in tartilmistir. Sisme orani i¢in asagida verilmekte olan formiil

kullanilmistir.

s = Wo 100

Sisme orant (%) =
Wo

Mekanik Analiz (Basma deneyi)

Meniskiis doku iskelelerinin mekanik karakterizasyonu i¢in 6rneklere basi yliklenmeleri
altinda dayanimlarinin dlgiilebilmesi i¢in basma testi uygulanmistir. Bu amagla testler, aksiyel
yik altinda elektromekanik akiator (5 kN AG-X; Shimadzu, Kyoto, Japan) ile
gerceklestirilmistir. Yaklasik 10 mm capta dairesel goriinlime sahip olan meniskiis doku
iskelelerinin kalinliklar1 mekanik testler dncesinde kumpas yardimi ile 6l¢iilmiistiir. Test cihazi
bu drneklerin boyutlarini 6l¢meye uygun olmadigr igin 6zel tasarim bir pot ve yaklagik 10 mm
capinda ucu diiz bir indenter ile dl¢limler yapilmistir. Deney hizi 0.5 mm/dk olarak alinmigtir.
Yer degistirme maksimum 6rnek kalinligina gore hesaplanarak hepsi i¢in standart bir 6l¢iim
alinmis ve herbiri i¢in ayr1 ayr1 Ol¢limler yiik almaya bagladigi noktadan kalinligin %80’ine
kadar hesaplanmistir. Makalelerde aksiyel yiiklenmeler altinda, insan meniskiisiiniin basma

yiikklenmesinin yaklasik %80’ine kadar dayandigi bilinmektedir (102).
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Biyouyumluluk Analizleri ve Histolojik Boyamalar

Caligmamizda, meniskiis doku iskelelerinin igerisindeki tiim malzemeler i¢in ayr1 ayr1 6n
caligmalar gerceklestirilmistir. Her gruptan alinmis olan sisme orant ve mekanik Olglim
sonuglarina gbre optimum genipin konsantrasyonuna sahip ornekler segilmistir. In vitro
calismalar gelistirilerek 6rneklerin iizerine SW1353 (Chondrosarcoma) hiicre hatt1 ile ekim
yapilarak 37 °C sicaklikta %5 CO2 ve %95 nem igeren ortamda ¢ogalmalar1 saglanacaktir.
Ardindan kiiltiir stireci boyunca 0, 3, 7 ve 11. giinlerde 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
diphenyltetrazolium bromiir (MTT) formazan ile hiicrelerin canliliklar1 ve laktat dehidrogenaz
(LDH) kiti ile toksisiteleri spektrofotometrik olarak oSlgiilecektir. Bu sayede malzemelerin
birlikte kullanildiklarindaki biyouyumluluk ve sitosoksisite analizleri ilerletilecektir.

In vitro testler gelistirilirken, %10°luk formaldehit ile fikse edilmis olan meniskiis doku
iskeleleri, % 10’luk formik asitte {i¢ hafta siireyle bekletilecek ve bir gece boyunca akarsu
altinda yikanan orneklere, konsantrasyonu %70’ten %95°e kadar artan etil alkol ile dereceli
yikama yapilacaktir. Ardindan 20°ser dakika aseton ¢ozeltisinden gegirildikten sonra 30’ar
dakika ksilolde tutulacak drnekler bir saat boyunca 60°C’lik etiivde parafin igerisine gomiilmiis
olan Orneklerden mikrotom yardimiyla 5 pm’lik kesitler alinarak 1sik mikroskobu ile
goriintlileneceklerdir. Bu orneklere genel morfolojik goriintiilemelerin alinabilmesi igin
Hematoxilen&Eosin boyamasi, kollajen yapilari i¢cin Safranin O boyamasi ve GAG yapilari

icin Alcian blue boyamasi yapilarak istenilen gozlemler gerceklestirilecektir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Doku iskelelerinin olusturulmasinda kullanilan malzeme tiirleri(lif kabagi, PHBV,
kitosan, genipin, ¢6ziicii, vb.), kullanilan malzemelerin oranlari, tiretim ve karakterizasyon
yapilan yerlerdeki ortam kosullari(sicaklik, nem, vakum kosullari, CO2 miktari, vb.) bu

arastirmanin gerceklestirilmesindeki bagimli degiskenlerdendir.

Biyouyumluluk analizleri i¢in kullanilacak olan kitlerin markalari, immiinohistokimyasal
analizlerde kullanilacak olan boyalar, doku iskelelerinin karakterizasyonu igin kullanilan
yontemler; FTIR (fourier doniistimlii kizilotesi spektroskopisi), SEM (taramali elektron
mikroskobu), DMA (Dinamik Mekanik Analiz), Termal Gravimetrik Analiz (TGA), sisme
testleri ve basma deneyi bagimsiz degiskenlerdendir. Ciinkii, bu degiskenler malzemenin
yapisina etki etmez ve tiim Orneklerde ayni sekilde uygulanildig: i¢in kendi aralarinda bir

tutarlilik s6z konusudur.
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3.6. Veri Toplama Araglari

Tezde kullanilmis olan cihazlarin listesi Tablo 7°de gosterilmektedir.

Tablo 7: Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Altyapr/Ekipman Modeli

Bulundugu Kurum

Kullanim Amaci

Inkiibatér/Heraus,Heracell

150

Dokuz Eyliil Universitesi,

Biyomekanik AD.

Hiicrelerin standart 37 °C ve

%5 CO> ortamda tutulmasi.

Santrifiij/Hettich, ~Universal

32

Dokuz Eyliil Universitesi,

Biyomekanik AD.

Hiicre siispansiyonlarinin

ayristirilmasinda.

Laminal flow/Niive, MN 120

Dokuz Eylil Universitesi,

Biyomekanik AD.

Hiicre kiiltiirii deneylerinin

steril ortamda yapildigi.

Su banyosu/Memmert, WB 7 |Dokuz Eyliil Universitesi, | Hiicre kilttra icin
Biyomekanik AD. kimyasallarin
cozdirildiigii.
Inverted mikroskop /Olympus | Dokuz Eyliil Universitesi, | Hiicre  kiiltiiriinde  hiicre
CKX41SF, Japonya Biyomekanik AD. yapilarinin incelendigi.
+4°C Buzdolabi/Beko Dokuz Eyliil Universitesi, | Kimyasallar ~ ve hiicre
Biyomekanik AD. kiiltiirii medyumlarinin
saklanmasi.
Isik mikroskobu / Olympus |Dokuz Eyliil Universitesi | Doku takibinde
BH50 Histoloji ve Embriyoloji AD. | kullanilmistir.
Digital kamera / Olympus|Dokuz Eyliil Universitesi| Histolojik
DP71 Histoloji ve Embriyoloji AD. | goriintiilemelerde  goriintii
kaydedilmesi amactyla
kullanilmastir.
Etiiv / Dedeoglu Dokuz Eyliill Universitesi | Doku iskelesi iiretim ve

Histoloji ve Embriyoloji AD.

karakterizasyonunda suyun

uzaklastirilmas1 amaciyla.
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Mikrotom / RM 2255, Leica

Dokuz Eyliil Universitesi

Histoloji ve Embriyoloji AD.

