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OZET
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Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Mustafa TURK
Haziran 2015, 67 sayfa

Vucuttaki en sert dokulardan biri olan kemik, travma veya hastalik sonucunda
meydana gelen hasarlarin iyilesmesi 3 ile 6 ay arasinda zaman alan iyilesme
sureci yavas olan bir dokudur. Yalnizca ABD'de hastalik veya travma sonucu
her yil yaklasik iki milyon kemik kingr meydana gelmektedir. Bu tez
calismasinin amaci, gesitli doku iskeleleri sentezleyerek onlarin sert doku
grefti olarak kemik doku iyilesmesindeki potansiyel kullanilabilirliginin
arastirimasi ve daha hizli kemik iyilesmesi saglamaktir. Bu amagla, kitosan
tabanl 7 farkh doku iskelesi hazirlanmigtir. Kitosana ek olarak kollajen,
hyaluronik asit, trombositce zengin plazma (TZP) veya bunlarin
kombinasyonlari kullanilarak doku iskeleleri sentezlenmistir. Yapilan taramali
elektron mikroskop analizleriyle (SEM) bu doku iskelelerinin hicresel
calismalara uygun oldugu belirlenmistir. Kemik doku rejenerasyonunda rol
oynayan MC3T3-E1 pre-osteoblastik hucreleri, doku iskeleleri Uzerine
ekilerek farkl surelerle inkibe edilmistir (1, 3, 7 ve 10 gunlik). Hlcre igeren
doku iskeleleri farkli inklibasyon stirelerinde alkalen fosfataz enzim aktivitesi,
WST-1 testi kullanilarak hicre proliferasyonu ve sitotoksisitesi ve SEM
analizleri yapilarak hiicre adezyonlari degerlendiriimistir. Ozellikle (iglinci
gunde, hyaluronik asit ve trombositce zengin plazma karigiminin, %127,63
hicre canhlik orani, %123,25 alkalen fosfataz enzim aktiviteleri ile hicre

proliferasyonuna ve hiicre tutunmasina pozitif etkileri en yiksektir. Uglinci



gun ile kiyaslanirsa, yedinci gunde tum gruplarda hicre canhliginda azalma
gorulmesine ragmen hyaluronik asit ile desteklenmis grupta en yuksek hucre
canhhgi (%99,83) ve alkalen fosfataz aktivitesi gdézlenmistir (%137,33). Diger
yandan trombosit¢ge zengin plazma destekli grupta en dusuk hicre canliligi
(%82) ve alkalen fosfataz aktivitesine sahiptir (%113,65). Kuilturin son
gununde ise tum gruplarda hicre canhligi dusmustar. Son deney gunundeki
en yuksek canlik (%81,08) ve alkalen fosfataz aktivitesi (%97,71) kollajen-
hyaluronik asit destekli gruptayken hyaluronik asit ile desteklenmis grup ise
en duslk canliigina (%61,8) sahiptir. Ozetlenecek olursa, trombositge zengin
plazmanin pozitif etkileri yedinci ginde, hyaluronik asitin pozitif etkileri
onuncu gunde gbézlemlenmemistir. Trombosit¢ce zengin plazma ve hyaluronik
asitinin  geligtiriimesi, kontrolli degredasyonu ve salinmasiyla pozitif
etkilerinden daha uzun sureli faydalanilarak sert doku defektlerinin daha hizli

iyilesmesi saglanabilir.

Anahtar kelimeler: Hyaluronik asit, kemik doku muihendisligi, kemik
rejenerasyonu,  Kitosan, Kollajen, Sert doku

muhendisligi, Trombositge zengin plazma.



ABSTRACT

PRODUCTION AND IN-VITRO APPLICATION OF CHITOSAN BASED
CRYOGEL BIOMATERIALS FOR HARD TISSUE REPAIR

TOKLUCU, Selguk
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa TURK
June 2015, 67 pages

Bone, which is one of the hardest tissue in the body, heals slowly following its
injury due trauma or disease and it takes 3 or 6 months to heal. Just in US,
about 2 million cases of trauma or disease-related bone fractures occur every
year. The aim of the present study was to synthesize various scaffolds and to
investigate their potential use as hard tissue grafts to facilitate a process of
faster bone healing. For this purpose, chitosan based 7 different tissue
scaffolds were prepared. In addition to chitosan, scaffolds were synthesized
of either collagen, hyaluronic acid, platelet-rich plasma or their different
combinations. Scanning electron microscopic (SEM) analysis indicated that
scaffolds were convenient for cellular assays. The MC3T3-E1 pre-
osteoblastic cells, which plays a role in bone tissue regeneration were
seeded on scaffolds and incubated for different time periods (1, 3, 7 and 10
days). Scaffolds containing cells for different
incubation periods were evaluated for alkaline phosphatase activity, cell
proliferation and cytotoxicity by a WST-1 test, and cell adhesion by SEM
analysis. Especially at the third day, the mixture of hyaluronic acid and
platelet rich plasma exhibited the highest positive effect on cell attachment,
cell proliferation with a 127.63% cell viability rate and on alkaline phophatase
activity with a 123.25% activity. Although the cell viability rate decreased in
all groups at the 7th day of culture compared to those of the 3rd day, the



hyaluronic acid supported group had the highest rate of cell viability (99.83%)
and alkaline phosphatase activity (137.33%). On the other hand, platelet-rich
plasma supported group had the lowest cell viability (82%) and alkaline
phosphatase activity (113.65%). At the last day of the culture, the cell viability
rate declined in all study groups. Collagen-hyaluronic acid supported group
had the best viability (81.08%) and alkaline
phosphatase activity (97.71%) at the last day while hyaluronic acid
supported group had the lowest cell viability (61.8%). In brief, we did not
detect the positive effects of platelet-rich plasma's on cell proliferation at the
7th day and hyaluronic acid's at the 10th day and so on. Following
enrichment and controlled degradation or delivery of platelet-rich plasma and
hyaluronic acid, the positive effects can be utilized for a longer duration time

to augment healing of hard tissue defects.

Keywords: Bone tissue engineering, Bone regeneration, chitosan,
collagen, Hard tissue engineering, Hyaluronic acid, Platelet-rich

plasma
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1. GIRIS

Doku muhendisligi, biyomuhendislik, materyal bilimleri ve tibbi bilimlerin
prensip ve metotlarina dayanan; hastallk veya travmatik olaylar
dogrultusunda gelisen doku fonksiyon kayiplarini gidermek Uzere geligsmis bir
bilim dahdir. Temel prensibi doku hasarlarini farkli kombine edilmis sentetik
veya dogal destek maddeleriyle veya doku iskeleleriyle doku
rejenerasyonunu hizlandirmaktir. Doku muhendisliginde temelde 4 yaklasim
mevcuttur. Bunlardan ilki yalnizca biyomalzemenin yeni doku olusumu igin
kullaniimasiyken, diger bir yaklasim ise in-vitro kosullarda c¢ogaltiimig
hicreler ile tedavinin gerceklestiriimesidir. Uglincl yaklagim ise biyomalzeme
ile buylmede rol oynayan biyosinyal molekulleriyle tedavi amaclamaktadir.
Son yaklasim ise biyomateryal ve hucresel etkilesimi en Ust seviyeye
cikartmak amaciyla biyomateryal, in-vitro hucreler ve biyosinyal molekullerini

bir arada kullanmaktir [1].

Olusturulmak istenen doku iskelesi ile dokunun, uygulama bdlgesindeki
cogalma faktdrlerinden de yararlanarak komsu dokularla birlik icerisinde
normal iyilesme surecinden daha hizli yenilenme amaglanir. Hastada
olusmus olan defekt bolgesine uygulanacak olan doku iskelesinin; biyo
uyumlu, defekt bolgesi ve tedavi amacina gore biyolojik olarak uygun
degredasyon performansina, klinik uygulamalara ve uygulama alanindaki

basinca dayanabilecek kadar mekanik kuvvete sahip olmalidir [2].

Defekt bodlgesine uygulanacak olan U¢ boyutlu doku iskelesinin bilesimi o
bolgedeki hicrelerin doku iskelesi yluzeyine dogru yayillmasini dogrudan
etkiler. Doku iskelesi materyali belirli bir zaman sonra biyolojik olarak
degrede olacagindan ve igerigindeki maddelerin ¢evresine dogru
salacagindan dolay! hucrelere toksik etki yapmamasi ve alerjik reaksiyon
vermemesi beklenir [3]. Doku iskelesinin porozitesi de hucrelerin yayilmasini,
tutunma yetenegini, hicreler arasi matriksin ve dolayisiyla ¢esitli buyime ve
farklilagma faktorlerinin gegisini etkileyeceginden énemlidir.



Kitosan; bazi eklembacaklilarin kabuklarinda, bazi bakteri ve mantarlarin
hicre duvarlarinda bulunan, dogal bir polimer olan kitinin ylksek sicaklikta
alkali kosullarda N-deasetile edilmis, asidik pH’'da dogrusal davranig gosteren
bir polimerdir. Farkl deasetile dereceleri mevcuttur. Kitosan biyo uyumlulugu
yuksek, hemostatik, fungistatik, antimikrobiyal, memeli htcrelerini baglama
yeteneg@i olan ve kemik formasyonunu hizlandiran bir polimer oldugundan
yara iyilesmesi, yara ortusu, diyaliz membran, kontak lens, antitimor, ilag

tasiyici sistemler ve kontrolli salim sistemlerinde sik¢a tercih edilmektedir

[4].

Hasarli kemik ve 6n capraz badlarin (ACL) tedavisi uzun ve zahmetli bir
prosestir. Bu nedenle arastirmacilar hastalarin hasarli veya kayip bélgelerini
tedavi etmek amaciyla biyomateryal uygulama ve vicut igerisinde barindirma
yollarina yodnlendirmistir [5]. Bu kapsamda amag¢ otogreft olarak in-vitro
kosullarda elde edilen yapay dokunun normal dokulara enjekte edilerek doku
ve hicre rejenarasyonunu hizlandirmak, hastanin normal hayatina en kisa
surede donmesini saglayacak tedaviler uygulamaktir. Yalnizca birlesik
devletlerde travma veya hastalik kaynakli yillik yaklasik 2 milyon kemik kirigi
meydana gelmektedir ve bunun yillik maliyeti yaklasik 10 milyar dolardir [6,
7]. Kemiklerde meydana gelen hasarlar, dizensiz sekilde olduklarindan
dolayi, biyomateryal Uretimini kisitlamaktadir. Bu yuzden tedaviler ya
enjektable sekilde sivi veya ¢amur seklindeki bir materyalle doldurulmasi
gerekmekte veya kisiye Ozel materyaller gelistirimesi gerekmektedir. Poli-
metil-metakrilat ve kalsiyum fosfat tabali kemik dolgu materyalleri, enjekte
edilebilir olduklarindan kemik grefti olarak kullaniimaktadir. Ancak bu
materyaller ekzotermik polimerizasyon proseslerinden ve kisitli rejeneratif
potansiyellerinden dolayr gunumuz doku hasarlari igin yetersiz kalmaktadir
[6, 8-10]. Tedavi surecini kisaltarak sert dokularin tedavisine yeni bir boyut
kazandirmak, sert doku kayiplarini tamamlamak amaciyla bilim insanlari bu

yonde biyomalzemeler gelistirmek tUzere ¢alismaktadir.

Bu tez calismasinda, sert dokularla uyumlu, doku rejenarasyonunu artiran ve

boylelikle tedavi surecini kisaltan tedavilere yeni bir boyut kazandirmak, sert



doku kayiplarini tamamlamak amaciyla kitosan tabanli olarak farkli oranlarda
dogal maddeler kullanarak kompozit malzemeler olusturmak ve bunlarin sert
doku htcrelerindeki hicre sitotoksisitesini, hicre proliferasyonunu, alkalen
fosfataz aktivitesini, varsa hicre olimlerinin hangi yolla gergeklestigini, hticre
adezyonunun belirlenmesidir. Ozetlenecek olursa uretilecek olan doku
iskelesinin, sert dokularda biyo uyumlulugunun arastirilip potansiyel bir doku

grefti olup olmadiginin belirlenmesidir.



2. TEMEL BIiLGILER

2.1. Doku Muhendisligi

Doku muhendisligi; biyomUhendislik, materyal bilimleri ve tibbi bilimlerin
prensip ve metotlarina dayanan; hastallk veya travmatik olaylar
dogrultusunda gelisen doku fonksiyon kayiplarini gidermek tzere gelismis bir
bilim dahdir. Doku muhendisliginin temel amaci, defekt dokularin yerlerine
yerlestirilecek olan gesitli tipteki biyomateryaller ile ¢evre dokulara fiziksel ve
biyolojik olarak destek saglayacak bir ortam olusturmak ve dokunun veya
organin yerini alacak, onaracak, biyolojik aktivitesini artiracak bir temel

saglamaktir.

Doku muhendisligi igin Uretilen biyomateryaller stingerimsi doku iskelesi
formunda, membran, film veya sert dokulara destek verecek sekilde sert
formda  dretilebilir.  GUnimiuzde doku muhendisliginde kullanilan

biyomateryaller, genel olarak Ug¢ grupta incelenir [11]. Bunlar;

1. Sentetik (Polimerler, metaller, seramikler, kompozitler)
2. Dogal turevli olanlar (Doku turevli, bitki turevli)

3. Yari sentetik

2.1.1. Sentetik Biyomateryaller

2.1.1.1. Polimerler

Polimer biliminin 6zellikle 1950 yillardan bu yana hizla gelismesi, polimerlerin
medikal uygulamalarda da kullanimini mimkin kilmistir. Ozellikle viicut
uzerinde yuk binmeyen bdlgelerde kullanilan polimerler, islenebilmeleri diger
biyomateryallere gore daha kolay oldugundan yumusak dokularda tercih

edilir. Vaskuler protezler, kateterlerde, kontrollu ilag saliniminda, cilt ve



kikirdakta kullaniimaktadir. Modern biyopolimerler; sivi, film, jel formunda;

anti adezyon materyalleri dolgu materyalleri olarak kullaniimaktadir.

