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ÖZET  

Algül Kurçeren D., Biyopolimer ve Biyoseramik Kompozitlerin Hazırlanışı, 

Karakterizasyonu ve In vivo Değerlendirilmesi, Doktora Tezi, T.C. İstanbul 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Farmasötik Teknoloji Anabilim Dalı, 

Farmasötik Teknoloji Programı, İstanbul, 2015. 

Bu çalışmanın amacı, osteokondral hasarları tedavi etmek için kullanılan monolitik 

yapıda üç tabakalı doku iskelesi (TLS) geliştirmektir. Bu TLS; (i) üst tabakasında 

kitozan (C) ve aljinat (A) polielektrolit kompleksinden (CA/PEK) oluşmaktadır ve bu 

tabakada kıkırdak doku taklit edilmiştir, (ii) orta tabakasında CA/PEK ve β-trikalsiyum 

fosfatdan (β-TCP) (%40) oluşmaktadır ve bu tabaka ara yüz tabakasının yerine koymak 

için geliştirilmiştir, (iii) alt tabakasında CA/PEK ve β-TCP’dan (%70) oluşmaktadır ve 

bu tabakada ise subkondral kemik taklit edilmiştir. Doku iskelesi formülasyon 

çalışmalarında üretim tekniği olarak dondurarak kurutma yöntemi kullanılmıştır. 

Karakterizasyon çalışmaları FT-IR, şişme, mekanik dayanıklılık, biyobozunma ve SEM 

testleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmalar sonunda optimum üç 

formülasyon kullanılarak TLS üretilmiştir. Deksametazon TLS’ye yüklenmiştir ve in 

vitro salım çalışmaları yapılmıştır. In vitro sitotoksisite çalışmalarında, L929 hücre hattı 

kullanılarak ve Epiderm deri iritasyon testinde EpiDerm insan Epidermal (RHE) Model 

yeniden inşa kullanılarak biyouyumluluk araştırılmıştır. Son olarak, bu doku iskelesinin 

iyileştirici potansiyelini referans Maioregen®’e karşı değerlendirmek için, bu iskeleler 

Sprague-Dawley sıçanlarının dizlerinde oluşturulan osteokondral hasara uygulanmıştır. 

Karakterizasyon sonuçlarına göre, C, A ve β-TCP’nin aralarında güçlü iyonik bağların 

oluştuğu, üretilen iskelelerin içsel bağlantılı gözenekli yapıya sahip olduğu ve 

birbirinden farklı şişme oranlarına, biyobozunma hızına ve mekanik özelliklere sahip 

olduğu ortaya çıkmıştır. Salım çalışmaları, ilaç salımının başlangıçta yüksek (3. saat), 

sonrasında yavaş etkin madde salımı şeklinde 48 saat sürdüğünü göstermiştir. 

Sitotoksisite ve iritasyon sonuçlarına göre, doku iskelesi biyouyumlu bulunmuştur. In 

vivo çalışmalarda ise bu iskelenin iyi doku biyouyumluluğuna ve biyobozunma hızına 

sahip olduğu bulunmuştur. Bütün sonuçlar TLS’nin osteokondral doku uygulamalarında 

kullanılabileceğini göstermiştir. 

Anahtar kelimeler: Doku iskelesi, Osteokondral hasar, Kitozan, Aljinat. 

Bu çalışma İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Komisyonunca 

desteklenmiştir. Proje Numarası: 50792. 
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ABSTRACT  

Algul Kurceren D., Preparation, Characterization and In vivo Evaluation of Biopolymer 

and Bioceramic Composites, Ph.D. Thesis, Republic of Turkey Istanbul University 

Institute of Health Sciences, Department of Pharmaceutical Technology, 

Pharmaceutical Technology Programme, Istanbul, 2015. 