Histolojik kesitleri alinmasi

icin kullanilmistir.

FTIR /Perkin EImer Spectrum

DEU Metalurji ve Malzeme

Doku iskelelerinin kimyasal

karakterizasyonu i¢in
BX Miihendisligi Bolimii

kullanilmistir.
SEM-EDS / JSM-6060 JEOL |DEU Metalurji ve Malzeme | Doku iskelelerinin yiizey

Miihendisligi Bolimii morfolojilerini
gorlintiillemek i¢in
kullanilmistir.

, Doku iskelelerinin termal

IYTE Makine Miihendisligi

TGA-DTA analizleri i¢in

Bolimii
kullanilmistir.

3 Doku iskelelerinin dinamik

DEU Metalurji ve Malzeme

DMA mekanik analizleri i¢in

Miihendisligi Boliimii

kullanilmastir.

Elektro-egirme diizenegi

DEU Metalurji ve Malzeme

Doku iskelesi tretiminde

Miihendisligi Boliimii kullanilmistir.
. ' DEU Metalurji ve Malzeme | Doku iskelesi iiretiminde
Liyofilizator o
Miihendisligi Bolimii kullanilmistir.
Basma-cekme cihazi /|Dokuz Eyliil Universitesi | Doku iskelelerinin basma

Shimadzu

Biyomekanik AD.

altinda  mekanik

yiki

ozellikleri incelenmistir.
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3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

Kaynak tarama ve etik kuruldan gerekliizinlerin alinmasi
Nisan’17-Temmuz’17

|

Calismanin planlanmasi ve malzeme temini
Agustos’17-Ekim’17

|

On calismalarin yapilmasi ve genipin ¢apraz baglanma siirelerinin
optimizasyonu
Agustos’17-Kasim’17

|

Doku iskelelerinin Gretilmesi ve karakterizasyonlari }

Kasim’17-Nisan’18

l

Verilerin toplanmasi ve degerlendirilmesi
Kasim’17-Mayis’18

!

Tez yazim ve sunumu
Mayis’18-Haziran’18

T ) () D) (Y

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma sonuglarini  degerlendirmek icin i¢in heniliz herhangi bir istatistik
uygulanmamustir.  Istatistiksel ~analizlerin yapilabilmesi icin tiim karakterizasyonlar
tamamlanmadigindan dolayr verilerin yetersiz olacagi diislinlilmiis ve deneylerin
tamamlanmas1 uygun goriilmiistiir. Tiim veriler elde edildikten sonra, dlciilen sayimla elde
edilen ve hesaplanan yiizde degerlerin grafiksel olarak normal dagilima uygunlugu ve Shapiro-

Wilk testi ile incelenecektir. Tanimlayici istatistikler ortalama+standart sapma ile verilecektir.
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Sonuglar; non parametric Kruskal Wallis h testi ile incelenecektir. Bu amacla, kontrol grubu
(sadece Kkitosan), deney grubu 1 (kitosan/lif kabagi) ve deney grubu 2 (kitosan/lif
kabagi/PHBV) olan doku iskelelerinden elde edilmis olan sonuglar istatistiksel olarak
karsilastirilabilecektir. Fark bulundugunda ise, farkin kaynagini belirlemek ve post-hoc ikili
karsilastirmalar icin Bonferroni ydntemine basvurulacaktir. Istatistiksel kararlarda; degerler

p<0.05 oldugunda istatistiksel farkliligin gostergesi olarak kabul edilecektir.

3.9. Arastirmanin Siirhhiklar

Doku iskelelerinin hazirlanmasinda, kitosan emdirilmis siingerlere genipin ilavesi ile
hidrojel olusturulamamas: bir risk faktorii olarak goriilmektedir. Boyle bir durumla
karsilasilmis olsaydi capraz baglanmasini saglamak amaciyla, iskeleye fotosensitizor olarak
sitotoksik olmayan agirlik¢a %0.5 riboflovin emdirilecek ve iskele 30 dakika siiresince Ultra
viyole A 1511 (UVA) 15181 altinda bekletilecekti. Ancak, bdyle bir gereksinim duyulmamis ve
sinirlilik ortadan kalkmustir.

Kitosan/lif kabagi/PHBV doku iskelelerinin hazirlanmas1 agsamasinda PHBV’nin
hidrofobik, lif kabaginin ise hidrofilik bir malzeme olmasindan dolay1 siingerlerde liyofilizator
ile kurutma sonrasinda bir miktar kusma olmustur. Bu durumda siingerlerin kurutulmasi i¢in
tekrardan liyofilizatore veya vakum etiiviine alinarak lif kabagmin emdigi suyun atilmasi
saglanmistir. Bu sayede siirlilik ortadan kaldirilmistir.

Doku iskelelerinin karakterizasyonu agamalarinda ise malzemenin termal, morfolojik ve
kimyasal yapisinin arastirilmasi yonlerinden herhangi bir sinirlilikla karsilagilmamigtir. Ancak,
basma deneyi i¢in kullanilmakta olan cihazin tasariminin daha biiylik boyutlardaki drneklere
uygun olmasindan 6tiirii ¢alismada yeni bir diizenege gereksinim duyulmustur. Bu sebeple,
cihazin lizerine 6zel yapim bir aparat eklenilerek testler gergeklestirilmis ve sinirliligin ortadan

kaldirilmasi saglanmstir.

3.10. Etik Kurul Onay1
3322-GOA protokol numarali galisma 23 Haziran 2017 tarihinde 2017/17-40 karar
numarasiyla Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu’nca kabul

edilmistir. Etik kurul onay belgesi Ek 2’de sunulmaktadir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Kontrol Grubu (kitosan), Deney Grubu 1 (kitosan/ lif kabagi) ve Deney
Grubu 2 (kitosan/ lif kabagi/ PHBV) olarak tiretilmis doku iskelelerinin her alt grubu(%0, %0,1,
%0,3 ve %0.5 genipin) icin analizler tekrarlanmistir. Boliim 3.4°te  bahsedilen
karakterizasyonlardan elde edilen verilerin sonuglari bu boéliimde verilmektedir. Sonuglar
kisminda kullanilan “Kitosan L” kisaltmasi deney grubu 1 olan kitosan/lif kabagi doku
iskelelerini, “Kitosan F” kisaltmasi ise deney grubu 2 olan kitosan/lif kabagi/PHBV doku

iskelerini ifade etmektedir.