2.1.1.2. Metaller

Metaller, saf veya alasim olarak vicut igerisinde gl¢ gerektiren ortopedik
bdlgelerde tercih edilir. Tel, platin, vida, tim veya yarim eklemi destekleyecek
sekilde kullanilir. Implantin bélgesine gore paslanmaz gelik, saf titanyum,

titanyum alagimi veya kobalt tabanli alagimlar kullanilir.

2.1.1.3. Biyoseramikler

Biyoseramikler, genellikle sert ve kirilgandir. Yuk tGzerindeki bolgelerde tercih
edilirler. Bu yuzden dental restorasyonlarda ve ortopedik uygulamalarda
kullanilirlar. Toz formundaki seramikler ise kemik kavitesini dolduran kemik

¢imentosu olarak kullanilan uygulamalari mevcuttur [11].

2.1.1.4. Kompozitler

isminden de anlasilacagi gibi kompozitler, daha verimli biyomateryaller
uretmek amaciyla kombine edilen biyomateryallerdir. Sentetik, dogal veya

her ikisini de igerebilir. Bu ylizden ¢ok ¢esitli uygulamalari mevcuttur.

2.1.2. Dogal Turevli Biyomateryaller

Dogal turevli polimerler, biyolojik sistemlerde metabolik yolaklar tarafindan
taninir. Metabolizma tarafindan sindirilebilir. Bu sayede, molekuler dizeyde
dahi inflamatuar etki daha dusUktir. Bunun yani sira, bazi dogal

biyomateryaller, doku iyilesmesine ve entegrasyonuna katki saglayici



biyokimyasal sinyaller icerebilir. Ancak bunlarin tamaminin dezavantaji ise

dusuk sicakliklarda bile hizli degrede olmasidir [11].

Bazi dogal biyomateryaller ve 6rnekleri Tablo 2.1'de verilmigtir.

Tablo 2.1. Doku muhendisliginde kullanilan bazi dogal turevli biyomateryaller

. Aminoasit Ipek, Kollajen, Elastin,
Proteinler o o
zincirleri Fibrin
_ _ o Kitin ve turevleri,
Polisakkaritler Seker Zincirleri _ . _
glikozaminoglikanlar

1933 yilinda, fare timor hicrelerinin biyouyumlu bir polimer membran iginde
tavuk  embriyosunun karin  abdominal boslugunda yasatilabilirligi
gosterildiginde ilk doku muhendisliginin konsepti tanitiimis oldu [12]. Bundan
birka¢g yil sonra Chick ve arkadaslari neonatal rat kdkenli pankreatik B
lenfositlerini sentetik kapillar ve perflize olarak besi ortaminda kultire etmeyi
basarmiglardir. Bodylece insulin saliminin glukoz konsantrasyonundaki
degisimini izlemislerdir [13]. 1981 yilinda, Burke ve arkadaslari yanik tedavisi
icin kollajen doku iskeleriyle fibroblast hicreli yapay deri Uretmeyi basarmistir

ve halen klinik olarak kullaniimaktadir [14].

Doku iskelesi (scaffold), hlcreler ve cesitli biyolojik faktorlerle olusturulan
implante edilebilir veya enjekte edilebilir olmasi klinik agcidan son derece
onemlidir. Doku iskeleleri implantasyon bdlgesinin sekline ve pozisyonuna
gore 2 boyutlu (2D) veya 3 boyutlu (3D) olabilmektedir. 2 boyutlu doku
iskeleleri genellikle membran veya oOrtu seklinde kullanilirken 3 boyutlu
yapililar basta hucrelere mekanik destek saglarken, ¢cevre doku gelismeye
baslayip yerini yeni dokuya birakmaya basladiginda doku iskelesinin bu yeni
dokuyu engellememesi icin biyo degrede olabilir olmasi istenir. Doku
iskelesinin  porozitesi ise igerigine besin maddelerinin ve oksijen
difizyonunun gergek hicrelerin ekstrasellller matriksini taklit eder. Doku

iskeleleri cgesitli c¢apraz baglayicilarla baglanarak olusturuldugundan




implantasyon agsamasindan sonra vicut kimyasali veya enzimatik yollarla
pargalanabilir olmalidir [15]. Kemik doku muhendisliginde sentetik ve dogal
inorganik seramik materyaller ilgi gormektedir [16]. Bunun nedeni hidroksi
apatit ve trikalsiyum fosfat gibi bazi seramiklerin kemik dokusunun dogal
inorganik komponentlerine benzerligi ve osteokonduktif olma 6zelligidir [17].
Ancak bu seramikler tek baslarina kirilgan olduklarindan mekanik ozellikleri
kemige gobre zayiftir. Bu nedenle seramiklerin baska biyo malzemelerle
birlikte kombine edilmesi gerekmektedir [18]. Yalnizca seramikten yapiimis
doku iskelelerinden yumusak dokulara uygunlugu beklenmemelidir. Bu tarz
dokularin daha farkli hiacre bliyume faktorleri ve mekanik ozellik istekleri
farkh olacagindan biyo malzeme igerigi de farkl olmalidir [18]. Diger sentetik
ve dogal polimerlerle bu tarz uygulamalar igin c¢esitli kombinasyonlarda
polimerler olusturulabilir ve biyo uyumlulugu artiran gesitli destekleyici

maddeler ile biyo uyumlulugu geligtirilebilir.

2.2. Kemik lyilesmesi ve Kemik Rejenerasyonu

iskelet sistemi, stiphesiz viicuda destek sagdlayan en dnemli sistemdir. Tim
hayat boyunca surekli yenilenen iskelet sistemi, vicuda sekil verir ve
yurimeye olanak saglar. Bu sistemin ise en onemli parcalari kemiklerdir.
Dogasi geregi kemiklerin sert olmasi, olasi bir kaza veya yaralanma
durumunda lokal travma ile kirilabilmektedir. Bu tip lokal travmalarin
haricinde, osteoporoz ve osteopenya gibi sistemik dizensizlikler nedeniyle
kemik kayiplari olusabilir. Her iki durumda da, doku muhendisliginin amaci,
Klinik riskleri ve biyolojik sistemin tamamini g6z 6nune alarak minimum risk
ve maksimum verimlilikte tedavi veya rejenerasyon stratejileri

gelistirmektedir.

Gocukluk doneminde kemik yapimi, yikimindan daha hizhdir. Bu durum 20'li
yaslardan sonra tersine doner. ileriki yaslarda daha guiclii kemikler ve daha
az kemik sistemik kemik kaybi i¢cin, bu donemde yeteri kadar kalsiyum, D

vitamini alinmali ve egzersiz yapiimahdir [19].



Travmalar haricinde olugabilecek sistemik kemik rahatsizliklari Tablo 2.2.'de

verilmistir.

Olasi kemik travmalarinda olugsan kemik kiriklarinin onarim uzun bir

prosestir. Kemik iyilesmesinde 4 ana adim vardir. Bunlar;

1) Hematoma formasyonu

2) Mezensimal hucrelerin migrasyonu ve mitozu

3) Kikirdak formasyonu ve kikirdak ile kemigin yer degistirmesi
4) Sekillenme

Kemik kingi olusumunun hemen ardindan, travma bdlgesindeki damarlar bu
kirllmaya cevap olarak hematoma Uretir. Hematoma, bir ¢esit kan pihtisidir
ve bu pihti lokalize olarak; trombositlerin, I6kositlerin, makrofajlarin,
fibrinlerin, sitokinler ve ¢o6zunebilir biyolojik blyime faktdrleri gibi kan
urtnlerin bolgede yogunlagmasini saglar [20]. Bu kemik iyilesme fazi yikici
faz olarak tanimlanir ve 3 gun i¢inde sonlanir. Bu sure boyunca inflamasyon

ve lokal hipoksi gézlemlenir [20, 21].

Yikici fazi yapici faz takip eder ve travmadan yaklasik 3 gun sonra baslar.
Endotel hlcrelerinin gogu ve kapillar formasyonu ile yeni vaskuler formasyon
ile karakterize edilir. Yikici fazdaki lokal hipoksi, yeni kan damarlarinin
olusumunu tetikler. Bu olusum; mezensimal kok hucrelerin bolgede lokalize
olmasini saglar [20]. Lokal bdlgede yogunlasan mezensimal kok hucreler,
kondrositlere ve osteoblast hucrelerine farklilagir. Kondrositler kikirdak
matriks formasyonunda goérev alacak iken, osteoblastlar yeni kemik
yapiminda osteoklastlar ile beraber kemik sekillenmesinde rol oynar. Kemik
kirnginin iyilesme fazlarinda biyolojik maddelerin ve hlicrelerin géreceli olarak

zamana ve fazlara karsi olan degisimleri Sekil 2.1.'de verilmistir.



Tablo 2.2. Cesitli kemik hastaliklari sebep ve sonuglari [19]

Hastalik Sebepleri Sonucu Aciklama
' Kemik
Genetik, vicut o
- . I dansitesinin
Daguk kemik buyuklaga, Zayif ve L
o S normalden dusuk
dansitesi tetikleyici hastaliklar kirilgan
. . olmasidir. Ancak
(osteopenia) ve gevresel kemikler .
osteoporoz ile
kosullar[22] o
ayni degildir.
Yaslilk, kalsiyum Agri ve
Osteoporoz eksikligi, menapoz deformatik
[23] kemik
Vicutta yanlis
Osteogenesis _ Kirilgan kemik | kollajen sentezi
. Genetik [24]
imperfecta hastaligi sonucu ortaya
cikmaktadir.
_ Viral veya genetik | Zayif, sekilsiz )
Paget's kemik _ Nadiren kansere
kaynakli kemikler ve L
hastalig . donebilmekte
olabilmekte [25] agri
Uzun sureli steroid Kemige kan
tedavisi alkol Zamanla akisinin
Osteonekrosis tuketimi eklem kemik kaybi yavasladigi
hasarlari risk sonucu Kirik durumlarda
grubundadir meydana gelir
3 farkl ¢esidi
genellikle 19 yas
_ _ alti cocuklar ve
Kemik kanseri Agri

40 yas Uzerinde
gOrulmektedir
[26].




Kendiliginden rejenere olamayacak kadar buyuk kiriklarda, kemigin sanki
klguk bir kemikmis gibi davranip, kendi kendini hizli bir bigimde rejenere
etmesini saglamak, doku muihendisliginin ana hedeflerinden birisidir. Eger
kemigin kendi kendini iyilestirme prosesleri taklit edilip, bu prosesleri
hizlandirilacak yontemler gelistirilirse, hastalarin normal yasamlarina donme
sureleri bir hayli kisalacaktir. Kemik rejenerasyonu i¢in ginumuzdeki klinik
uygulamalar genellikle otogreftler ve allogreftler kullanilir. Bu uygulamalar
gelistirilerek kemigin dogasini bozmadan kemigin doku rejenerasyon
yetenegini, terapotik yapilari dizenleyerek rejenerasyonu hizlandirmaktir. Bu
yetenek biyolojik birgok sistem tarafindan yonetildigi igin mudahale edilmesi
kompleks bir sistemdir fakat bu sistemin igerigindeki ana proseslerde goérev
alan  biyolojik  maddeler, disaridan saglandiginda rejenerasyon

guclendirilebilir [20].

Naétrofiller

|T'crr't:~os't er Mzkrofajiar o —
) : ‘ | Osteoblastiar

. Jyogenssis
yoBuiuk Anjyogenes

Osteociastiar

T —

« | Kondrositier ‘
| g
inflamasyon | Proiferasyon I Yumusak kallus I Sert kallus
0-3 giin 3-7 gin 1-4 hafta 1-6 ay
Yikici faz Yapici faz
Durumlar:Hipoksik,asidotik, litik Normoksik, fizyolojik pH

Sekil 2.1. Kemik kirginin iyilesme fazinda biyolojik maddelerin goéreceli
yogunluklari [20]

Osteokonduktif greftler kendi Uzerlerindeki hlcre toplulugunun yaninda,
kemik rejenerasyonu ile olugacak olan hucrelerin adezyonu ve farklilagmasi

icin uygun Uretilmelidir. Uretim asamasinda kullanilacak olan kollajen gibi
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peptit bazli bilesenlerde hicre adezyonunu artiracaktir. Bunlarin yani sira
greft icine hapsedilen buyume faktorlerinin kontrolli olarak salinmasi, hucre
proliferasyonunu, dolayisiyla biyomateryal kalitesini artirir. Hlcre fenotipine
bagll olarak degisen bu biyolojik maddeler, doku rejenerasyonuna oldukc¢a
etkilidir. Bu biyolojik faktorlerin, kemik rejenerasyonundaki fazlara gore

goreceli miktarlar Sekil 2.2.'de belirtilmistir.

A1 lece]l |
poGF | LFGF | | TGF-B | [oroe
T < =
Goreceli 4 \ \. CcT
yogunluk 1/ /\ /, \ \
// “\\
/l/ N\ N
// B A \\
1)/ IL's h, - A
\ — S . Bazal
/1 / \
1/ R~ deger
1/ / EGF 45\ \\\
/ | | VEGF J' S e
4 L >
linflamatuvar I Proliferasyon I Yumusak kallus l Sert kallus
0-3 gin 3-7 giin 1-4 hafta 1-6ay
Yikici faz Yapici faz
IDurumlar:Hipoksik,asidotik, litik Normoksic,fizyolojik pH

Sekil 2.2. Kemik rejenerasyon prosesinde gorev alan biyolojik maddelerin
fazlara gore degisimleri [20]

2.3. Kemik Rejenerasyonunda Gorev Alan Biyolojik Buyiime Faktorleri:

Blyume faktorleri, 6zellikle doku greftlerinin verimliliinde olduk¢a 6neme
sahiptir. Doku greftinin yapisindaki biytime faktorlerinin kontrolli salinmasi,
greft igcerisindeki hlcrelere ve c¢evresindeki dokulara kargi uzun sdireli
hicresel ¢cogalma uyandirmasi beklenir. Bdylece rejenerasyon hizlanmis
olur. Bluyume faktorleri hlicre membrani Uzerindeki reseptdrlere baglanarak
hicresel fonksiyonlari cogalma veya farkhlasmaya tetikler. Dolayisiyla kemik

rejenerasyonundaki hucre c¢ogalmasi ve farkllasmasi saglanir. Kemik
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morfogenetik proteinleri (BMPs), trombositten tliremis buylime faktorleri
(PDGF), donisum bluyume faktort (TGF-B), insulin benzeri bayume faktoru
(IGF), fibroblast buylime faktora (FGF-2) bunlardan bazilaridir [27].