The aim of the present study is to develop biomimetic three layered monolithic scaffold 

(TLS) intended for treatment of osteochondral defects. The TLS consists of; (i) the 

upper layer of chitosan (C) and alginate (A) polyelectrolyte complex (CA/PEC), 

reproducing the cartilaginous region, (ii) the intermediate layer of a combination of 

CA/PEC and β-tricalcium phosphate (β-TCP) (40%) and (iii) the lower layer of 

CA/PEC and β-TCP (70%), mimicking the subchondral bone. The scaffolds were 

produced by using freeze drying method. Characterization studies were performed by 

FT-IR, swelling, mechanical strenght, biodegradation and SEM tests. TLS was 

produced by using optimum three formulations after all these studies. Dexamethasone 

was incorporated into the TLS and in vitro release studies were done. In vitro 

cytotoxicity assay with L929 cells and EpiDerm skin irritation test (SIT) using the 

EpiDerm Reconstructed Human Epidermal Model were done to analyze 

biocompatibility of the scaffolds. Finally, the scaffolds were implanted into the 

osteochondral defects formed in the patella of Sprague-Dawley rats to comparatively 

assess the healing potential of the TLS on the defect against reference Maioregen®. The 

characterization results showed that there are strong ionic interactions among C, A and 

β-TCP and the layers have interconnected porous structure with different swelling, 

biodegradation and mechanical properties. The release studies indicated that after an 

initial burst of 3h, dexamethasone is released slowly during a 48h period. The 

cytotoxicity and irritation studies showed that the TLS is biocompatible. In vivo studies 

indicated that the TLS has good tissue biocompatibility and biodegradation rate.   

Keywords: Scaffold, Osteocondral defect, Chitosan, Alginate. 

This work was supported by Scientific Research Projects Coordination Unit of Istanbul 

University. Project number: 50792. 
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GİRİŞ VE AMAÇ 

Osteokondral doku (kemik-kıkırdak ara yüzeyi) zedelenmeleri üzerine yapılan 

araştırma sayısı gün geçtikçe artmaktadır. Bu zedelenmeler travma nedeniyle ya da 

osteoartrit veya osteokondrit gibi geniş bir popülasyonu etkileyen dejeneratif hastalıklar 

sonucunda oluşabilmektedir. Dünyada 630 milyon insan osteoartrit nedeniyle 

osteokondral doku dejenerasyonuna sahiptir (Srinivas ve ark. 2014). Bu rakam gün 

geçtikçe artmaktadır. Ortopedistler ve araştırmacılar kemik stimülasyon tekniği 

(mikrokırık), osteokondral otogreft implantasyonu ve otolog kondrosit transplantasyonu  

gibi farklı tedavi edici ve rejenerasyon yöntemleri üzerinde çalışmaktadırlar (Cristensen 

ve ark. 2012; Xing ve ark.  2013). Bu tedavi yöntemleri yararlı olsa bile verici saha 

ağrısı, enfeksiyon, morbidite ve limitli stok yüzünden elde edilebilmede sınırlamalar 

gibi sakıncaları bulunmaktadır  (Siclari ve ark. 2012; Maruyama ve ark. 2003). Bu 

nedenlerden dolayı son yıllarda çeşitli biyomalzemeler kullanılarak alternatif doku 

transplantı geliştirme çalışmaları önem kazanmıştır. Bu çalışmalarda doğal kemik 

dokusunu taklit etmek için biyoseramikler, biyopolimerler, metaller ve polimer-seramik 

karışımı biyokompozitler kullanılmaktadır. Biyoseramiklerin kimyasal yapısı doğal 

kemik yapısına benzemektedir ve hastanın kendi kemik dokusu ile bağlanmayı 

sağlarlar. Bununla birlikte yüksek biyouyumluluğa sahiptirler. Biyoseramiklerin en çok 

kullanılanları trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit (HA), oktakalsiyum fosfat ve kalsiyum 

sülfattır (Szpalski ve ark. 2012). Biyopolimerler kemik dokusunun oluşmasına ve tekrar 

yapılanmasına yardımcı oldukları için son yıllarda kemik dokusu çalışmalarında sıkça 

yer almaktadırlar. Doğal polimerlerin en çok kullanılanları ise kollajen, kitozan, 

hiyaluronik asit ve aljinattır. Bunlar düşük immünojenik potansiyele ve yüksek 

biyoadezyon yapısına sahiptirler. Günümüzde biyopolimer ve biyoseramiğin sinerjik 

etkilerinden yararlanmak için birlikte kullanıldığı biyokompozit yapılar üzerine yapılan 

çalışmalar umut vericidir (Liu ve ark. 2012; Salgado ve ark. 2004). 