Genipin Ile Capraz Baglanmanin Gergeklestirilmesi:

Genipin ile ¢apraz baglanmanin gerceklestiginin isareti seffaf olan ¢dzeltinin renginin
koyu maviye dénmesidir. Uretmis oldugumuz doku iskelelerine {i¢ farkli genipin
konsantrasyonu eklendikten sonra, Sekil 17°de farkli siirelerdeki renk degisimleri
goriilmektedir. Soldan saga sirastyla %0,1, %0,3 ve %0,5 genipin oranina sahip doku
iskelelerinin ¢apraz baglanmalarinin 12, 24 ve 48 saat sonraki goriintiileri verilmektedir.
Capraz baglanmasi tamamlanan doku iskeleleri fazla genipinden kurtulmak icin saf su ile
yikandiktan sonra Sekil 18’deki silingerler elde edilmistir. Bu resimde sadece kitosan iceren

stinger gosterilmektedir.

p - g qgi ggg

S i S e i B

Sekil 17: Farkli siire ve farkli oranlarda genipin ¢apraz baglanmasi sirasiyla %0,1-0,3-0,5

oranlarinda genipin ilavesinden a)12 saat b) 24 saat c) 48 saat sonra

Sekil 18: Genipin ile ¢capraz baglanmis kitosan siinger
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Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Farkli genipin konsantrasyonlarinda iiretilmis olan(%0, %0,1, %0,3 ve %0,5) ti¢ farkli
doku iskelesi serilerinin FTIR analizleri sonuglar1 belirtilmektedir. Bu grafiklerde; Sekil 19°da
kontrol grubu olan sadece kitosandan iiretilmis, Sekil 20’de lif kabaginin NaOH ile yikanmasi
sonrasindaki hali ve Deney grubu 1 olan kitosan ve lif kabagindan olusan doku iskelelerinin ve
Sekil 21°de ise lif kabaginin NaOH ile yikanmas1 sonrasindaki hali ve Deney grubu 2 olan
kitosan, lif kabagi ve PHBV’den olusan doku iskelelerinin FTIR analizlerinin sonuglari

gosterilmektedir.

1.0

Kitosan

wa
™
=
2

0.5 genipin
%0.3 genipin
%0.1 genipin

Absorbans (a.u.)
E %0 genipin

- _/J\p\&‘_

4000 2500 2000 2500 2000 1500 1000 500
1
Dalga Boyu (cm )

Sekil 19: Kitosan serisine ait farkli genipin konsantrasyonlarinda FTIR spektrumlari
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Sekil 20: Kitosan L serisine ait farkli genipin konsantrasyonlarinda FTIR spektrumlari
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Sekil 21: Kitosan F serisine ait farkli genipin konsantrasyonlarinda FTIR spektrumlari
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Taramalr Elektron Mikroskobu (SEM)

Kitosan, Kitosan L ve Kitosan F doku iskeleleri i¢in 100x biiyiitme ile farkli genipin
oranlarinda tretilen Orneklerden elektron mikroskobu goriintiileri alinmistir. Bu analiz
sonucunda tiretilen doku iskelelerinin morfolojileri hakkinda bilgi edinilmistir. Sekil 22’de
sadece Kitosan serisi, Sekil 23’te Kitosan L serisi ve Sekil 24’te Kitosan F serilerine ait SEM

goriintlileri verilmektedir.

13 48 SEI

Sekil 22: Kitosan serisinin SEM ile 100x biiyiitme goriintiileri a) %0 b) %0,1 ¢) %0,3
d) %0,5 genipin ile ¢apraz baglanmis meniskiis doku iskeleleri
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Sekil 23: Kitosan L serisinin SEM ile 100x biiyiitme goriintiileri a) %0 b) %0,1 ¢) %0,3 d)

%0,5 genipin ile ¢apraz baglanmig meniskiis doku iskeleleri

Sekil 24: Kitosan F serisinin SEM ile 100x biiyiitme goriintiileri a) %0 b) %0,1 c¢) %0,3 d)

%0,5 genipin ile ¢apraz baglanmis meniskiis doku iskeleleri ¢) PHBYV fiberlerin yapiya
entegre oldugu 500x biiyiitme ile ¢ekilmis SEM goriintiisii
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Dina

mik Mekanik Analiz(DMA)

Gergeklestirilmis olan DMA analizlerinin verileri Kitosan, Kitosan L ve Kitosan f serileri

icin ayr1 ayr1 Origin 8 programinda ¢izdirilerek Sekil 25, 26 ve 27°deki grafikler elde edilmistir.

Ayrica, Tablo 8’deki degerler DMA analizinin verilerinden toparlanmustir.
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Sekil 25: Farkli genipin oranlarinda ¢apraz baglanmis Kitosan serisine ait DMA analizi

sonuglari; soldaki grafik depolama modiilii- logaritmik frekans ve sagdaki grafik tan(d)-
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Sekil 26: Farkli genipin oranlarinda ¢apraz baglanmig Kitosan L serisine ait DMA analizi

sonuglart; soldaki grafik depolama modiilii- logaritmik frekans ve sagdaki grafik tan(o)-

logaritmik frekans egrileri
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Sekil 27: Farkli genipin oranlarinda ¢apraz baglanmig Kitosan F serisine ait DMA analizi
sonugclari; soldaki grafik depolama modiilii- logaritmik frekans ve sagdaki grafik tan(d)-

logaritmik frekans egrileri

Tablo 8: DMA analizinde depolama modiilii, kayip modiilii ve tan(d) degerleri

Ornek Ad Frekans Depolama Kayip Tan(A)
Degeri(Hz) | Modiilii(MPa) | Modiilii(MPa)
Kitosan %0 | 0.1 0,025 0,0012 0,048
genipin il 0,025 0,0010 0,041
10 0,026 0,0015 0,059
Kitosan %0.1 | 0.1 0,014 0,0013 0,092
genipin 1 0,014 0,0014 0,098
10 0,014 0,0019 0,129
Kitosan %0.3 | 0.1 0,032 0,0023 0,072
genipin 1 0,031 0,0027 0,087
10 0,034 0,0035 0,102
Kitosan %0.5 | 0.1 0,053 0,0054 0,103
genipin 1 0,049 0,0055 0,111
10 0,063 0,0093 0,150
Kitosan L 0.1 0,025 0,0009 0,037
%0 genipin 1 0,024 0,0007 0,031
10 0,026 0,0013 0,050
Kitosan L 0.1 0,003 -0,0001 -0,047
%0.1 genipin | 1 0,003 -0,0001 -0,033
10 0,004 0,0003 0,078




Kitosan L 0.1 0,008 0,0003 0,042
%0.3 genipin | 1 0,008 0,0005 0,059
10 0,010 0,0013 0,128
Kitosan L 0.1 0,003 -0,0008 -0,234
%0.5 genipin | 1 0,003 -0,0007 -0,205
10 0,004 -0,0003 -0,073
Kitosan F 0.1 0,044 0,0056 0,127
%0 genipin | 1 0,044 0,0052 0,118
10 0,044 0,0051 0,117
Kitosan F 0.1 0,012 0,0014 0,117
%0.1 genipin | 1 0,011 0,0012 0,112
10 0,012 0,0016 0,140
Kitosan F 0.1 0,014 0,0012 0,084
%0.3 genipin | 1 0,014 0,0017 0,118
10 0,022 0,0036 0,161
Kitosan F 0.1 0,015 0,0007 0,045
%0.5 genipin | 1 0,015 0,0008 0,056
10 0,015 0,0013 0,086