2.3.1. Trombositten Tiiremis Buyume Faktorleri: PDGF

Trombosit turevli biylme faktorlerinin temel goérevi yumusak dokularin
iyilesmesine yardimci olmaktir. Ancak bu blUyume faktorl, periodental
rejenerasyonda da denenmistir [27-29]. In-vitro ¢alismalarda PDGF,
periodental dokularda hicre populasyonunu; sementoblastlarin DNA
sentezini arttirci ve osteopontin ekspresyonunu dlzenleyici etkileri

gostermistir [27, 30].

Yamano ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, MC3T3-E1 hicrelerinin
kullanildigi in-vitro testlerde hucrelerin alkalen fosfataz enzim aktivitelerinin
kontrol gruplarina gore daha ylksek oldugu, hicre proliferasyonunda ise
%20 ile %35 arasinda artis oldugu tespit edilmistir [31]. Ayni ¢alismanin in-
vivo testlerinde ise Lewis ratlarinda PDGF'in yeni kemik hacmini ve kemik

dansitesini artirdigi gézlenmistir [31].

2.3.2. Kemik Morfogenetik Proteinler: BMPs

BMP'ler TGF-3 super familyasinin tyesidir ve oldukca etkili osteoinduktif etki
gOsterirler. Pluripotent hicrelere birincil sinyal gdndererek, mineral depolayan
osteoblastlara dontusmesini tetikler [32]. BMP ayrica kemotaksis, farklilagsma
ve kemik hucrelerini mitozunda da énemli rol oynar. FDA tarafindan da
onaylanan bu biyolojik blylime faktérl, ticari olarak uzun kemik

kirilmalarinda kollajen ile beraber tedavi amagli kullaniimaktadir.
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2.3.3. Donusum Buyume Faktoru 3: TGF-

Doéndsim buyume faktéri B, yarasiz cilt iyilesmesinde rol oynayan bir
sitokindir [33, 34]. Bu yuzden TGF-B'nin diger dokularda da dokularin tamir
mekanizmasinda etkisi olacagi duasunulmustir. Yapilan in-vitro ve in-vivo
calismalar TGF-f'nin kemik rejenerasyonuna olan etkilerini ortaya
koymustur. Farshid Sefat ve arkadaslarinin yaptigi in-vitro galismada MG63
insan kemik hicrelerinin; TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 ile desteklendiklerinde ilk
10-15 saatleri arasindaki proliferasyon orani kontrol grubuna gore oldukga
fazladir [33].

2.3.4. insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF)

Insllin benzeri biyime faktérinin insan metabolizmasindaki yeri oldukca
farkhdir. Kan icerisindeki orani dustiginde 6zellikle yasli bireylerde sakatlik
veya Olumcul sonuglar dogurabilir. Birincil olarak karacigerde uretilen bu

baylume faktora vicudun diger boélimlerinde de Uretilmektedir.

IGF'lerin kemik mineral dansitesine olan etkileri ile ilgili birgok calisma
mevcuttur. IGF oranindaki dusus, ayni zamanda yasa bagl olarak kemik
mineral dansitesinde dususe sebep olmaktadir. GH/IGF orani kemik baylime
regulasyonunu ayarlayarak osteoblast farklilasmasini saglar. Kondrosit
proliferasyonunu uyarir. Kemik kultdrlerinde dolayli olarak kemik

resorpsiyonunu uyarici etki gosterir [35].

2.3.5. Fibroblast Bliyime Faktoru

Fibroblast buyume faktorleri ise kemik defekti olustugunda 3 haftaya kadar
yara iyilesme bolgesinde yodun bir bicimde birden c¢ok aktivite gdsterir.

Bunlardan birisi endotel hlcrelerinin gogu ve anjiyogenesistir. Kemik yapimi
fazinda kondrosit hicrelerinin hareketi ve proliferasyonuna yardimci olur [20].
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2.4. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler hayvan tlrevli olmadigindan dolayr genellikle
immunojeniteleri dusuktlr. Poroziteleri gaz ve besin alig verisi igin
ayarlanabilmektedir. Buna ek olarak sentetik doku iskelelerinin degredasyon
hizi, kullanilan polimerin molekdl agirhgina, ko-polimer oranina ve molekulin
dallanma sekline baghdir [36]. Bu 6zellikler ise kontrol edilebildiginden dolayi
doku iskelesinin degredasyon hizi, tedavi amacina bagli olarak ayarlanabilir.

Doku muhendisligindeki doku iskelesi uygulamalarinda sentetik degrede
olabilen biyomateryaller olarak; poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLLA),
polilaktikoglikolik asit (PLGA) gibi polimerler kullaniimaktadir [18]. Bu

polimerlerin glinimuzdeki kullanim alanlari Tablo 2.3.'de 6zetlenmistir.

2.5. Dogal Polimerler

Protein ve karbohidratlardan turetilen dogal polimerler birgok dokularin
bayumesini hizlandirmak amaciyla kullaniimaktadir. Doku muhendisliginde
en populer ve yaygin olan dogal polimer ise kollajendir [18]. Bunun digsinda
bircok polisakkarit formundaki dogal polimerler doku muhendisliginde
arastinimaktadir. Bu dogal polimerler genellikle ekstraseliler matriks
kompozisyonunu desteklemek amaciyla kullanilir [36]. Dogal polimerler tek
baslarina kullanildiklarinda, degredasyon hizlari yuksek oldugundan hasarli
veya iyilesme fazinda olan dokularda verimleri kisa surelidir. Bu ylzden
dogal polimerlerin uzun sureli hizmet sunabilmesi i¢in ¢esitli proseslere tabii

tutulurlar.

14



Tablo 2.3. Bazi sentetik

polimerler kullanim alanlari ve ticari Uranleri [37]

Polimer

Uygulama Alani

Uriin

Poly (L-laktid)

Ortopedik cerrahi,Oral
ve maksillofasiyel

cerrahi

FixSorb system

Poly (L-lactide-co-D,L-
lactide) 70/30

Ortopedik cerrahi,Oral
ve maksillofasiyel

cerrahi

Resorpin,Leadfix
MacroSor

System,Polypin

Poly (L-lactide-co-
glycolide) 10/90

Cerrahi

Vicryl Suture,Vicry
Mesh

Polyglycolide

Ortopedik Cerrahi

Biofix

Poly (D,L-lactide)

Poly (D,L-lactide-Co-
glycolide) 85/15

Poly (D,L-lactide-Co-
glycolide) 75/25

Poly(D,L-lactide-Co-
glycolide) 50/50

Polycaprolactone

llag aktarimi

Capranor

Polyorthoester

Polyanhydrides

Hayvan muayeneleri

2.6. Konvansiyonel Doku iskelesi Hazirlama Teknikleri

Yillardir doku muhendisligi icin c¢alisan bilim insanlari dodal ve sentetik
polimerlerden porlu doku iskelesi yapisi hazirlamak igin birgok teknik
geligtirmigtir. Bu teknikler olusturulmak istenilen doku iskelesinin fiziksel

Ozelliklerine gore degisiklik gostermektedir.
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Doku iskeleleri implantasyon yapilacak olan bdlgenin o6zelliklerine gore
iskelenin gekli ve Olguleri, yuzey modifikasyonlari, porozite kontrolu, por

duvari kalinhgi gibi 6zellikleri goz 6nunde bulundurularak hazirlanir.

Gunumuzde bu Ozelliklere gore gesitli doku iskelesi hazirlama yontemleri
gelismigtir. Bunlardan bir kagl dondurarak kurutma, membran laminasyonu,
faz ayrimi, elektro edirme (elektrospining), 3 boyutlu mikro plotting, hizh
prototipleme, mikropaterning, melt molding, fiber baglama, ¢ézicl dékimu-
parcacik uzaklastirma, gaz kopuklestirme gibi metotlar bulunmaktadir. Bu
metotlarla doku iskelesi fiber, porlu yapilar, kryojel, hidrojel ve membran
yapisinda elde edilebilir. Her bir metotun avantajlar ve dezavantajlari Tablo

2.4.'te 0zetlenmistir.

2.6.1. Dondurarak Kurutma Metotu

Dondurarak kurutma genellikle ¢ boyutlu doku iskelelerinin Uretiminde
kullanilan bir yontemdir. Biyomalzemeler uygun g¢oézlculeri i¢cinde ¢ozullp
gerekli gapraz baglayicilarla baglandiktan sonra bu metot uygulanir. Bu
sayede porlu polimerik doku iskeleleri ve matrisleri Uretilir [38]. Temel olarak
dondurma ve kurutma asamalari vardir. Prensip olarak kati hale gecgirme
(dondurma) ve dusuk basingta gaz formuna gecirmesine dayanir. Birgok
liyofilizasyon prosesi desorpsiyon kurutmasiyla tamamlanir. Bu iglem uzun
zaman alan bir prosestir. Doku muhendisliginde kullanilacak matrisler kitosan
jelatin gibi dogal polimerlerin dondurarak kurutma teknigiyle birlikte doku

iskelesi haline getirilir [38].
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Tablo 2.4.Bazi

doku

iskelesi

dezavantajlari [39]

hazirlama yodntemlerinin avantajlari ve

Metot Avantajlari Dezavantajlari
Yuksek sicakliga L
Dondurarak _ _ Kuguk por boyutlari ve
dayanabilmesi ve o
kurutma uzun proses suresi

filtreleme gerektirmemesi

¢6zucu dokumu-
parcacik
uzaklastirma

metotu

Porositenin kontrol altinda
olmasi ve kristal yapida

olmasi

Sinirh mekanik 6zellik,
artik ¢dzucu ve porojen

malzeme

Fiber Baglama

metotu

Hucre adezyonu igin

yuksek yuzey alani

Yapisal kararsizlik

Faz ayrimi metotu

Molekdul aktivitesinin

Yapisal morfolojinin

stabilitesi kontrol edilememesi
Membran 3-Boyutlu doku iskelesi Mekanik mukavemetin
laminasyonu Uretimine elverigli dusuklaga
Porositenin, por Limitli mekanik
Elektro spining bayudklagunun ve fiber mukavemet, por
metotu kalinhiginin kontrol altinda bayUkligunun fiber

olmasi

kalinligini dusurmesi

Gaz kopuklestirme

Agir solvent icermemesi,
porosite ve por
blyUkligunun kontrol

edilebilmesi

Limitli mekanik dayanim,
yetersiz porlar arasi

etkilesim

2.6.2. Cozucu Dokumii-Parcacik Uzaklastirma Metotu

Bu metot doku muhendisliginde 2 boyutlu doku iskelesi Uretiminde yaygin

olarak kullaniimaktadir. Polimer uygun ¢6zlcuisu iginde ¢dzduruldukten sonra

¢Ozeltinin icine seker, inorganik tuz, parafin gibi porojen maddeler ilave edilir

[40]. Ardindan yatay bir ylzeyde ¢6zicu ugurulur. Sonug olarak polimer-
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porojenden igeriginde bir membran seklinde kati polimerik yapi elde edilir. Bu
yap! porojen g¢ozuculerle etkilestirildiginde porojenler yapidan uzaklasir ve

geriye kalan kisim gbézenekli singerimsi yapi meydana gelir [41].

2.6.3. Fiber Baglama Metotu

Bu metot fiber aglarinin birbirine baglanmasi prensibine dayanir. Mikos ve
arkadaglar tarafindan ortaya atilmis bir tekniktir [41, 42]. Kisaca PGA
fiberleri sekillendiriimek istendigi gibi dizilerek PLLA-Metilen klorid
solisyonuyla muamele edilir. Solventin ugurulmasindan sonra, kompozitin
sicakligi her iki bilegenin erime sicakliginin tzerine ¢ikartilip geri sogutulur.
Daha sonra PLLA uygun c¢oOzucuyle g¢ozulerek uzaklastiriir. Kalan PGA
fiberleri capraz baglanti noktalarindan fiziksel olarak baglanmis olur. Ancak

bu metotla porozite kontrolli pek de mimkuin degildir [43].

2.6.4 Faz Ayrimi Metotu

Polimerin dusik sicakliklarda eriyik fenol, naftalin veya dioksan gibi
¢Ozuculerde ¢ozunur. Sivi-sivi veya kati-sivi faz ayrimi solisyon 1sisi
dusurulerek induklenir. Daha sonra katilasmis solventge zengin faz
sublimlegtirilerek uzaklastiriilmasiyla porlu polimer doku iskelesi ortaya ¢ikar.
Bu metotun 6énemli bir avantaji ise matriks icerisinde biyoaktif molekdillerin
aktivitelerinde disus olmadan doku iskelesiyle etkilesebilmeleridir [44]. Bu
metotun optimizasyonu iyi yapilmalidir ginkd parametrelerde yapilan ufak bir
degisiklik bile polimer tipini, polimer konsantrasyonunu, termal dayanimini,

por morfolojisini ve sayisini dnemli élgtide degdistirmektedir [44].
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2.6.5. Membran Laminasyonu

Membran laminasyon metotu hizli prototipleme alanindaki lamine obje
uretimi ile benzerlik gosterir. Bilgisayar cizimiyle olusturulan modelleme 3
boyutlu hareket eden bir numune isleyiciyle iskeleye donasturular. Yuksek
porlu doku iskeleri igin, PLLA veya PLGA membranlari ¢6ztctu dokumu ve
parcacik uzaklastirma teknigi kullanilarak uretildikten sonra membranlar
kloroformlar kaplanarak birbirine baglanir. Boylece 3 boyutlu doku iskelesi

yapilari elde etmek mumkundur [44].

2.6.6. Elektro Spining Metotu

Elektro spining teknigi doku iskelelerinin sentezlenirken elektro statik gug
kullanilarak mikro ve nano Olcekte doku iskeleleri sentezinde kullanilir. Bu
metot ile 2 boyutlu membranlar Uretilir. Bir siringa icine hazirlanan polimer
solUsyonu dakikada 15 pL gibi bir akisa ayarlanir. Siringanin igne metal
ucunun yaklasik 15-20 santimetrelik uzagina ise tabani bakir levha kaph bir
hedef tahtasi yerlestirilir. igne uc ile bakir hedef tahtasi bir giic kaynagdina
baglanir. Gug¢ kaynagiyla 10000 ile 20000 Volt arasinda 10 mA altinda bir
akim verilir. Bdylece siringadan c¢ikan malzeme karsidaki bakir levhaya
elektrik akimininda yardimiyla aktarilarak 2 boyutlu yuksek sayili ve kiguk
porlu bir membran Uretilebilir. Elektro spining metotunun sematik olarak Sekil

2.3.'te goOsterilmigtir.

2.6.7. Gaz Kopuklestirme

Bu metotla yuksek basingli enjeksiyonlama sistemiyle uretilmis olan 3 boyutlu
polimer yapilari uzun sureli yuksek basingl karbondioksite maruz birakilir.
Baoylelikle karbondioksitin polimerle etkilesmis yuzeylerinde kapali porlar
meydana gelir. Bu yontem polimerlerin porozitesini artirmanin yaninda kapali

porlar olusturdugu icin polimer igindeki akim sinirlanir. Bu yuzden bu metot
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farkh metotlarla birlikte kullanilarak polimer sentezinde destekleyici olarak
kullanilan bir metottur [45].

Numune
Toplayici tabla

\ Tabla
Rotasyonu

Polimer
l Nozzle
CdJ OO0
Enjektér pompasi \ d
_I; ;
Yiiksek gerilim Fiberler
~10-40 kV

Sekil 2.3. Elektrospining metotu [46]

2.6.8. Capraz Baglama

Capraz baglama biyo degrede olabilir polimer doku iskeleleri igin oldukc¢a
onemli bir kimyasal ve/veya fiziksel bir modifikasyondur. Cinki doku
iskelelerinin implantasyon asamasindan sonra degrede olma surelerinin
uygun olmasi gerekmektedir. Eger doku iskelesi defekt bdlgesi daha
iyilesmeden degrede olursa bu doku muhendisligi ¢alismasinin basarisiz
oldugu anlamina gelir. Eger doku iskelesi yikilmasi ge¢ olursa hicreler arasi
matriksi engelleyebilir buda yeni hulcreler igin ¢ogalmay! yavaslatir. Bu
yuzden hazirlanacak olan doku iskelesinin gapraz baglayicisi implantasyon
bdlgesine uygun olarak secilmeli ve uygun oranlarda uygun tekniklerle
kullanilmalidir. Piyasada birgok farkli ¢apraz baglayici ajanlar mevcuttur.
Bunlara ornek verilecek olursa gluteraldehit, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimide (EDC veya EDAC) ve N-hidroksisuksimid (NHS) polimerin
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capraz baglanmasinda kullanilan bazi ajanlardir. Bu ¢apraz baglayicilarin

sematik olarak Sekil 2.4.'te gosterilmistir.

Capraz Baglayici Ajan Kimyasal Yapisi

Gluteraldehit

Genipin

N-hidroksisuksimid

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimide (Edac veya EDC)

Sekil 2.4. Capraz baglayici ajanlar [3]

Gluteraldehit serbest halde amin gruplarina sahip bir ¢apraz baglayicidir ve
kollajen tabanli biyomateryal Uretiminde en ¢ok kullanilan ¢capraz baglayicidir
[47-50]. En buyuk avantaji, proses surecinin ¢ok kisa surmesidir. Bunun
yaninda kitosan ve kollajen gibi molekullerini biyomateryal yapisi olusturacak
kadar siki baglayabilme yetenegidir [51]. Gluteraldehit ile kitosanin kimyasal

capraz baglanma prosesi Sekil 2.5." te gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Kitosan'in gluteraldehit ile gapraz baglanmasi [52]

EDC ve NHS gibi amid tipindeki ¢apraz baglayici ajanlar duglk toksisite

gosterdikleri gibi diger ¢capraz baglayicilarla uyum gosterirler.

Genipin ilk olarak Meksika ve Guney Amerikada yetisen Genipa americana
bitkisinden izole edilmigtir [53]. Geleneksel tibbi tedavi yontemlerinde
Gardena jasminoides ekstratlari yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu
organizmanin geniposid ihtiva eder ve intestinal bakterileri sayesinde
enzimatik olarak genipine hidrolize edilir. Genipinin farmakolojik etkileri goze
carpmaktadir. Yiyecek ve boya endustrisinde kullaniimaktadir [53]. Bunlara
ek olarak genipinin anti-inflamatuar ve anti anjiyogenesis ajanlarina karsi
oldukca etkili oldugu, lipit peroksidasyonunu ve nitrik asit dretimini
baskiladigi, hipokampal noéronlarini Alzheimer amloid beta proteininden
korudugu saptanmistir [53, 54]. Bunun vyani sira genipin, doku

muhendisliginde capraz baglayici ajan olarak da kullaniimaktadir. Kitosan
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gibi biyo polimerlerin ¢apraz baglanmasinda, doku iskeleti aygitlarinin
sentezlenmesinde genipinden faydalanilir. Genipinin kitosani ¢apraz

baglama reaksiyonu Sekil 2.6.'da gdsterilmistir [53].

NH, OH
Bplroxs
O HO OH

OH
H
chitosan O NH OH
_0 O
(@) HO
OH NH»

Sekil 2.6. Genipinin kitosani ¢apraz baglama reaksiyonu [53]

2.7. Biyomateryal Tipleri

2.7.1. Kitosan

Kitosan, 1859 yilinda ilk kez Rouget tarafindan derisik potasyum hidroksit
¢cOzeltisinde kitinin 1sitiimasi sonucu bulunmustur. N-asetil-D-glukozaminden
olusan kitosani sellloza benzer bir yapiya sahiptir. Yuksek sicaklikta alkali
kosullarda dogrusal davranig gosterir. Farkli deasetile derecelerinde uretilmis
formlari mevcuttur. Kitosan biyo uyumlulugu ylksek, hemostatik, fungistatik,
anti-mikrobiyal, memeli hdcrelerini baglama yetenedi olan ve kemik
formasyonunu hizlandiran bir polimer oldugundan yara iyilesmesi, yara
ortusu, diyaliz membran, kontak lens, anti-tumor, ilag tasiyici sistemler ve
kontrolliU salim sistemlerinde sikga tercih edilmektedir [4]. De-asetilasyon
derecesine bagh olarak kitosanda %5 ile %8 (w/v) arasinda azot bulunur [4].
Reaktif amino gruplarina sahip olan kitosan, amin baglayici ajanlarla
modifikasyona agik bir polimerdir. Bu kimyasal yapi, kitosana diger polimerler

ile gapraz baglanilabilirlik ve hiicre adezyonunu artirici 6zellik sunar. Kitin,
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kitosana gore daha inerttir. Bu yluzden tercih edilmez. Kitin, kitosan ve

selllozun kimyasal sematik sekilleri Sekil 2.7.'de verilmistir.

OH OH
= =
cC=0 C=0

CH4 CH4

-OH ~OH OH
(M2 NH NH

Kitosan

_OH _OH OH
0 'v/ > «
HO mqm,o
OH OH

Sekil 2.7. Kitin, kitosan ve selllozun kimyasal yapilari [55]

Kitosanin piyasada duslik, orta ve yuksek molekil agirlikli  formlari
bulunmaktadir. Asidik ortamda c¢6zunen kitosan genellikle ¢ok dusuk
konsantrasyondaki formik asit, sitrik asit ve asetik asit igerisinde
¢ozduralurler. Kitosanin iki 6nemli avantaji mevcuttur. Bunlardan ilki
icerigindeki serbest amin gruplarindan dolayi pozitif yUkli bir polimerdir.
Digeri ise ¢ogu kitosan Uranuntn molekdl agirliginin fazla olmasidir ki bu da
vucut ylzeyine nufusu kolaylastirir. Ucuz maliyetli olmalari ve hyaluronik asit
gibi diger polisakkaritler ile birlikte kullanima elverigli olmasi sayesinde
piyasadaki nemlendirici krem, losyon, oje, tirnak kaplamasi, ruj , far, banyo
urinlerinde; dermatolojik yaslanma karsiti ve kirigik karsiti Urlnlerde de
kullaniimaktadir [4].
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Kitosan doku muhendisligi ¢calismalarinda yara ortusd, ilag tasiyici sistemler
ve defekt sonucu olusan bosluklarin doldurulmasinda implant gorevi
gormektedir. Kitosan diger polimerlerle karsilastirilacak olursa, poli katyonik
dogasi sayesinde kitosan doku muhendisliginin ilerlemesinde 6nemli bir rol
ustlenmistir. Kitosanin bu 0zelligi hucreleri polimerin Uzerine c¢ekerek
aktivitelerini artirdig1 goézlemlenmigtir. Yapilan ¢alismalarla bu 6zelligin ylizde

deasetilasyon derecesiyle ilgili oldugu tespit edilmistir.

2000 yihnda Prasitsilp ve arkadaslarn farkli kaynaklardan elde edilen
kitosanin asetilasyon derecesinin in-vitro kosullarda hicreler Uzerine etkisini
incelemislerdir [56]. Iki farkli kaynaktan elde edilen kitosan 4 farkli
substratiyla 10 farkli deasetilasyon derecesinde denenmis ve sonug¢ olarak
yuksek asetilasyon derecesine sahip kitosanin hucreler i¢in daha tutunulabilir

oldugunu ortaya koymustur [56].

Kitosan, doku muahendisligi c¢alismalarinda diger materyaller ile uyum
icerisindedir. Poli-glikolik asit/kitosan kompleksinde, poli-
laktid/kitosan/heparin  kompleksinde, kitosan/tioglikolik (CH/TGA) asit
konjugatiyla olan komplekslerinin de hiicre adezyonunu artirdigi
g6zlemlenmistir [57-59].

Kitosanin ayrica yara iyilesmesi ve yara Ortusli kullaniminda iyilesme
prosesini hizlandirdidi goézlenmistir. Rejenere kitin fiberleri, dokuma olmayan
matlar, sungerimsi iskeleler ve filmler yara iyilesmesini %30'a kadar
hizlandirmistir.  Kitin  ayrica normal biyomedikal materyal olarak
kullaniimaktadir. Kitin veya kitosanla kaplanmis standart ipek veya dikis
ipliklileri, tamami kitin fibrinlerinden olugsan vyapilara ¢ok yakin etki
gOstermigtir [60, 61]. Kitin kapli cerrahi gazli bez ise kaplamasiz kontrol
grubuna gbére hicre iyilesme aktivitesinde oldukca olumlu aktivite

gOstermigtir.
Kitosan yara iyilesmesinde kullaniimak Uzere sert, su emici biyouyumlu

filmler olarak tasarlanabilir. Bu filmler yanik yarasina direk olarak

uygulanabilir. Kitosanin yanik yarasindaki baska bir avantaji ise mukemmel
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oksijen transfer yetenegidir. Yanik yarasinin oksijen ihtiyacinin fazla
olmasindan dolayi 6nemlidir. Bunun yani sira kitosan suyu emebilen ve vicut
icerisinde ekstraselliler enzimlerle dogal olarak biyo degrede olabildigi igin
uygulama sonrasinda vlcuttan c¢ikarilmasi gerekmez. Cogu yanik
yaralanmalarinda yanik igin uygulanan materyali gikartmak yara bolgesine

oldukca zarar vermektedir [61].

Kopeklerin abdominal yuzeylerinde ameliyat nesteriyle olusmus yaralarda ve
deri alti dokularinda kitosan ve tuz ¢ozeltisiyle tedavide fibroblastik iyilesme
saglandigr bildirilmistir [62]. Yapay deri tasarimi, uzun sureli kronik
yaralanmalardaki uygulamalari neodermal doku sentezi igin biyo degrede
olabilir bir doku mahendisligi Grintdur [56]. Bu da kitosan polisakkaritlerinin
yapisal karakteristik Ozelliklerinin glikoz amino glikanlarla karsilastinidiginda
deri onarimina zemin hazirladigini gosterir [63, 64]. Gunumuzde halen daha
arastirmalar kitosandan yapilan malzemelerle plastik cerrahi teknikleri

uzerine yogunlagmaktadir.

Dogal polisakkaritlerin ilag salimi igin tasarimlari da mevcuttur [65, 66].

2.7.2. Kollajen

Kollajen vicut icerisinde en c¢ok bulunan proteindir. Genellikle badglayici
dokularda bulunur. Uzun, sert ve 3 adet polipeptit zincirinin birbirine
baglanmasiyla olusur. Bu Uglu polipeptit zincir yapisi alfa-heliks olarak
adlandirir ve birbirlerine hidrojen baglariyla baghdirlar [67]. Vicudun her
yerinde bulunabilir ancak vyapilart bulunduklari yere goére farkllik
gOsterebilmektedir. Bazi kollajen tipleri ve vucutta bulunduklar yerler Tablo

2.5."te verilmisgtir.
Kollajenin fibril yapisindan dolayi gerilme kuvvetine dayaniklidir. Vicutta

daha ¢ok hareketli ve gerilme kuvvetinin oldugu yerlerde bulunur. Vucuttaki
bulunus yerlerine gore fibril dizilimleri degiskenlik gosterir. Ornegin derideki
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kollajen fibrilleri her yonden olusabilecek gerilme kuvvetine dayanikliyken,
tendon ve ligamentlerde bulunan kollajen fibrilleri tek dogrultudaki gerilme
dayaniklidir [68].

Tablo 2.5. Kollajenin vucut icerisinde bulunduklar yerler

Kollajen Tipi Bulundugu Bolge

Kollajen tip | Kemik, deri, kas, kornea, damar
ceperleri

Kollajen tip Il Verteberal disk, hiyalin kikirdak

Kollajen tip 11l Fetal deri, kan damarlari

Kollajen tip IV Temel membranlarda ve kasta

Kollajen tip 11X Epitel alti yassi tabakalarda

Kollajen tip I1X Kikirdak

Kollajen tip XII Tendon ve ligamentler

Diger proteinlerle karsilastirildiginda kollajen  antikorlara  baglanma
yeteneginden dolayl daha zayif immunojenik bir molekuldir [69]. Cooperman
ve Michael'in yaptigi klinik arastirmalar bovin tipindeki kollajenlerin

populasyonda %2-4 alerjik etki yaptigini gostermektedir [70].