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

Kitosan ve Kitosan L serileri i¢in ger¢eklestirilmis olan TGA-DTA analizlerinin verileri
Origin 8 programinda ¢izdirilerek Sekil 28 ve 29°daki grafikler elde edilmistir. Ayrica, Tablo

9’daki degerler DMA analizinin verilerinden Origin 8 ile ¢izdirildikten sonra olusturulmustur.
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Sekil 28: Kitosan serisine ait TGA egrileri
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Sekil 29: Kitosan L serisine ait TGA egrileri
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Tablo 9: Diferansiyel Termal Analiz(DTA) sonuglart

Ornek ad1 Maksimum Bozunma Komiirlesme
Bozunma Baslangig verimi (%)
Sicakligi, Tq(°C) | Sicakligi, Tonset( °C)

Kitosan %0 genipin 299 260 24.6

Kitosan %0.1 genipin | 286 250 29.2

Kitosan %0.3 genipin | 295 250 29.4

Kitosan %0.5 genipin | 284 250 29.2

Kitosan L %0 genipin | 270 360 21.2

Kitosan L %0.1 260 334 26.2

genipin

Kitosan L %0.3 270 332 25.6

genipin

Kitosan L %0.5 275 335 26.9

genipin

Sisme Testleri

Sekil 30°da farkli genipin konsantrasyonlarinda ¢apraz baglanan Kitosan ve Kitosan L

doku iskelelerine ait sisme testi sonuglar1 verilmektedir. Bu analizin sonuglar1 Origin 8 ile

cizdirilmistir.
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Sekil 30: Kitosan ve Kitosan L serisinin sisme testi sonuclari
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Mekanik Analiz (Basma Deneyi)
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Sekil 31: Kitosan serisine ait basma deneyi gerilim-gerinim egrileri

0.7
— %0 genipin
0.8 | +— %0.1 genipin
%0.3 genipin
0.8 | T %0.5 genipin
o 0.4
=
L1k}
= 0.3
©
@ 0.2
0,1
0.0
0.0 0.2 0.4 0.8 0.8 1.0 1.2 1.4 1.8 1.8

Gerinim {a.u.}

Sekil 32: Kitosan L serisine ait basma deneyi gerilim-gerinim egrileri
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Sekil 33: Kitosan F serisine ait basma deneyi gerilim-gerinim egrileri

Tablo 10: Kitosan, Kitosan L ve Kitosan F serilerine ait elastisite modiilii degerleri

Kitosan Elastisite Kitosan L Elastisite Kitosan F Elastisite
Serisi Modiilii (MPa) | Serisi Modiili Serisi Modiili
Genipin Genipin (MPa) Genipin (MPa)
Orant (%) Orant (%) Orant (%)

0% genipin | 0.12 0% genipin | 1.5 0% genipin | 0.83
0.1% 0.07 0.1% 1.67 0.1% 0.35
genipin genipin genipin

0.3% 0.08 0.3% 1 0.3% 0.5
genipin genipin genipin

0.5% 0.1 0.5% 0.84 0.5% 0.1
genipin genipin genipin
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5. TARTISMA

Doku miihendisligi calismalari, doku onarimi ve yenilenmesine 11k tutmakta ve
gelismesi halen devam etmektedir. Hiicre kiiltiirti islemleri ile birlikte kullanilan bu yontemler,
doku iskelesi gelistirilmesi ve kullanimi1 agisindan tipta 6nemli bir yere sahiptir. Meniskiis doku
iskeleleri gelistirmek amaciyla dogal malzemelerden yararlanilarak dayanikli implantlar
gelistirebilmek i¢in ¢alismalar devam etmektedir. Uretmis oldugumuz meniskiis doku iskeleleri
yalnizca tip alaninda kullanilmakta olan meniskiis implantlarinin gelisimine katkida
bulunulmasiyla kalmayacak, ayn1 zamanda da aragtirmacilarin dogal kaynakli malzemelerin
kullanimina yonelik yeni bir bakis agis1 kazanmasi saglanilacaktir.

Gergeklestirilen ¢alismada yararlanmis oldugumuz malzemelerden kitosan, PHBV ve lif
kabagi {lizerine ayr1 ayr1 birgok ¢alisma literatiirde yer almaktadir. Ancak, iiretmis oldugumuz
doku iskelelerindeki gibi bir kompozit yapt bulunmamaktadir. Ayrica, bu malzemeler ve
kompozisyonlari literatiirde farkli dokular i¢in kullanilmis olup meniskiis doku implanti
amaciyla denenmemistir. Ek olarak, iiretilen doku iskelelerinde daha mukavim ve kararli bir
yap1 elde edebilmek i¢in hem lif kabaginin dogal diziliminden hem de capraz baglayici olan
genipinden yararlanilmistir.

Calismamizda {iretilmis olan doku iskelelerinde kitosan, kovalent ¢apraz baglanarak
hidrojel 6zelligi kazanmis ve bu sayede gercek meniskiis doku ozelliklerine uygun doku
iskeleleri elde edilmistir. Yapilan karakterizasyonlar da bu 6zellikleri ispatlar niteliktedir.

Calismamizda kullanmig oldugumuz liyofilizasyon yontemiyle, acik gézenekli siinger
yapida ii¢ farkli doku iskelesi elde edilmistir. U¢ doku iskelesi i¢in de ortak olan %1 lik Kitosan
¢ozeltisi genipin oranlariin optimizasyonunun saglanabilmesi igin literatiirlerde bulunan
oranlardan se¢ilmistir. Bunlara ek olarak, tiglincii doku iskelesi modelimizde elektro egirme
yonteminden yararlanilmistir. Bu yontem sayesinde Suslu ve ark. Makalesindeki nano boyutta
fiberler elde edilmistir (103). Nano boyutta fiberler hiicrelerin tutunmasi ve yayilmasi agisindan
avantaj saglamaktadir.

Calismamizin sonuglarina baktigimiz zaman sadece lif kabagi ve kitosan iceren doku
iskelesinin lif kabagi, PHBV ve kitosan igerenden daha iyi sonuglar verdigi goriilmektedir. Yine
de su an i¢in, iki doku iskelesi de saf kitosan ile hazirlanan doku iskelelerinden daha iyi sonuglar
vermistir. Ancak ¢alismadaki karakterizasyonlarin tiim gruplar i¢in tamamlanamadigi ve bazi
sonuclarin tekrardan gozden gecirilmesi i¢in istatistiksel analizler gerceklestirilememistir.

Biyouyumluluk testleri ve degradasyon analizleri gibi bazi ek karakterizasyonlarin da
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu deneylerin hepsi tamamlandiktan sonra istatistikler

alinacak ve hangi grubun daha iyi olduguna dair kesin yargilara varilacaktir.
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Ayrica, doku iskelelerinin olusturulmasiyla ilgili olarak yapilan literatiir taramalarindan,
genipinin amin gruplarina baglanmasi sonucunda mavi renge biiriindiigii bilinmektedir (104)
(105). Calismamizda iiretilmis olan doku iskeleleri de ikinci gliniin sonunda bu rengi almistir.
Bu da ¢apraz baglanmanin basari ile gerceklestirildiginin belirtecidir.