Kollajen; dusuk antijenitesi, dusuk inflamatuar etkisi ve dusuk toksisitesinden
dolayl doku iskelesi uretiminde tercih edilen dogal bir materyaldir. Son
yillarda, kollajen bazli biyomateryal alaninda birgok yenilikler ortaya
cikmaktadir. Kemik rejenarasyonunda enjekte edilebilir halde kollajen doku
iskelelerinden Uretim ve c¢apraz baglama konusunda birgcok metot
gelistiriimigtir. Kollajen tabanli biyomateryaller formlari ve cesitlerine gore
avantajlari  degisiklik  gostermektedir. Bazi  kollajen  biyomateryal

uygulamalarinin avantajlari ve uygulama alanlari Tablo 2.6.'da verilmigtir.
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Tablo 2.6. Bazi kollajen formlarinin avantajlari ve 6rnek uygulamalar [67]

Doku Tabanh Kollajen Saflastinimig Kollajen
Dusuk immunite Dusuk immunite
Devamli kararhlik Kontrolld turnover
' Hucre matriks Hucre matriks
Avantajlar . . . .
interaksiyonu interaksiyonu
Mekanik gu¢ Trombosit interaksiyonu
Fibril reformasyonu
. Kalp kapakgiklari Enjekte edilebilir kollajen
Ornek
Damar stentleri Yanik ortusu
Uygulamalar
Yara ortusu

2.7.3. Trombosit¢e Zengin Plazma (TZP)

Trombositce zengin plazma (TZP); kan plazmasinin  trombosit
konsantrasyonu yiiksek olan dusik hacimdeki bolimuadur. Igerigindeki
trombositten tiremis buylime faktor (PDGF), degisken buyime faktort (TGF-
B) ve insulin buylime faktoért (IGF-1) gibi fibrinler, fibronektinler ve vitronektin
proteinleri sayesinde hucre adezyonunun artiriimasi ve kemik formasyonu,
baglayici doku ve epitelyum icin matriks gibi davranir [71, 72]. TZP'nin kan
plazmasi icerisindeki bolimu Sekil 2.8.'de gdsterilmistir. Bunlarin yani sira
trombositlerin doku rejenerasyonunda onemli gérev alir. Bir doku veya
vaskuler yaralanmanin ardindan trombositler aktif hale gelir ve ¢okelli
olustururlar. Trombositlerin bu hareketi proteinlerin sekresyonuna ve diger
biyolojik aktif molekullerin tetiklenmesiyle doku iyilesme prosessinin dolayl
yoldan tetiklenmesini saglar [73]. Teorik olarak trombosit¢ce zengin plazmanin
da bu prosesi hizlandiracagi dusunulmektedir. Klinik gdézlemlemeler
sonucunda TZP'nin hicre proliferasyonunu indukledigi ve anti-inflamatuar

karakteristiginin oldugu sonucuna ulasiimigtir [73]. TZP'nin ayrica in-vitro
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kosullarda birgok mikroorganizmaya karsi anti-mikrobiyal aktivite gosterdigi

yapilan ¢caligmada gosterilmigtir [74, 75].

In-vitro hucre kulturt deneylerinde TZP, tipki klinik uygulamalardaki gibi
hicre  proliferasyonunu  artirmaktadir. TZP ile kombine edilen
biyomateryallerde ise TZP'nin biyomateryal Uzerine adezyonunu artirdigi

gOsterilmigtir [76].

Yong Wen ve arkadaslarinin yaptigi bir in-vitro calismada ise gobek
kordonundan izole edilmis mezengimal kdk hdcreler, kemik dokusu igin aday
hiacrelerdir. Bu hicreler tek tabanli hucre kultlrlerinde yuksek hizda
proliferasyon gosterdiklerinden dolayr kemik doku rejenerasyonunda
kullanilabilme potansiyeli ylksektir [77, 78]. Bu hucreler ile TZP'nin kombine
edildiginde bu hucrelerin proliferasyonunun daha da arttigini gostermistir
[79].

Long Bi ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise, trikalsiyum fosfat/kitosan
ile hazirlanmig doku iskelesi, otolog TZP ile desteklenerek biyo malzemenin
kemik rejenerasyonu Uzerine etkileri in-vitro ve in-vivo olarak incelenmigtir.
Yapilan g¢alismada, in-vitro kosullarda, kegilerin kemik iliginden izole edilmis
mezengimal kOk hucrelerin proliferasyonlart 7 gun boyunca incelenmistir.
Trikalsiyum fosfat/kitosan ve TZP ile hazirlanmis doku iskelelerinde, TZP'siz
ve yalnizca kitosan ile hazirlanmis doku iskelelerine kiyasla yaklagik iki kati
kadar daha fazla hicre sayisina sahip oldugu ortaya cikmistir. Bu veriler
ayrica alkalen fosfataz enzim aktivitesi calismasiyla desteklenmistir. Ayni
calismada in-vivo kosullarda ise, TZP iceren grupta, TZP icermeyen ve bos
gruba gore, yeni kemik olusumu ve biyomalzemenin degredasyonu en
fazladir [80].
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Sekil 2.8. insan kaninin anti koagulant iceren tiipe alinip santrifiij edildikten
sonra olusan fragmentleri [73]

2.7.4. Hyaluronik Asit

Hyaluronik asit (HA), tUm yasayan organizmalarda bulunan ve ekstraseluler
boslukta yer alan diz zincir polisakkaritlerden olusan glikozaminoglikan
ailesinin bir Gyesidir [81]. ik olarak 1934 yilinda Karl Meyer tarafindan sigir
g6z ici sivisinda saflastirimistir. Su igerisine atildiginda hyaloid bir yapinin
sistigini gordugu icin buna hyaluronik asit adini vermistir [82]. 1950'li yillarda
ise Meyer ve arkadaslan (-1,4-linked D-glucuronic acid ve -1,3-linked N-
acetyl-D-glucosamine dissakkarit birimlerinin tekrar etmesiyle olusan lineer
bir polisakkarit oldugunu kesfetmiglerdir. Hyaluronik asitin kimyasal yapisi

Sekil 2.9.'da gosterilmigtir.
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Sekil 2.9. Hyaluronan: basit bir polisakkarit olan hyaluronik asitin bazi
biyolojik fonksiyonlari [82]

Diger glikozaminoglikanlar golgi aygitinda sentezlenirken Hyaluronik asit
Ozellesmis membran proteinleri olan Hyaluronik asit sentetazlar (HAS)
tarafindan plazma membraninda sentezlenir [82]. Memeli tlrlerinde 3 farkh
HAS izoenzimleri tanimlanmigtir: HAS1, HAS2 ve HAS3. Bu enzimlerin her
biri Uridin difosfat glukoz (UDP) sekerleri igin iki farkli baglanma bdlgelerine
sahiptir. HAS1 ve HAS2 yiksek boyutlu HA Uretiminde goérev alirken (2000
kDA'a kadar) HAS3 duslk boyutlu HA Uretiminde (100-1000 kDA) gorev alir
[82]. Hyaluronik asit ayrica insan eklemlerine kayganlik ve yumusaklik
saglayan 0Ozel bir proteindir. Yumusak baglayici dokularda ve goézu
cevreleyen sivida yuksek konsantrasyonda bulunmaktadir [83]. Ayni
zamanda cilt dokusu igerisinde de bir miktar bulunmaktadir [84]. Diger
maddelere gore hyaluronik asitin su tutma kapasitesinin yuksek olmasi, ciltte
ve bag dokularinda purtzsuzligin ve yumusakligin essiz derecede olmasini
saglar. Yapisal ve biyolojik doku uyumlulugu sayesinde hucresel
sinyalizasyon, yara onarimi, morfogenezis ve matriks organizasyonuna
aracilik eder [81].

Bu ozelliklerinden dolayi hyaluronik asitin turevleri 30 yili agkin streden beri

medikal urunlerin igerisinde klinik olarak kullaniimaktadir [85]. Bunun yani
ilerleyen yillarda hyaluronik asit , doku muhendisligi ve rejeneratif tip'a yeni
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biyomateryaller temelleri olusturacak bir malzeme olarak taninmistir [86-88].
Hyaluronik asit, uretilecek olan materyali uyumlulugunu artirmak amaciyla
hidrofobositesi ve biyolojik olarak aktiflik 6zelligi modifiye edilebilir [89].
Yapilan bir ¢ok hayvan deneylerinde de hyaluronik asitin 6n ¢apraz badlar,
meniskus hasarlarinda ve kikirdak yaralanmalarinda olumlu etkileri literature
kaydedilmistir [81, 83]. Yapilan bazi hayvan deneylerinin 6zetlenmis hali
Tablo 2.7.'de verilmigtir. Klinik analizlerinin yani sira hyaluronik asitin in-vitro
kosullarda pre-osteoblastik hucrelerin proliferasyonunu olumlu bigimde

etkiledigi gorulmastur [90].

Hyaluronik asitin genel olarak hicresel sinyalizasyon ve yara onariminda
onemli bir rolinun olmasi, kemik hucrelerinde hem in-vivo kosullardaki kemik
iyilesme asamalarindaki olumlu etkileri hem de in-vitro kosullarda kemik
rejenerasyonunda gorevli olan hucrelere kargi pozitif etkilerinden dolayi,

kemik dokulari igin Uretilen biyomateryallerde kullanimi tercih edilir.
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Tablo 2.7. Hyaluronik asit ile yapilmig bazi ¢caligmalar [83]




3.DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Kitosan tabanli doku iskelelerinin Uretiminde kullanilan dusuk viskoziteye
sahip kitosan (Sigma, ABD). %1'lik hazir kollajen tip 1 (Advanced Biomatrix,
ABD), hyaluronik asit (Hangzhou Singclean Medical, Cin), gluteraldehit
capraz baglayici ajan (Sigma, ABD)

TZP izole etmek amaciyla, Vacutainer ACD-A (Anti caogulant-A) vakumlu
kan alma tipi(BD, ABD)

Hucre kaltird agamasinda kullanilan minimum essetial medium-alpha (Mem-
a, Biological Industries, israil), fetal bovin serum (FBS, Biological Industries,
israil), penisilin-streptomisin (Biological Industries, israil), askorbik asit
(Sigma, ABD), B-gliserofosfat (Sigma, Almanya), PBS icerisinde 5000:1
tripsin-EDTA (Biological Industries, lIsrail), WST-1 (Roche, Almanya),
colorometric alkalen phosphatase assay kit (Anaspec, Belgika), hoechst
33342 (Life technologies, Almanya), propodium iodide (Sigma, ABD), 25
cm?lik hicre kaltur flaski (Corning, ABD), 0,2 uym filtre (Sartorius, Almanya),
15 ml santriftj tupu (Corning, ABD), mikropipet (20pm, 100um, 1000um,
Scaltec, Almanya), 96 cok gozlu plate (Corning, ABD), kullan-at pipet (2ml,
5ml, 10ml), etanol (Merck, Almanya), PBS (phosphate buffered saline)

(Sigma, ABD) ve cesitli cam malzemeler kullaniimistir.

3.2. Yontem

3.2.1. TZP'nin izolasyonu

Histopatolojik incelemeye alinmak lzere olan 6 farkl erkek ratlardan, ACD-A
iceren Vacutainer® vakumlu tiipler yardimi ile 5'er ml alinan kanlar; 2600 g™
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'de 3 dakika santrifuj edilerek kirmizi kan ile serum kismi birbirinden ayrilir.
Supernatant kisimda kalan serum dar bogazli bir siringa yardimiyla bagka bir
tipe alinarak 2'nci santrifiij islemi yapilir. 2. santrifiij isleminde ise 3500g™ 'de
10 dakika santriflij edilerek serumun trombositge zengin kismi ile trombositge
fakir kismi ayrilir. Sipernatant kisimda kalan trombositce fakir kisim atilir ve
geriye kalan trombositce zengin plazma (TZP) kismi 1 ml serum fizyolojik
icerisinde dilie edilir. Bu islem ayni serum fizyolojik ile diger 2 tipte de
yapilarak TZP konsantrasyonu artirilir. Boylelikle deneylerde kullanilacak
olan TZP elde edilmis olur. TZP konsantrasyonu bu yonteme bagl kalinarak

optimize edilmistir.

Sekil 3.1. TZP hazirlanirken 2. santrifljden sonraki gorunumu

3.2.2. Calisma Gruplari
Deneysel calismalarda kullanilmak Uzere kitosan tabanli 7 farkl

kombinasyonda destekleyici madde ile hazirlanmis doku iskeleleri, deneysel
caligmalarda kullanilan gruplar ve igerigindekiler Tablo 3.1.'de 6zetlenmigtir.

35



Tablo 3.1. Kitosan tabanli doku iskelesiyle hazirlanan ¢alisma gruplari

Calisma Grubu (Kitosan tabanh)

igerik (Kitosan Tabanli)

Kitosan-Kollajen

1 mL %1'lik kollajen ile hazirlanmig

kitosan doku iskelesi

Kitosan-Hyaluronik asit

Kitosan doku iskelesi Uzerine
emdirilmis 100 pL hyaluronik asit
(20mg/mL)

Kitosan TZP

Kitosan doku iskelesi Uzerine
emdirilip 1 saat havada kurutulmus
300 yL TZP

Kitosan Kollajen Hyaluronik asit

1 mL %1'lik kollajen ile hazirlanmig
kitosan doku iskelesi + 100 pL

hyaluronik asit emdirilir

Kitosan Kollajen TZP

1 mL %1'lik kollajen ile hazirlanmig
kitosan doku iskelesinin tzerine 300

ML TZP emdirilerek hazirlanir

Kitosan Hyaluronik asit TZP

Kitosan doku iskelesi + 100 pL
hyaluronik asit liyofilize edilir. 300 pL
TZP emdirilir

Kitosan Kollajen Hyaluronik asit TZP

1 mL %1'lik kollajen ile hazirlanmig
kitosan doku iskelesi + 100 uL
hyaluronik asit emdirilir ve liyofilize
edilir. Ardindan 300 yL TZP emdirilir.

3.2.3. Kitosan Tabanli Doku iskelelerinin Uretilmesi

3.2.3.1. Kitosan-Kollajen Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Dusuk viskoziteye sahip kitosan %0,8 (w/v) olacak sekilde 8 mL 2,4 pHa
sahip %1'lik (v/v) asetik asit igerisinde manyetik karistiricida 30 dakika
¢Ozdurulur [38]. Ardindan kollajen igerecek olan doku iskeleleri igin 1 mL
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%1'lik sigirdan izole edilmis kollajen, asetik igerisinde ¢oziUnmus kitosana
ilave edilir ve 30 dakika daha karistirilir. Stre sonunda tum gruplar ve
gluteraldehit ¢ozeltisi +4 °C'de 1 saat ardindan -20 °C'de 5 dakika inkibe
edilir [82]. Hemen ardindan kitosan gruplarinin igerisinde 2 mL soguk
gluteraldehit ¢ozeltisi konularak 5 saniye vortekslenir, kaliplara dokular ve -80
°C'de 16 saat gapraz baglanmaya birakilir. Capraz baglanma sonrasinda
olusan kitosan doku iskeleleri 3 ayri %50'lik (v/v) alkol serisinden gegirilir.
Ardindan 5 defa distile su ile yikama yapilir. Kaliptan ¢ikartilan doku
iskeleleri, kurutma kagidi yardimi ile kaba suyu alinir. Ardindan -55 °C'de 24
saat liyofilize edilerek stinger dokular icerisindeki su tamamen uzaklastirilir.
Kati halde elde edilen kitosan, 96 gozlu hucre kultur kaplarina girecek sekilde
bicimlendirilir. %70'lik (v/v) etil alkol icerisinde UV isidinda 45 dakika steril
edilir.

3.2.3.2. Kitosan-Hyaluronik Asit Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Dusuk viskoziteye sahip kitosan %0,8 (w/v) olacak sekilde 8 mL 2,4 pH'a
sahip sulu asetik asit igerisinde manyetik karistiricida 30 dakika ¢oézdurulir
[38]. Sivi haldeki kitosan ve gluteraldehit ¢ozeltisi +4 °C'de 1 saat ardindan -
20 °C'de 5 dakika inkibe edilir [82]. Hemen ardindan kitosan gruplarinin
icerisinde 2 ml gluteraldehit ¢ozeltisi konularak vortekslenir, kaliplara dokular
ve -80 °C'de 16 saat capraz baglanmaya birakilir. Capraz baglanma
sonrasinda olusan kitosan doku iskeleleri 3 ayri %50'lik (v/v) alkol serisinden
gegirilir. Ardindan 5 defa distile su ile yikama yapilir. Kaliptan ¢ikartilan doku
iskeleleri, kurutma kagidi yardimi ile kaba suyu alinir. Ardindan -55 °C'de 24
saat liyofilize edilerek stinger dokular icerisindeki su tamamen uzaklastirilir.
Kati halde elde edilen kitosan, 96 gozlu hucre kultur kaplarina girecek sekilde
bigimlendirilir. %70'lik (v/v) etil alkol igerisinde UV isiginda 45 dakika steril
edilen ve Uzerlerine 100 pL hyaluronik asit (20 mg/mL) emdirilir ve tekrar
liyofilize edilir. Boylelikle kitosan tabanli hyaluronik asit doku iskeleleri

hazirlanmis olur.
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3.2.3.3. Kitosan-TZP Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Duslk viskoziteye sahip kitosan %0,8 (w/v) olacak sekilde 8 ml 2,4 pH'a
sahip sulu asetik asit icerisinde manyetik karistiricida 30 dakika ¢ozulur[38].
Cozunmus kitosan ve gluteraldehit ¢ozeltisi +4 °C'de 1 saat ardindan -20
°C'de 5 dakika inkube edilir [82]. Hemen ardindan kitosan gruplarinin
icerisinde 2 ml gluteraldehit ¢ozeltisi konularak vortekslenir, kaliplara dokultr
ve -80 °C'de 16 saat capraz baglanmaya birakilir. Capraz baglanma
sonrasinda olusan kitosan doku iskeleleri 3 ayri %50'lik alkol serisinden
gegirilir. Ardindan 5 defa distile su ile yikama yapilir. Kaliptan ¢ikartilan doku
iskeleleri, kurutma kagidi yardimi ile kaba suyu alinir. Ardindan -55 °C'de 24
saat liyofilize edilerek stinger dokular igerisindeki su tamamen uzaklastirilir.
Kati halde elde edilen kitosan, 96 gozlu hicre kultlr kaplarina girecek sekilde
bigimlendirilir. Kitosan doku iskeleleri, %70'lik (v/v) etil alkol igerisinde UV
Isiginda 45 dakika steril edilir ve tekrar liyofilize edilir. izole edilen TZP, her
deney doku iskelesine 60 pL olacak sekilde emdirilir ve 37 °C'lik kuru etlivde
30 dakika bekletilerek TZP'nin doku iskelesi Uzerinde kurumasi saglanir.

Baoylelikle kitosan tabanh TZP destekli doku iskeleleri hazirlanmis olur.

3.2.3.4. Kitosan-Kollajen-Hyaluronik Asit Doku iskelelerinin

Hazirlanmasi

Duslk viskoziteye sahip kitosan %0,8 (w/v) olacak sekilde 8 mL 2,4 pH'a
sahip sulu asetik asit igerisinde manyetik karistiricida 30 dakika ¢oézdurulir
[38]. Ardindan kollajen igerecek olan doku iskeleleri igin 1 mL %1'lik sigirdan
izole edilmis kollajen, asetik igerisinde ¢dzinmus kitosana ilave edilir ve 30
dakika daha karistirilir. Sire sonunda tim gruplar ve gluteraldehit ¢ozeltisi
+4 °C'de 1 saat ardindan -20 °C'de 5 dakika inkibe edilir [82]. Hemen
ardindan kitosan gruplarinin igerisinde 2 mL gluteraldehit ¢ozeltisi konularak
vortekslenir, kaliplara dokuliur ve -80 °C'de 16 saat gapraz baglanmaya
birakilir. Capraz baglanma sonrasinda olusan kitosan doku iskeleleri 3 ayri
%50'lik (v/v) alkol serisinden gegirilir. Ardindan 5 defa distile su ile yikama
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yapilir. Kaliptan c¢ikartilan doku iskeleleri, kurutma kagidi yardimi ile kaba
suyu alinir. Ardindan -55 °C'de 24 saat liyofilize edilerek sunger dokular
icerisindeki su tamamen uzaklastiriir. Kati halde elde edilen kitosan, 96
g6zlu hicre kultar kaplarina girecek sekilde bicimlendirilir. %70'lik (v/v) etil
alkol igcerisinde UV 1s1dinda 45 dakika steril edilen ve Uzerlerine hyaluronik
asit emdirilir ve tekrar liyofilize edilir. Boylelikle kitosan tabanh kollajen,

hyaluronik asit destekli doku iskeleleri hazirlanmis olur.

3.2.3.5. Kitosan-Kollajen-TZP Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Duslk viskoziteye sahip kitosan %0,8 (w/v) olacak sekilde 8 mL 2,4 pH'a
sahip sulu asetik asit igerisinde manyetik karistiricida 30 dakika ¢ozduraltr
[38]. Ardindan kollajen igerecek olan doku iskeleleri igin 1 mL %1'lik sigirdan
izole edilmig kollajen, asetik icerisinde ¢oézunmus kitosana ilave edilir ve 30
dakika daha karistirilir. Sre sonunda tim gruplar ve gluteraldehit ¢ozeltisi
+4 °C'de 1 saat ardindan -20 °C'de 5 dakika inkibe edilir [82]. Hemen
ardindan kitosan gruplarinin igerisinde 2 mL gluteraldehit ¢ozeltisi konularak
vortekslenir, kaliplara dokulir ve -80 °C'de 16 saat gapraz baglanmaya
birakilir. Capraz baglanma sonrasinda olusan kitosan doku iskeleleri 3 ayri
%50'lik (v/v) alkol serisinden gegcirilir. Ardindan 5 defa distile su ile yikama
yapilir. Kaliptan c¢ikartilan doku iskeleleri, kurutma kagidi yardimi ile kaba
suyu alinir. Ardindan -55 °C'de 24 saat liyofilize edilerek sliinger dokular
icerisindeki su tamamen uzaklastirilir. Kati halde elde edilen kitosan, 96
g6zlu hicre kultar kaplarina girecek sekilde bicimlendirilir. %70'lik (v/v) etil
alkol igerisinde UV isiginda 45 dakika steril edilen doku iskeleleri Uzerine
izole edilen TZP, her deney doku iskelesine 60 uL olacak sekilde emdirilir ve
37 °C'lik kuru etuvde 30 dakika bekletilerek TZP'nin doku iskelesi Uzerinde
kurumasi saglanir. Boylelikle kitosan tabanli kollajen ve TZP destekli doku

iskeleleri hazirlanmis olur.
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3.2.3.6. Kitosan-Hyaluronik Asit-TZP Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Duslk viskoziteye sahip kitosan %0,8 (w/v) olacak sekilde 8 mL 2,4 pH'a
sahip sulu asetik asit igerisinde manyetik karistiricida 30 dakika ¢oézdurulir
[38]. Sure sonunda tium gruplar ve gluteraldehit ¢ozeltisi +4 °C 'de 1 saat
ardindan -20 °C'de 5 dakika inkube edilir [82]. Hemen ardindan kitosan
gruplarinin icerisinde 2 ml gluteraldehit ¢ozeltisi konularak vortekslenir,
kaliplara dokulir ve -80 °C'de 16 saat ¢apraz baglanmaya birakilir.Capraz
baglanma sonrasinda olusan kitosan doku iskeleleri 3 ayri %50'lik (v/v) alkol
serisinden gegcirilir. Ardindan 5 defa distile su ile yikama yapilir. Kaliptan
cikartilan doku iskeleleri, kurutma kagidi yardimi ile kaba suyu alinir.
Ardindan -55 °C'de 24 saat liyofilize edilerek stinger dokular igerisindeki su
tamamen uzaklasgtinlir. Kati halde elde edilen kitosan, 96 gozlu hucre kultar
kaplarina girecek sekilde bigimlendirilir. %70'lik (v/v) etil alkol icerisinde UV
Isiginda 45 dakika steril edilen ve Uzerlerine hyaluronik asit emdirilir ve
tekrar liyofilize edilir. izole edilen TZP, her deney doku iskelesine 60 pL
olacak sekilde emdirilir ve 37 °C'lik kuru etuvde 30 dakika bekletilerek
TZP'nin doku iskelesi uzerinde kurumasi saglanir. Boylelikle kitosan tabanli,

hyaluronik asit ve TZP destekli doku iskeleleri hazirlanmis olur.

3.2.3.7. Kitosan-Kollajen-Hyaluronik asit-TZP Doku iskelelerinin

Hazirlanmasi

Duslk viskoziteye sahip kitosan %0,8 (w/v) olacak sekilde 8 mL 2,4 pH'a
sahip sulu asetik asit igerisinde manyetik karistiricida 30 dakika ¢ézulur [38].
Ardindan kollajen icerecek olan doku iskeleleri icin 1 mL %1'lik sigirdan izole
edilmis kollajen, asetik icerisinde ¢ozunmus kitosana ilave edilir ve 30 dakika
daha karistinillir. Stire sonunda tim gruplar ve gluteraldehit ¢ozeltisi +4 °C'de
1 saat ardindan -20 °C'de 5 dakika inkube edilir [82]. Hemen ardindan
kitosan gruplarinin icerisinde 2 mL gluteraldehit ¢ozeltisi konularak
vortekslenir, kaliplara dokulur ve -80 °C'de 16 saat capraz baglanmaya
birakilir. Capraz baglanma sonrasinda olusan kitosan doku iskeleleri 3 ayri
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%50'lik (v/v) alkol serisinden gegirilir. Ardindan 5 defa distile su ile yikama
yapilir. Kaliptan c¢ikartilan doku iskeleleri, kurutma kagidi yardimi ile fazla
suyu alinir. Ardindan -55 °C'de 24 saat liyofilize edilerek slinger dokular
icerisindeki su tamamen uzaklastiriir. Kati halde elde edilen kitosan, 96
g06zlu hucre kultir kaplarina girecek sekilde bigimlendirilir. %70'lik (v/v) etil
alkol icerisinde UV 1s1ginda steril edilen ve Uzerlerine hyaluronik asit emdirilir
ve tekrar liyofilize edilir. izole edilen TZP, her deney doku iskelesine 60 pL
olacak sekilde emdirilir ve 37 °C' lik kuru etivde 30 dakika bekletilerek
TZP'nin doku iskelesi Uzerinde kurumasi saglanir. Boylelikle kitosan tabanh

kollajen, hyaluronik asit ve TZP destekli doku iskeleleri hazirlanmis olur.

3.2.4. Taramal Elektron Mikroskobu(SEM) ile inceleme-Karakterizasyon

SEM ile incelemeden hemen 6nce 10 Angstrom (A) ¢ozunlrliglinde vakum
altinda paladyum kaplama yapilarak numuneler iletken hale getirilir. Ardindan
20 kV gerilimde gesitli buyutmelerde incelemeler yapilir. Kitosan olusumu
sirasinda olusan lif baglarinin kalinlklari, bunlarin aralarinda olusan porlarin

buyuklukleri belirlenir.

3.2.5. Hucre Kiltiirii Deneyleri

3.2.5.1. Besi Ortaminin Hazirlanmasi ve Hiicre Kultir Ortami

MC3T3-E1 hlcre hatti, %10 FBS, %1 penicillin-streptomicin antibiyotik
karigsimi, 50 pg/ ml askorbik asit ve 10 mM B-gliserofosfat ile desteklenmis
MEM-a besi ortami igerisinde %95 karbondioksit iceren etlivde inkube

edilmigtir. Saghkli MC3T3-E1 hlcrelerinin saglikh morfolojik goérinimleri
Sekil 3.2.'de verilmistir.
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Sekil 3.2. Flask uzerinde saghkli MC3T3-E1 Hucrelerinin goruntuleri

Flask Uzerinde c¢ogaltilan hicreler, %80 yodunluga ulastiginda kultar kabi
Uzerinden tripsin-EDTA yardimi ile stispanse edilerek, ¢okturaltr. Cokturilen
hdcreler hiicre sayim cihazi ile sayilir ve canlilik orani tespit edilir. Hazirlanan
kitosan tabanli doku iskeleleri Uzerlerine 20,000 hiicre doku iskelesi 5 uL besi
ortami olacak sekilde hucre ekimi yapilir. Hucre ekiminin ardindan 2 saat
boyunca hucre kultir kosullari altinda hucrelerin doku iskelesi Uzerine
yapismasi beklenir ve ardindan uygun miktarda besi ortami eklenir. Bu doku

iskelelerinin besi ortamlari 3 glinde bir degistirilir.