FTIR analizi yardimi ile tretmis oldugumuz meniskiis doku iskelelerinin kimyasal
yapilar1 hakkinda bilgi edinmemiz saglanmustir. Ilk {iretmis oldugumuz doku iskelesi sadece
kitosandan olusan seridir. Bu seride hacimde agirlik¢a %0 genipin, %0,1 genipin, %0,3 genipin
ve %0,5 genipinden olusan alt gruplar bulunmaktadir. FTIR analizlerinin sonuglaria bakildigi
zaman, Butler ve ark. ¢alismasi ile ortiismektedir (106). Capraz baglanmamis olan kontrol
grubunda analizler yapildig1 zaman, 3281 cm™’de O-H ve N-H gerilme bantlar1 bulunmaktadir.
2883 cm™’de C-H gerilme band1 gdzlenmektedir. 1645 cm™’de amit I band1 yani C=0 gerilme
band1 gozlenmektedir. 1558 cm™’de N-H egme bandi ve 1066 cm-1°de C-O gerilme bandi
goriilmektedir. Bunlara ek olarak, 1151 cm™’de kitosanin sakkarit iceriginden otiirii
karakteristik bir bant olan C-O-C gerilme bandi gézlenmektedir (106).

Genipin ile c¢apraz baglanmanin ger¢eklesmis oldugu gruplarda ise, Pozzo ve ark.
makalesindeki (107) bilgilerden yola cikilarak sonuclar incelenmis ve 1645 cm™ band1 1634
cm™®’e kaymustir. Bu bant ile 1558 cm™ bantlar1 arasindaki oranin ¢apraz baglayict oranindaki
artigla degistigi gozlemlenmistir. Aiess/A1ssg orani, ¢apraz baglanmamis olan %0 genipin
grubunda orani 0,6, %0,1 genipin ile baglanmis olan grupta 0,75, %0,3 genipin ile baglanmis
olan grupta 1,15 ve %0,5 genipin ile baglanmis olan grupta ise 1,35 olarak hesaplanmigtir. Bu
oranlara ek olarak, Aiess/Aissg bandinim araligi genislemektedir. Ayrica, 1558 cm™ deki N-H
egme bandinin soniimlenerek kaybolmaya basladigi da goriilmiistir. Bu durum capraz
baglanmanin basarili sekilde gerceklesmis olmasina baglanabilir.

Lif kabag1 ve kitosandan iiretilmis olan ‘Kitosan L’ serisinde ise, yine ‘Kitosan’ serisinde
oldugu gibi hacimde agirlik¢a %0 genipin, %0,1 genipin, %0,3 genipin ve %0,5 genipinden
olusan alt gruplar bulunmaktadir. Bu gruplarda kitosandan gelen baglarin frekanslarinin
haricinde lif kabagina 6zgii oldugu diisiiniilen absorbans degerleri de alinmistir. Bu degerler
Tanobe ve ark. makalesindeki (65) sonuglar ile karsilastirilarak calismanin uyumlulugu
incelenmistir. Kullanmis oldugumuz lif kabagi NaOH ile yikama isleminden sonra yapida
bulunan hemiselilloz uzaklastiilmis ve bundan dolayr spektrumda 1735 cm™‘deki
hemiselliiloza ait C=0O gerilme bandi goériilmemistir. Bu da yikamanin basar1 ile
gerceklestirildiginin kanitidir. Tiim gruplarda 3335 cm™ dalga sayisinda O-H gerilme bandh,
2885-2890 cm™’de C-H ve 1060 cm™’de C-O gerilme bantlar1 vardir. Capraz baglanmamus olan
kontrol grubunda 1648 cm™ ve 1560 cm™’de sirasiyla C=0 gerilme ve N-H egme bantlari

bulunmaktadir. Bunlar hem seliiloz hem de kitosanin igeriginden kaynakli c¢akismalar
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yaratabilir. Capraz baglanma gerceklestigi zaman 1648 cm™’deki gerilme band1 1636 cm™’lere
kaymaktadir. Capraz baglanma gercgeklestiginde bu bant aralig1 genislemektedir ve 1560 cm’
> deki band1 soniimleyerek tek bir bant gibi davranmaktadir (65).

Lif kabag, kitosan ve PHBV kullanilarak {iretilmis olan Kitosan F serisi i¢in de yine dort
farkli ¢apraz baglanma orani denenmistir. Suslu ve ark. makalesindeki degerler ile
uyumluluklart incelenmistir (103). Bu malzemede kitosan ve lif kabag1 absorbans piklerine ek
olarak PHBV’ye ait 2920-2935 cm™ degerlerinde C-H gerilme bandi, 1722 cm™’de C=0
gerilme bandi bulunmaktadir. Ayrica, 1455 ve 1380 cm™’de C-H egme bantlar1 ve 1280 ve
1055 cm™*de C-O gerilme band1 goriilmektedir (108).

Bolim 4’te sunmus oldugumuz bulgularda SEM goriintiilerinin ii¢ farkli seri igin de
(Kitosan, Kitosan L ve Kitosan F) genel morfoloji hakkinda bilgi vermesi amactyla 100x
biiyilitme ile ¢ekilmis oldugu goriilmektedir.

Hiicre tutunmasi ve bilylimesi agisindan iiretilmis olan gbézenekli doku iskelelerinde
gbozenek boyutu ve yapisi onem tasimaktadir. Gozenek boyutu hiicre tipine gore degisirken,
gozenek yapisinin agik gézenekli olmasi gerekmektedir. Calismamizda tiretilen meniskiis doku
iskelelerinin hepsi agik gozenekli bir yapidadir. Gozenek boyutu ve dagilimi bu calisma
siirecinde belirlenememis; fakat ilerleyen siiregte civa porozimetresi ile dl¢iilecektir.

Le-Ping Yan ve ark. makalesinde (109) calismamiz ile benzer yontem kullanilarak
kitosan doku iskeleleri tiretmislerdir. SEM goriintiileri karsilagtirildiginda iskelelerin benzer
morfolojide olduklar1 goriilmektedir.

Kitosan L serisinde en onemli unsur lif kabagmm kitosan ile entegre olabilmesini
saglamakti. SEM goriintiilerinden tiim genipin konsantrasyonlar1 i¢in bu amacin
gerceklestirildigi, 1if kabagi fiberlerinin kitosan igerisine goémiildiigii net bir sekilde
goriilmektedir. Kullanilan bu fiberlerin ¢apinin 200-300 pm arasinda oldugu goriilmektedir.
Ayrica, Tanobe ve ark. makalesinde (65) NaOH ile muamele edilen lif kabaklarinin SEM
goriintiileri ile tretmis oldugumuz doku iskelelerindeki lif kabaklarinin yapisinin benzedigi
gorilmektedir.