3.2.5.2. Hucre Proliferasyonunun Tespiti

1, 3, 7 ve 10 gunluk doku iskeleleri Uzerine ekilmis olan hucreler ve kontrol
gruplarinin besi yerleri gekilir. Her birine esit miktarda fenol red icermeyen
DMEM eklenir. Kit dretici firmanin yonergelerine uyularak Uzerlerine 8 pL
WST-1 c¢oOzeltisi damlatilir ve 4 saat karanlik hicre kultira sartlarinda
inkibasyona birakilir. 4 saat sonunda hucrelerin mitokondriyel enzimlerinin
WST-1 icerisindeki tetrazolyum tuzlari ile reaksiyon vererek aktivitesi yuksek
olan kuyucuklarin daha fazla sari renk aldigi gézlenir. Karanlk sartlar altinda
tum kuyucuklardaki renk degistirmis olan besi yerleri esit miktarda c¢ekilerek

bagka bir 96 g6zl doku kuiltur kabina aktarilir ve mikroplak okuyucuda her
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bir kuyucugun 16 farkh bolgesinden 440 nm dalga boyunda kolorimetrik
okuma vyapilir ve sonuglar yorumlanir (BioTEK Gen5 Elisa Reader
PowerWave XS2).

3.2.5.3. Alkalen Fosfataz Analizi

Tam alkalen fosfataz deneyleri kit Uretici firma tarafindan hazirlanan kullanici
el kitabina bagh kalinarak yapilmistir. Ozetlenecek olursa, doku iskeleleri
uzerine ekilmig hucreler 1, 3, 7 ve 10 gunluk inkubasyon sonunda doku
iskeleleri yilkama soltisyonu ile yikanir ve aspire edilir. Ardindan taze yikama
solusyonunun igerisine %0,4 (v/v) Triton X-100 konularak +4 °C'de 10 dakika
inkiibe edilerek hucrelerin patlamasi saglanir. Ardindan 2500 g'de 10 dakika
santrifij edilerek 6rneklerin  supernatant kismi  toplanir.  Ardindan
supernatantlar 96 gozlu doku kultur kabina alinarak Uzerlerine 50 yL pNPP
eklenir ve 35 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Stire sonunda 50
ML stop solusyonu eklenerek ALP enzimi ile pNPP etkilesimi durdurulur. 405
nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma yapilarak ALP enzim miktarlari
standartlarla karsilastirilarak hesaplanir (BioTEK Gen5 Elisa Reader
PowerWave XS2).

3.2.5.4. Taramali Elektron Mikroskobu ile inceleme-Hiicre Ekimi

Yapilmig Gruplar

1, 3, 7 ve 10. gunlerde hlcre ekilmig doku iskelelerinin besi ortamlari
cekilerek PBS ile yikanir. Fiksasyon amaci ile 30 dakika gluteraldehit ¢ozeltisi
icerisinde oda sicakh@inda inktbe edilir. Ardindan gluteraldehit ortamdan
uzaklastiriir ve PBS ile 5 defa yikama yapilarak fiksasyon tamamlanir.
Taramali elektron mikroskobu incelemesine dek numuneler +4 °C'de

saklanir.
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SEM ile incelemeden hemen 6nce 10 A ¢bzunurliginde vakum altinda
paladyum kaplama yapilarak numuneler iletken hale getirilir. Ardindan 20 kV

gerilimde cesitli buyutmelerde incelemeler yapilir.

3.2.5.5. Histolojik inceleme

1, 3, 7 ve 10. gunlerde hicre ekilmis doku iskelelerinin besi ortamlari
cekilerek PBS ile yikanir. Fiksasyon amaci ile 30 dakika gluteraldehit ¢ozeltisi
icerisinde oda sicakhginda inktube edilir. Ardindan gluteraldehit ortamdan
uzaklastiriir ve PBS ile 5 defa yikama yapilarak fiksasyon tamamilanir. Doku
iskeleleri, kriyojel doku gdbmme medyasi igerisinde -20 °C'de 30 dakika
dondurulur. Ardindan -20 °C'de kriyostat ile kesitler alinir. Alinan kesitler
propodium iyodur ile boyanarak ters floresan mikroskop altinda hucre

adezyonunun degerlendiriimesi yapllir.

3.2.5.6. Apoptotik Nekrotik inceleme

ikili boyama soluyonu; Riboniikleaz A, Hoechst ve Propodium lodide'den
olusan bir karisimdir. Bir g¢esit mavi floresan boya olan hoechst 33342,
DNA'ya baglanarak c¢ekirdek icerisindeki kromatinleri boyar. Apoptotik
morfoloji olan ¢ekirdek kii¢clilmesi durumunda ise bu boya, saglikli hicrelere
oranla kromatin ipliklerini daha yogun ve parlak boyayarak daha ytksek bir
emisyon gosterir [91]. Boylelikle apoptotik morfolojinin belirlenmesinde buylk
kolaylk saglar. Propodium iyodur ise hucre duvarinda hasar olugsmus
hicrelerin icerisine girerek bu hucrelerin DNA'sini boyar ve kirmizi floresan
bir 1sik yaymasini saglar [91]. Boylelikle hicre duvarinda hasar olusmus,
dolayisiyla 6lmus hucrelerin degerlendirilmesi saglanir. Ribonukleaz-A ise
hicreler igerisindeki RNA'lar1 parcalayarak spesifik olmayan boyanmalari
engeller. Boylelikle ikili boyama iglemi ile apoptotik ve nekrotik hicre sayisi

indeksi gikarilarak hucre 6lumlerinin degerlendiriimesi yapllir.
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Steril edilmig doku iskeleti gruplari 1 mg/mL hucre kulturu besi yeri ortami
olacak sekilde inklube edilir. Bu c¢ozelti icerisindeki besi ortami deney

amaciyla kullanilacaktir.

Doku kultar kabinda kultire edilmis ve yuzde 80 yogunluga ulagsmis olan
hiicreler, 96 gozlii hiicre kiltiir kabina 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekim
yapilir ve taze besi ortami igerisinde inklibe edilir. Bu sekilde ¢ok goézIi doku
kUltur kabindaki 1 gunluk inkibasyonun ardindan, bu hucrelerin ortami, daha
once kitosan doku iskeletinin icerisinde bekletildigi besi ortami ile degistirilir
ve 1 gunlik inkibasyona birakilir. Stre sonunda hicre besi ortami ¢ekilerek
her bir kuyucugun igerisine 70 pL ikili boyama sollisyonu damlatilir ve 10
dakika inkiibasyona birakilir. Ardindan karanlik ortamda floresan mikroskopta
DAPI filtresi ile apoptoza ugramis hucreler ve FITC filtresi ile nekroza
ugramis hdcrelerin degerlendirmesi yapilir. Toplam hidcre sayisi ile bu
apoptotik ve nekrotik hicreler birbirine oranlanarak bir indeks ¢ikartilir. Bu

sayede maddelerin hicreler Uzerine olan etkisi degerlendirilir.

45



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Doku iskelelerinin SEM ile Goriintiilenmesi

Kitosan tabanl doku iskeleleri ve kollajen ile desteklenmis kitosan tabanli
doku iskeleleri SEM ile incelenerek doku iskelesinin gdzenekli yapida
olduklari, hicre proliferasyonu igin gerekli poroziteye ve ylizey alanina sahip
olduklari tespit edilmistir. Bu goruntileme islemi sonrasinda hyaluronik asit
ve TZP kullanilarak hazirlanan doku iskeleleri SEM ile incelenmesi

sonucunda, modifikasyon éncesindeki benzer fiziksel 6zellikler gésterdikleri

gozlemlenmis.

Sekil 3.3. Uretilen kitosan tabanl doku iskelelerinin SEM gériintiileri A) 35X
bayutme (Bar. 500 uym) B) 100X buyatme (Bar: 100 um),
fotograflar Jeol JSM 5600 taramali elektron mikroskobu ile
cekilmigtir.

4.2. Hiicre Kulturu Deneyleri
4.2.1. WST-1 Hucre Canlilik ve Proliferasyon Testi
Kitosan tabanli hazirlanan c¢esitli kombinasyonlarda hazirlanmis doku

iskelelerinin UGzerinde MC3T3-E1 pre-osteoblastik hicrelerin 1, 3, 7, ve 10.

gunlerde canliik orani WST-1 testi ile belirlenmistir. Yapilan galigmanin
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sonuglari Sekil 4.1'de verilmistir. Elde edilen verilere gore ilk gunde yalnizca
TZP ile dretim yapilmig grupta %104,86 canliik gorulurken, kollajen ve
hyaluronik asit ile desteklenmis grupta %77,40 canlihk tespit edilmistir.

Uretilen tim gruplarda 1. glinde canlilik kontrol grubuna yakin seyir etmistir.

3 gunluk canlihk testinde ise TZP igeren tUm gruplarda canlilik seviyesi
%120'den fazladir. TZP ile hyaluronik asitin beraber kullanildi§i grupta ise
canliik orani %127,63'e ve kollajen hyaluronik astit ve TZP'nin kullanildigi
grupta ise %127,08'e ulagsmaktadir. Bu canliik oranlari TZP igermeyen
gruplara gore ¢ok daha yuksektir. Kollajen ve hyaluronik asit ile desteklenmisg
doku iskelesinde ise %84.75 ile 1. ginde oldugu gibi diger gruplara oranla
canhlik seviyesi daha disik oldugu goértulmuastir. Canlilik orani kontrol

grubuna oranla en dugik olan 2. grup ise %95.47 ile kollajen destekli gruptur.

Pre-osteoblastik hticrelerin ekildigi doku iskeleleri Uzerindeki 7. glinde ise
hyaluronik asit destekli grup kontrol grubunun canlihdi ile ayni oranda iken

diger tum gruplarda canlilik oraninin 3. gune gore dustigu gozlemlenmigtir.

10. gunde doku iskelesi uzerine ekilmis hucrelerin canlilik analizinde ise tUm
gruplarda istisnasiz canlihk disustu gozlemlenmektedir. Bu halde dahi en
dusuk canhlik orani %61,8 ile hyaluronik asit ile desteklenmis grupta, en
yuksek canlilik ise kontrol grubuna oranla %81,08 ile kollajen ve hyaluronik

asit ile desteklenmis grupta tespit edilmistir.
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WST-1

160,00
m Kollajen Destekli
140,00
M Hyal ik Asi i
120,00 yaluronik Asit Destekli
~ 100,00 M TZP Destekli
= 80,00 | Kollajen ve Hyaluronik
S Asit Destekli

60,00
m Kollajen ve TZP destekli

40,00
20,00 [ | Hyalurqnik Asit ve TZP
Destekli
0,00  Kollajen, Hyaluronik asit
1. Gln 3. GuUn 7.Gun 10. Gln ve TZP Destekli
Zaman = Kontrol

Sekil 4.1. MC3T3-E1 hicrelerinin zamana badli olarak proliferasyonlarindaki
degisimler

4.2.2. ALP Alkalen Fosfataz Enzimi Aktivitelerinin Olgiimii Testi

Kitosan tabanli olarak kollajen, hyaluronik asit ve TZP ile farkl
kombinasyonlarda hazirlanmis doku iskelelerinin alkalen fosfataz enzim
aktivitesi 1, 3, 7 ve 10. glnlerde olglulmustur. Elde edilen sonuglar Sekil
4.2'de grafik ile gosterilmistir.

Bir gunlik alkalen fosfataz enzim aktivitesi, kontrol grubuna gore
karsilastinldiginda, tum gruplarda kontrolden daha fazla bir alkalen fosfataz
enzim aktivitesi gostermistir. En ylksek enzim aktivitesi %115,74 ile TZP ile
desteklenmis grupta gézlemlenmigstir. En ylksek aktivite gdsteren 2. grup ise
%113,56 ile hyaluronik asit ile desteklenmis gruptur. Diger tim gruplarda ise
en yuksek %112,04 ile kollajen destekli grupta, en dusuk kollajen ve TZP ile
desteklenmis grupta %100,62 ALP aktivitesi arasinda degismektedir.
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Hazirlanan doku iskeleleri tUzerinde prolifere olan 3 gunlik MC3T3-E1 pre-
osteoblastik hucrelerde alkalen fosfataz aktivitesi en yuksek olan grup
hyaluronik asit ile desteklenmis gruptur, %125,18 ile tipki 1. gtiinde oldugu
gibi oldukga yuksek enzim aktivitesine sahiptir. Bu grubu %125,05 ile TZP ve
hemen ardina %123,22 ile hyaluronik asit ve TZP ile desteklenmis grup takip
etmektedir. Diger gruplarin ALP enzim aktivitesi oranlari aralarinda ise en
yuksek kollajen destekli grupta %118,93 ve en dusuk kollajen, hyaluronik asit

ve TZP ile desteklenmis grupta %104,1 arasinda seyretmektedir.

Yedi gunluk alkalen fosfataz enzim aktivitesi testinde ise %137,33 ile
hyaluronik asit ile desteklenmis grup onceki deney gunlerinde oldugu gibi
oldukga yuksek aktiviteye sahiptir. Bu grubu %120,61 ile kollajen destekli
grup ve %119,22 ile kollajen ve hyaluronik asit destekli grup izlemektedir.
Hyaluronik asit ve TZP ile desteklenmig grupta ise kontrol grubuna oranla
%115,32 enzim aktivitesi mevcuttur. Bunu %113,65 ile TZP ile desteklenmis
doku iskelesi takip etmektedir. En dislk alkalen fosfataz enzim aktivitesine
sahip grup ise %92,48 ile kollajen ve TZP destekli gruptur. Bu sonuglar
Ozetlenecek olursa hyaluronik asit, hucre ekiminden itibaren 7 gun sonra bile

enzim aktivitesini olumlu yonde etkiledigi gosterilmigtir.

Alkalen fosfataz enzim aktivitesinin 10. guninde ise tum gruplarin enzim
aktivitesi  kontrol grubunun enzim aktivite oranina yaklastiklari
g6zlemlenmistir. Buna ragmen en ylksek aktivite %106,88 ile TZP ile
desteklenmis gruptadir. Bunu %104,87 ile kollajen destekli grup takip
etmistir. En disUk aktivite ise %90,83 ile hyaluronik asit ve TZP ile
desteklenmis gruptadir. Diger gruplar ise %96 civarinda bir enzim aktivitesi

gostermistir.

Tdm gunler igin alkalen fosfataz enzim aktivitesinin glnlere bagli olarak

gOsterimi Sekil 4.2."de mevculttur.
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160,00 H Kollajen Destekli
140,00
_ W Hyaluronik Asit Destekli
o 120,00
r W TZP Destekli
.Z 100,00
)
A(; H Kollajen ve Hyaluronik Asit
c 80,00 Destekli
E 60,00 H Kollajen ve TZP destekli
X oo
40,00 M Hyaluronik Asit ve TZP
Destekli
20,00 m Kollajen, Hyaluronik asit ve
TZP Destekli
) m Kontrol
1. Gin 3.Giln 7. Gun 10. Gun

Sekil 4.2. MC3T3-E1 hicrelerinin  zamana bagli olarak doku iskelesi
uzerindeki alkalen fosfataz enzim aktiviteleri

4.2.3. Hiicre Ekimi Yapilmis Doku iskelelerinin SEM Gériintiileri

Kitosan tabanh ve 3 farkh destekleyici maddelerle desteklenmis doku
iskelelerinin Uzerine hicre ekimi yapimasi ve SEM ile incelemeye
gonderilmeden Onceki fiksasyon asamalarinin, SEM ile incelemede doku
iskelesinin gbzenekli yapisini kaybetmedigi, hucre kultara kullanimi igin
gerekli poroziteye sahip olduklari ve yuzey alani sahip olduklar tespit
edilmistir. Ayrica 1, 3, 7 ve 10. glnlerde ekilen hicreler bu doku iskelelerine

kargl hucre adezyonu gosterdikleri belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Hucre fiksasyonu yapilmis doku iskelelerinin SEM goéruntuleri A) 1
gunlik hyaluronik asit ve TZP ile desteklenmis doku iskelelerinin
uzerinde 600X buyutmede (Bar: 20 ym), B) 3 gunlik hyaluronik
asit ve TZP ile desteklenmis doku iskelelerinin Uzerinde 350X
bldyUtmede (Bar: 50 um), C) 3 gunlik kollajen, hyaluronik asit ve
TZP ile desteklenmis doku iskelelerinin Gzerinde 500X buyutmede
(Bar: 50 ym), D) 7 gunlik kollajen, hyaluronik asit ve TZP ile
desteklenmis doku iskelelerinin Uzerinde 450X buyltmede (Bar:
50 ym) MC3T3-E1 hucrelerinin SEM goérintileri. Fotograflar Jeol
JSM 5600 taramali elektron mikroskobu ile gekilmistir.

Doku iskeleleri Gzerine ekilip fikse edilmis doku iskeleleri Gzerine 1, 3, 7 ve
10. gunlerde hucre ekimi yapiimis kitosan tabanli ve 3 farkl destekleyici
maddelerle desteklenmis doku iskeleleri kriyostatli mikrotom'da kesitler
alinarak boyama yapilmistir. Boyama ardindan floresan mikroskop altinda
hicrelerin doku iskeleleri GUzerine olan adezyonlari incelenmis ve ¢ogu doku

iskelesi Uzerinde hucre adezyonu tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. Hicre fiksasyonu yapilmis doku iskelelerinin SEM gorintileri A) 1
gunlik TZP ile desteklenmis doku iskelelerinin Gzerinde 300X
blylutmede (Bar: 50 um), B) 3 glnlik TZP ile desteklenmis doku
iskelelerinin Uzerinde 600X buyutmede (Bar: 20 ym), C) 3 gunluk
kollajen ve hyaluronik asit desteklenmis doku iskelelerinin
uzerinde 400X buyutmede (Bar: 50 uym), D) 7 gunluk kollajen ve
hyaluronik asit desteklenmis doku iskelelerinin Uzerinde 350X
bayutmede (Bar: 50 ym) MC3T3-E1 hucrelerinin SEM goruntileri.
Fotograflar Jeol JSM 5600 taramali elektron mikroskobu ile
cekilmistir.
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Sekil 4.5. Fikse edilmis hucrelerin floresan mikroskoptaki goértintileri A) 3
gunluk hyaluronik asit destekli kitosan doku iskelesinin Uzerindeki,
B) 7 gunlik hyaluronik asit destekli kitosan doku iskelesi
uzerindeki C) 3 gunluk TZP doku iskelesi uzerindeki, D) 3 gunluk
kollajen destekli doku iskelesi Uzerindeki hucrelerin goruntusu
verilmigtir. Bar: 200 pm-Leica DM6000 floresan atagmanl
mikroskop ile goérunttlenmistir

4.2 4. ikili Boyama ile Elde Edilen .Hiicrelerin Cekirdek Morfolojilerinin

Analizi

Hucre ekimi ardindan sitotoksite belirlemek amaciyla yapilan ikili boyama

testinde, hucrelerin apoptotik ve nekrotik indeksi belirlenmistir.
ikili boyama fotograflarinin tamami degerlendirilerek 1 giin igin 7 farkl doku

iskelesinin apoptotik ve nekrotik indeksleri c¢ikartiimistir. Bu indekslerin

ortalama degerleri Sekil 4.6.'da verilmigtir.
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Sekil 4.6. Doku iskelesi lUzerinde 24 saatlik hicrelerin florasan mikroskoptaki
goruntuleri A) Kollajen ve TZP destekli doku iskelesinin MC3T3-E1
hicreleri Uzerindeki apoptotik etkiler B) A'nin DAPI filtresiyle
nekrotik hdcrelerinin goruntuleri C,D) kontrol gruplarinin saglikh
hicrelerin floresan mikroskoptaki gortntilerine yer verilmistir. Bar:
200 pm-Leica DM6000 floresan atagmanli mikroskop ile
goruntulenmistir

24 saatlik apoptotik nekrotik indeks sonuglarina bakilacak olursa kontrol
grubundaki apoptotik ve nekrotik hicre olumu oranlari beklenildigi gibi
seyretmistir. Kollajen grubu, hyaluronik asit grubu, TZP ile desteklenmis grup,
hyarluronik asit ve TZP ile desteklenmis grubu ve kollajen hyaluronik asit ve
TZP ile desteklenmis grupta apoptotik ve nekrotik hicre olumleri oldukga
dusuktur. Bu oranin duguklugu, destekleyici maddelerin tek baglarina veya
kombine halde bir sitotoksisite gostermedikleri sonucuna variimigtir. Ancak
kollajen ve hyaluronik asit igceren grupta %3 apoptoz, %1,5 nekroz tespit

edilmistir. Bu oran, yaklasik %4,5'luk bir toksisiteyi ifade etmektedir.
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Hyaluronik asit ve TZP igeren grupta ise yaklasik %2,5 apoptoz ve %2'lik bir
nekroz degerlendirilmigtir. 24 saatlik bu deney grubunda toplamda %4,5'luk

bir sitotoksisite mevcuttur.
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Sekil 4.7. 24 saatlik apoptotik nekrotik indeks
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5. TARTISMA

Yapilan bu tez calismasinda, kitosan tabanli doku iskelelerinin kollajen,
hyaluronik asit, trombositce zengin plazma, ve bunlarin tek dozdaki
kombinasyonlarinin  MC3T3-E1  pre-osteoblastik  hicre  hattindaki
proliferasyon, sitotoksisite, alkalen fosfataz enzim aktiviteleri ve hucre

adezyon performanslari incelenmistir.

Doku iskeleleri hazirlandiktan sonraki SEM incelemesinde, kitosan capraz
baglanmasindan sonra beklenen, porozite tespit edilmis ve bu porozitenin
hicre adezyonuna uygun oldugu kanisina variimistir. Daha sonra doku

iskeleleri Uzerine hlcre ekilerek hlcre kultiri agamasina gecilmistir.

Hucre kaltiriG asamasinda WST-1 testi uygulanilan tim glnlerde ve tim
gruplarda htcre canlihdi tespit edilmistir. 24 saatlik proliferasyon testinde
tum gruplarin canhhigi kontrol grubunun altinda olmasina ragmen, en dusuk
canhlik %78 ile kollajen ve hyaluronik asit destekli doku iskelesi grubundadir.
Bu sonuclar gbéz 6nune alinarak, tim gruplarda 24 saatlik proliferasyonda
onemli derecede toksisite gozlenmemigtir. Ayni gruplar ve igin alkalen
fosfataz enzim aktivitesinin 6lgcimu ¢alismasinda da ALP enzim aktiviteleri
kontrol grubuna yakin seyir gostermigtir. Bu sonuglarda 24 saatlik sure
icerisinde doku iskelelerinin hlicre toksisitesi gostermedigi destekler
niteliktedir. Bir gunlik apoptotik nekrotik ornekleri bu sonuglar ile
karsilastirilacak olursa, 6zellikle WST-1 testinin sonuclarini desteklemektedir.
Kollajen ve hyaluronik asit ile kombine edilmis doku iskelelerinde yaklasik
%20'lik bir sitotoksisite meydana gelmistir. Bu oran WST-1 testinde yaklasik
%18'lik bir toksisite gosterdiginden dolayi 24 saatlik sure icerisinde hicrelerin

hyaluronik asitin hicre tutunmasini artirmadigi sdylenebilir.
Hucre proliferasyonunun en yuksek oldugu 72. saatte ise yine en dusuk

canlilik kollajen ve hyaluronik asit destekli doku iskelesi grubundadir. Ancak
24 saat ile karsilagtirildiginda bu grupta canliik artisi oldugu soylenebilir.

56



Diger gruplarda ise hucre mitokondriyel aktivitesi kontrol grubuna gore daha
yuksek oldugundan herhangi bir sitotoksisite s6z konusu degildir. Aksine bir
miktar hiicre aktivitesinin indiiklendigi soylenebilir. Ozellikle TZP kullanilan
gruplarda kontrol grubuna gore yaklasik %20'lik bir ekstra hiicre canliligi s6z
konusudur. Hyaluronik asit ve TZP kullanildiginda bu canlilik orani %28'lere
clkmaktadir. 72 saatlik testte tUm gruplar karsilastirildiginda ise hyaluronik
asit ve TZP'li grupta az bir miktar fazla canlilik géstermektedir. Bu durum,
TZP'nin hicre canlihdina olan dnemli etkisini tekrar vurgulamaktadir. Alkalen
fosfataz enzim aktivitesi testinde Ozellikle TZP'li gruplarda enzim aktivitesi
diger gruplara gore daha yuksek seyretmistir. SEM calismalari da TZP'nin
MC3T3-E1 hicrelerinin -~ adezyonunun  artirdiini  fotograflar  ile

desteklemektedir.

Bir haftallk WST-1 hudcre proliferasyon galismasinda, tium gruplarda 72
saatlik deney grubuna gére daha duslk, kontrol grubuna yakin bir canlilik
gOstermektedir. Bu durum, destekleyici maddelerin htcreler tarafindan
tuketildigi seklinde yorumlanabilir. Alkalen fosfataz aktivitesi sonuglar
incelendiginde tum gruplarda enzim aktivitesi kontrol grubuna yakin
seyretmistir. En dusuk canhhgin %82,86 ile TZP ile desteklenmis gruptadir.
Trombositin bozunmasi kolay oldugundan dolayr 3 gunden sonraki surecte
TZP'li grubun dusuk proliferasyon gostermesi beklenen bir sonugtur. Ancak
alkalen fosfataz enzim aktivitesinde bu grup, kontrol grubuna yakin bir

aktivite gostermistir.

On glnlik calisma sonuglan tartisilacak olursa, WST-1 hticre proliferasyon
testinde tum gruplarda kontrol grubuna goére canlilikta bir azalma s6z
konusudur. Ancak alkalen fosfataz enzim aktivitelerine incelenecek olursa
tim gruplar kontrol grubuna yakin ALP enzim aktivitesi gostermistir. En
yuksek hicre canhligi %81,08 ile kollajen ve hyaluronik asit ile desteklenmis
gruptadir. Ayni grup icgin alkalen fosfataz aktivitesi %97,71 dir. En dusik
aktivite ise %61,8 ile hyaluronik asit ile desteklenmis gruptadir. Ayni grup igin

alkalen fosfataz enzim aktivitesi %97 dir.
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Tum bu sonuglar degerlendirilecek olursa kitosan tabanli uUretilen doku
iskelelerinde alkalen fosfataz enzim aktiviteleri, polistren hucre kulttr
kabindakine goére daha fazladir. MC3T3-E1 hicrelerinin kitosan doku
iskelelerine ekilmesiyle bir osteoblast dokusu olugturmak amaciyla enzim
aktivitelerini artirdiklari yorumu vyapilabilir. Bu gekilde bir doku iskelesi
hazirlandiginda ozellikle ilk 4¢ gunde TZP'nin hucre canlihdina olan olumlu
etkisi goze carpmaktadir. TZP'nin etkisinin kisa surmesi, yapisinin kisa
surede bozulmasiyla ilgili oldugu sdylenebilir. Bu durum Shrivats ve
arkadaglari tarafindan desteklenmektedir [20]. TZP'nin kemik doku
olusumunda kisa sureli bu etkisinin uzatiimasiyla kemik rejenerasyonu igin
daha verimli doku iskeleleri elde edilebilir. Hyaluronik asitin ise hucre
canhligina etkisi 3. ve 7. gunlerde en fazladir. TZP ve hyaluronik asitin birlikte
kullanilarak kontrolli salimlari s6z konusu oldugunda daha verimli doku
iskeleleri  Uretilebilir. Kollajenin  MC3T3-E1 hucreleri Uzerine canlilik
konusunda bir etkisi TZP'ye gbre biraz dusuktir. Ancak higbir sekilde
desteklenmeyen kitosan doku iskelelerinde kollajenin etkisi, hlicre canhliginin
yuksekligi gbze carpmaktadir [92]. ALP enzim aktivitesinde diger gruplarin
tumuyle karsilagtinidiginda on gun boyunca bir kararlilik sagladigi

soylenebilir.
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