Kitosan F serisinde nano boyutta PHBYV fiberlerin yapiya entegre oldugu goriilmektedir.
PHBYV nanofiber ¢aplar1 Suslu ve ark. makalesindeki (103) ile tutarlilik gostererek 1000 nm’den
kiiciik degerdedir.

DMA analizi yardimiyla, meniskiisiin viskoelastik yapisina uygun 6zellikte doku iskelesi
tiretilip Uiretilmedigi anlasilmaya calisilmistir. Nasil meniskiis dokusu belirli bas1 yiiklenmeleri
altinda yiikii soniimleyerek yiiklenme kalktiginda eski haline doniiyorsa bu analizde bu durum

simiile edilebilmektedir. Uretilen meniskiis doku iskelelerinin de bu yapiya uygun olmasi
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beklenmektedir. DMA analizi ‘Kitosan’, ‘Kitosan L’, ‘Kitosan F’ serileri i¢in tiim genipin
konsantrasyonlarindaki 6rneklere yapilmistir.

Coluccino ve ark. makalesinde meniskiis dokusunun {ii¢ farkli kesitinden alinan pargalara
DMA analizi yapilmis ve 0,1-40 Hz arasindaki veriler toplanmistir (110). Ortalama bir kisinin
yiiriiyiis frekansi 1-2 Hz arasinda degismektedir. 10 Hz tizerindeki degerler kosma, ziplama gibi
ani ylklenmelerin oldugu frekanslardandir. Meniskiis bu degerleri soniimlemeye c¢aligir.
Ancak, bu frekans degerleri arttikga deformasyonlar olusabilir. Bu sebeple 0,1-40 Hz ¢alisma
aralig yeterli goriilmiistiir. Bizim sonug¢larimiz ile bu makaledeki sonuglar arasinda tutarlilik
s06z konusudur.

Tim gruplardaki ornekler i¢in depolama modiilinde 1 Hz’den sonra egrisel bir artis
goriilmektedir. Bu artis drneklerin viskoelastik karakterde oldugunun ispatidir. tan(d) degeri
malzemelerin enerji soniimleme kabiliyetinin bir dl¢iistidiir. 10 Hz sonrasinda olusan ani artis
ise tan(d) degerinin firlamasina sebebiyet vermektedir ki bu da soniimleme gereksiniminin
artacagl ani yiiklenme durumlarinda beklenilen bir sonuctur (110). 0.1 Hz sonrasinda
deformasyon yiikleri olusacagi i¢in meniskiisiin normal patolojisinin korunmasma olan
gereksinim artmaktadir. Bu da maksimum tan(d) degerlerini verecektir. Tablo 8’de bahsedilen
frekans degerleri i¢in sonuglar verilmektedir. Bu sonuglarda depolama modiilii malzemenin
sertligi ile iligkili iken tan(8) degeri malzemenin soniimleme yetenegini belirtmektedir.

‘Kitosan’ serisi i¢in degerleri inceledigimiz zaman, depolama modiilii 0,055-0,015 MPa
arasinda degismektedir. Tiim genipin konsantrasyonlar i¢in depolama modiiliiniin en yiiksek
%0,5 genipin ile ¢apraz baglanmis olan doku iskelesinde oldugu, en diisiik ise %0,1 genipin ile
capraz baglanmis olan kitosan doku iskelesinde oldugu goriilmektedir. Ayrica, tan(d)
degerlerine bakildigi zaman en yiiksek deger %0,5 genipin ile ¢apraz baglanmis olan doku
iskelesi iken en diisiik deger ¢apraz baglanmayan doku iskelesinde bulunmaktadir.

‘Kitosan L’ serisi i¢in degerleri inceledigimiz zaman ise, depolama modiilii 0,025-0,005
MPa arasinda degismektedir. Tiim genipin konsantrasyonlar1 i¢in depolama modiiliiniin en
yiiksek genipin ile ¢apraz baglanmamis olan doku iskelesinde oldugu, en diisiik ise %0,1
genipin ile capraz baglanmig olan doku iskelesinde oldugu goriilmektedir. Ayrica, tan(d)
degerlerine bakildig1 zaman en yiiksek deger %0,5 genipin ile ¢apraz baglanmis olan doku
iskelesi iken en diisiik deger bu grupta da ¢apraz baglanmayan doku iskelesinde bulunmaktadir.

Son olarak, ‘Kitosan F’ serisi i¢in degerleri inceledigimiz zaman ise, depolama modiilii
0,045-0,010 MPa arasinda degismektedir. Tiim genipin konsantrasyonlar1 i¢in depolama
modiiliinii yine en yliksek genipin ile capraz baglanmamis olan doku iskelesi vermekte iken, en
disiik degerin ise %0,1 genipin ile capraz baglanmis olan doku iskelesinde oldugu

goriilmektedir. Ayrica, tan(d) degerlerine bakildigi zaman en yiiksek deger %0,3 genipin ile
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capraz baglanmis olan doku iskelesi iken en diisiik deger bu grupta da ¢apraz baglanmayan
doku iskelesinde bulunmaktadir.

Tiim serilerden alinan tan(d) degerlerinin meniskiisten alian tan(d) degerleri ile
karsilastirmasini yaptigimiz zaman, bu deger araligi 0,15-0,20 olarak degismektedir (110).
‘Kitosan L’ ve ‘Kitosan F’ serileri i¢in alinan tan(d) degerleri bu sonuclara yakindir. Ayrica,
frekansin artmasi ile tan(9) artis géstermektedir, bu da soniimlemenin arttigini gosterir. Bunlara
ek olarak, ¢ikan depolama modiil degerleri de basma deneyi sonuglarindaki gerilme degerleri
ile tutarlilik gostermektedir. Ancak, degerler birbirine yakin araliklarda oldugu i¢in deneylerin
tekrarlanmasi yararl olacaktir.

TGA-DTA analizi yardimi ile ‘Kitosan’ ve ‘Kitosan L’ serilerinin termal stabilite
degerleri arastirilmistir. Hepsi igin Maksimum Bozunma Sicakligi (Tq) ve Bozunma Baslangig
Sicakligr (Tonset) degerleri ile komiirlesme verimleri hesaplanmistir. Bu degerler Tablo 9°da
verilmektedir. Ayrica sonuglar kitosan igin Kumari R. ve ark. (111) makalesindeki sicaklik
degerleri ve lif kabakli gruplar i¢in de Tanobe ve ark. (65) makalesindeki degerler ile
karsilastirilmis ve anlamli aralikta degerler gézlemlenmistir.

‘Kitosan’ serisi i¢in iki fazda bozunma gézlemlenmistir. Bunlardan ilki adsorbe edilmis
suyun malzemeden uzaklastirildigi diistiniilen ve bu seri igin 91-97°C civarinda goriilen
degerdir. Bu noktada kayip kiitle miktar1 %15-18 araliginda oOlglilmiistiir. Tim genipin
konsantrasyonlar1 i¢in Ty degerleri 285-300°C araliginda bulunmaktadir. Tonset sicakliklart ise,
capraz baglanmayan i¢in 260°C iken diger ii¢ konsantrasyon i¢in 250°C olarak bulunmustur.
Malzemenin komiirlesme verimliligi ¢apraz baglanmayan doku iskelesi i¢in %24.6 iken
digerlerinde %29.2-29.4 araliginda hesaplanmaktadir.

‘Kitosan L’ serisi i¢in aslinda ii¢ fazda bozunma gézlemlenmistir. Ancak, bu ii¢ faz capraz
baglanmayan grupta digerlerine gore daha belirgin iken capraz baglananlarda iki faz gibi
gorinmektedir. Adsorblanan su miktar1 %11-13 araliginda ve 85-104°C civarindadir. Capraz
baglanmamis olan doku iskelesi i¢in, ikinci basamak kitosanin bozunmaya basladig diisiiniilen
304°C, {iglincii basamak ise lif kabaginin bozundugu diistiniilen 362°C olarak goriilmektedir.
Diger ti¢ genipin konsantrasyonu igin Tq degerleri 332-335°C araliginda bulunmaktadir. Tonset
sicakliklar ise, ¢capraz baglanmayan igin 270°C iken diger ii¢ konsantrasyon igin 260-275°C
araliginda bulunmustur. Malzemenin komiirlesme verimliligi capraz baglanmayan doku
iskelesi i¢cin %21.2 iken digerlerinde %25.6-26.9 araliginda hesaplanmaktadir. Tq Ve Tonset
degerleri ‘Kitosan’ serisine gore kayma gostermistir. Bu kaymanin sebebinin lif kabaginin
icerigindeki  seliiloz tipinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Capraz  baglanma
reaksiyonundan sonra iki fazli bozunma gibi davranarak 334°C sicaklikta bozunma

baglamaktadir.
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Gergeklestirilmis olan sisme analizleri sayesinde iiretmis oldugumuz meniskiis doku
iskelelerinin su tutma yetenegi aragtirilmistir. Bu analiz gerceklestirilirken ¢capraz baglanmamais
olan doku iskelesi kullanilmamis, hidrojel 6zelligine sahip %0,1, %0,3 ve %0,5 genipin
konsantrasyonu ile ¢apraz baglanmis Kitosan ve Kitosan L serileri 24 saat boyunca PBS i¢inde
tutulduktan sonra Slgiimler alinmistir. Kitosan serisinde sisme testi sonuglarina bakildiginda
ortalama sigsme oranlar1 %0,1 genipin i¢in %3250 (£311), %0,3 genipin igin 3000% (+304) ve
%0,5 genipin orani i¢in %2800 (+117) degerlerinde goriilmektedir. Genipin ilavesi arttikca
sisme orani azalmistir ki bu durum capraz baglanma sonrasi beklenilmektedir. Uretilen
malzemede ¢apraz baglayici oraninin artmasiyla kitosan polimer zincirleri birbirlerine daha siki
baglanmakta, bu da malzemenin daha az sismesini ve su tutmasini saglamaktadir. Shu-Wei Wu
ve ark. makalesinde kitosan ile yapilmis olan hidrojel ¢alismasinda sisme oraninit %1600 olarak
belirtmislerdir (112). Bu c¢alismada kitosan c¢ozeltisi %1 oraninda kullanilmistir, ancak
kullanilan kitosanin molekiil agirligi verilmemistir. Ayrica, ¢apraz baglanma reaksiyonu i¢in
bizim se¢mis oldugumuz genipinden farkli bir malzeme se¢ilmistir. Bu sebeple sisme oraninin
farklilik yarattig1 diistintilmektedir.

‘Kitosan L’ serisinde ise sigsme testi sonuglar1 incelendiginde sonuglar beklenilenin tersini
gostermektedir. Sigsme oran1 %1000 iizerinden %0,1 genipin i¢in %1000 (+39), %0,3 genipin
icin %1400 (£62) ve %0,5 genipin orani i¢in %1600 (£102) degerlerinde ¢ikmaktadir. Bu
oranlar ‘Kitosan L’ serisinin ‘Kitosan’ serisinden daha az sisme gosterdigini ifade etmektedir.
Bu diisiisiin sebebi lif kabagi eklenmesinin kitosan polimer zincirlerinin birbirlerine ¢apraz
baglanmasini zorlagtirdigi ve ¢apraz baglanma verimini diigiirdiigii olarak yorumlanabilir.
Fakat, genipin oraninin artmasiyla sisme oraninin artigi sasirtict bulunmustir. Lif kabaginin da
hidrofilik bir yapida ve sismeye oldukca egilimli olmasinin ve liretilen iskelelerde ayn1 boyutta
kesilmis lif kabaklar1 kullanilsa da dogal bir iirlin olmasindan dolay1 yapisal farkliliklarin
olmasinin bu sonucu dogurdugu diisiiniilmektedir. Kompozit yapisindan dolayi, daha saglikli
sonuglar verebilmek i¢in, daha ¢ok sayida sisme testi ile ‘Kitosan L’ serisi sonuglarinin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Ancak, elimizdeki verilerden yapilabilecek en dogru yorum,
lif kabagmmin yapiya eklenmesinin kitosan hidrojellerin kontrolsiiz sismesi engellemis
oldugudur. Sigsme oraninda belirgin bir diigiis yasanmustir.

Calismada, DMA analizlerine ek olarak yapilmis olan basma yiiklenmelerine karsi
tiretilen doku iskelelerinin dayanimlar1 olgtilmistiir. Colucci ve ark. makalesinde belirtilen
meniskiise ait modiil degerleri, meniskiisiin anizotropik yapisindan Otiiri degisiklik
gostermektedir. Cevresel, radyal veya vertikal diizlemden alinan kesitlerde basma modiilii 0.5-
1.25 MPa arasinda degismektedir (110). Ayrica cesitli literatiirlerden alinan degerler Subrata

Pal’in yayminda karsilastirilmis ve kikirdak dokusunin gerilme testleri sonrasi elastik modiil
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degeri 1-10 MPa arasindaki degerlerde bulunurken, bas1 yiiklenmeleri sonrasinda bu deger 1
MPa olarak bulunmustur (113). Meniskiisiin fibroz kikirdak o6zellikte olmasi sayesinde
calismamizda bu degerlerden yararlanilabilir. Deneylerden elde ettigimiz veriler Tablo 10’da
sunulmaktadir.

Basi yiiklenmeleri altinda meniskiis doku iskelelerinin elastisite modiilleri ‘Kitosan’
serisi i¢in sirastyla %0, %0,1, %0,3 ve %0,5 genipin oranlari i¢in 0,12 MPa, 0,07 MPa, 0,08
MPa ve 0,10 MPa olarak oSlgiilmiistiir. Bu degerler kikirdak dokusu i¢in gerekli olan bast
dayanimini karsilayamamaktadir.

Basi yiiklenmeleri altinda meniskiis doku iskelelerinin elastisite modiilleri ‘Kitosan L’
serisi i¢in sirastyla %0, %0,1, %0,3 ve %0,5 genipin oranlar i¢in 1,50 MPa, 1,67 MPa, 1,00
MPa ve 0,84 MPa olarak ol¢iilmiistiir. ‘Kitosan L’ serisinde iiretilmis olan meniskiis doku
iskelelerinin mekanik dayanim degerleri kikirdak dokusu igin uygundur. Sadece %0,5 genipin
olan kikirdak icin beklenilenden az deger vermistir. Bunun sebebinin de genipin ile capraz
baglanma oranmin artisinin malzemenin sertlesmesi ve kirilgan bir yapiya gelmis olmasi
oldugu diistiniilmektedir.

Bas1 yiiklenmeleri altinda meniskiis doku iskelelerinin elastisite modiilleri ‘Kitosan F’
serisi i¢in sirastyla %0, %0,1, %0,3 ve %0,5 genipin oranlari i¢in 0,83 MPa, 0,35 MPa, 0,50
MPa ve 0,10 MPa olarak oSlgiilmiistiir. Bu degerler kikirdak dokusu i¢in gerekli olan bast
dayanimini karsilayamamaktadir.

Elde edilen bu sonuglardan yola ¢ikilarak ii¢ doku iskelesi serisi i¢inde en dayanikli
olanlar, Kitosan serisi i¢in %0,5 genipin oranindaki doku iskelesi, ‘Kitosan L’ serisi i¢in %0,1
genipin oranindaki doku iskelesi ve ‘Kitosan F’ serisi i¢in ¢apraz baglanmamis olan doku
iskelesi olarak goriinmektedir.

Calismada ‘Kitosan F’ serisinin yerine ‘Kitosan L’ serisi i¢lerinde en ¢ok basma yiikiine
dayanan grup olarak goriilmektedir. Ancak, yine de sadece kitosan olana gore daha g¢ok
dayanim gostermektedir. Bu sonuglar DMA ve sisme testlerinin sonuglari ile ortiismektedir. Lif
kabaginin yapiya katkisi tek basina kitosandan daha etkilidir.

Bu testler igin ii¢ tekrar yapilmistir. Daha ileriki analizler i¢in basma deneylerinin
tekrarlarinin gerceklestirilmesi ve hatta viicut sivisini taklit eden bir medyum veya PBS
icerisinde bekletildikten sonra mekanik deneylerin tekrarlanmasi daha dogru sonuglar
verebilecektir.

Kullanilan malzemeler dogal oldugu icin ayri ayri bu malzemeler i¢in 6n ¢aligmalar
degerlendirildiginde herhangi bir toksik etkiye rastlanmamistir. Ancak, devam eden bu
calismalarin 1s18inda Kitosan, Kitosan L ve Kitosan F serisini olusturan bu malzemelerin

beraber kullanimlarinda herhangi bir toksik etki olusup olusmadigi da incelenmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tablo 11: Calismadaki Analizlerin Sonuglari

Kitosan Serisi

Kitosan L Serisi

Kitosan F Serisi

FTIR (kimyasal yap1

Kitosana ait pikler

Kitosana ve lif

Kitosan, PHBV ve

karakterizasyonu) | var. kabagina ait pikler lif kabagina ait
var. Ayrica, lif pikler var.
kabaginin yikama
isleminin basarili
oldugu goriilmekte.
SEM(morfolojik Acik gozeneklilik Acik gozeneklilik Acik gozeneklilik

var ve lif kabagi ile

yapi var. var ve lif kabagi ile
karakterizasyonu) kitosan entegrasyonu | PHBV’nin yapiya
saglanmis. entegrasyonu
saglanmis.

DMA Degerler meniskiis Degerler meniskiis Degerler meniskiis

icin gerekenin icin gereken diizeyde | i¢in gerekene yakin.
altinda. altinda.
TGA-DTA Lif kabag1 eklentisi | Bozunma baslangig -

olana gore daha az

termal stabil yapida.

sicaklhiginda 30-40°C
olumlu yonde bir
kayma var. (330-
340°C)

Sigsme Testi

Kontrolsiiz sisme

var.

Lif kabag katkis1
hidrojellerin
sismesine uygun

hale getirmis.

Basma Testi

Degerler meniskiis
icin gerekenin

altinda.

Degerler meniskiis
i¢in gereken diizeyde

altinda.

Degerler meniskiis

icin gerekene yakin.
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Bu ¢alismada iiretmis oldugumuz kompozit doku iskelesinde basma kuvvetlerine karsi
daha iyi dayanmasini saglamak amaciyla dogal bir seliiloz kaynagi olan lif kabagi

kullanilmistir.

Ayrica, lif kabaklar1 kitosan gibi bir¢ok faydali 6zellige sahip olan dogal bir malzeme

icerisine gomiilerek kikirdak dokusuna uyumu arttirilmistir.

Uretmis oldugumuz kompozit, dogal malzemeden olusan meniskiis doku iskeleleri,
farkl1 amaclarla kullanimda olan {i¢ farkli malzemeyi bir arada kullanarak yeni

kombinasyonun 6zellikleri test edilmistir.

Kullanilmis olan karakterizasyon yontemleri sayesinde, ii¢ farkli doku iskelesi ve her

grupta dort farkli genipin konsantrasyonu ile alt gruplarin kiyaslanmasi saglanmistir.

Yine dogal bir polimer olan PHBV’nin nano fiber yapisindan yararlanilarak hem
mekanik 6zelliklerinin arttirilmasi hem de hiicre tutunma ve ¢ogalmasinin arttirilmast
hedeflenmistir. Ancak, KF serisinin mekanik dayanimi beklentiyi karsilamamustir.

Hiicre tutunmasi i¢in ¢alismalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Ayrica, kullanilan malzemelerin farkli amaglara hizmet etse de en ¢ok rastlanilan dogal
malzemelerden olmasi sebebiyle sonuglarin literatiirdeki bilgilerle karsilastirilmasina

imkan tanimuistir.

Sonug olarak, bekledigimiz gibi kitosan/lif kabagi ve PHBYV fiber ile {iretilmis olan degil
sadece kitosan ve lif kabagindan tretilmis olan meniskiis doku iskelesi yapilan

karakterizasyonlarda daha olumlu sonuglar vermistir.

Ancak, in vitro ¢alismalarin tamamlanmasi ve histolojik kiyaslamalarin yapilmasindan
sonra bu yonelim degisebilir. Bu sebeple, ¢aligmalar devam etmektedir ve en yakin

zamanda tamamlanarak yayimlanacak ve kesin bilgiye ulasilacaktir.

Son olarak, in vitro caligmalardan sonra deney hayvanlarinda in vivo olarak denenmesi
de viicut i¢indeki biyouyumlulugun anlasilabilmesi igin iyi olacaktir. Bu ¢alismadaki

gelecek hedeflerinden biri de budur.
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