Biyoparçalanabilen biyokompozit materyaller ihtiyaç duyulan defektif (kemik 

noksanlı) bölgelerde hacim doldurmak, onarıma (bütünlüğün yeniden sağlanmasına) 

yardımcı olmak ve mekanik desteği sağlamak için tercih edilebilmektedirler. 

Başlangıçta mekanik dayanıklılık önem kazanırken ilerleyen zamanda biyobozunma 

sonrası yerine geçecek kemik dokusuna yapıtaşı olarak katılarak da yeni doku 
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oluşumuna yardımcı olmaktadırlar. Kemik dokusu ile zaman içerisinde uyum ve 

ahenkle gerçekleşen ideal yer değiştirme zamanlaması hasta uzvunun sağaltımında son 

derece önemlidir (Li ve ark. 2005, Kaynak: Persidis p.508-510, Petite p. 959–963).  

Osteokondral lezyonlar kemik ve kıkırdak olmak üzere iki farklı dokuyu 

içermektedir ve bu dokuların iyileşme yolakları tamamen birbirinden farklıdır. Son 

yıllarda artiküler eklem hasarlarını tedavi etmek için çok tabakalı osteokondral doku 

iskeleleri üzerinde çalışmalar yoğunlaşmıştır. Araştırmacılar osteokondral dokunun 

yapısını taklit etmek için kemik ve kıkırdak dokularını ayrıca, bu tabakaların ara yüzey 

kısmını içeren çok tabakalı biyokompozitler üzerine çalışmaktadırlar. 

Bu tez çalışmasının amacı, osteokondral doku rejenerasyonunu destekleyecek 

özelliklere sahip β-trikalsiyum fosfat (β-TCP), kitozan ve aljinat polimerleri 

kullanılarak dondurarak kurutma yöntemi ile üç tabakalı doku iskelesi hazırlamaktır. Bu 

amaca yönelik olarak, bu biyokompozitlerin üretimi ve karakterizasyon çalışmaları 

yapılarak, etkinlikleri piyasada mevcut bulunan MaioRegen (Fin-Ceramica Faenza 

S.p.A., İtalya) doku iskelesine karşı in vivo hayvan deneyleri yapılarak karşılaştırmalı 

çalışmalarla incelenmiştir. Hayvan deneyleri sırasında plateletce zengin plazma (PRP) 

yüklenmiş doku iskelelerinin etkinliği diğer deney gruplarıyla karşılaştırılmıştır. Ayrıca 

bu biyokompozitin in vitro sitotoksisite ve deri iritasyon çalışmalarıyla biyouyumluğu 

incelenmiştir. 
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GENEL BİLGİLER 

2.1 Osteokondral Dokunun Yapısı 

Osteokondral doku birbirinden farklı yapıdaki subkondral kemik ve artiküler 

kıkırdak dokularını, ve bunların ara yüzeyinde bulunan yumuşak ve kararlı geçiş 

yapısını içermektedir. Artiküler kıkırdak doku yumuşak ve stres absorbsiyonu sağlayan 

yaklaşık 3-4 mm kalınlığa sahip artiküler eklem yüzeyinde bulunan yapılardır (Harley 

ve ark. 2010). Artiküler kıkırdak doku ekstraselüler matriksi doku sıvıları ve iskelet 

yapısını ve kararlılığını sağlayan büyük bir çoğunluğu tip II kollojen ve 

glikozaminoglikanlardan oluşan makromolekülleri içermektedir. Kollajenler artiküler 

kıkırdağın kuru ağırlığının yaklaşık  % 60’nı oluşturmaktadırlar, proteoglikanlar ise % 

25-30’unu oluştururken geri kalan yapısal makromoleküller ise kollajen olmayan 

proteinler ve glikoproteinlerdir (Buckwalter ve ark. 2005). Kollajenler ağ şeklinde 

proteoglikanları sararak dokunun bütünlüğünü ve gerilmeye karşı direnç gücünü 

sağlamaktadırlar. Kondrositlerle ağ arasındaki karşılıklı dayanışma, dokunun yaşam 

boyu bütünlüğünün korunmasını sağlamaktadır (Şenköylü ve Korkusuz 2004). Deri ve 

kemikten farklı olarak artiküler kıkırdak doku (Şekil 2.1) damarsız, hücre dansitesi 

düşük ve kendi kendine onarıcı özelliği zayıf yapıya sahiptir. Beslenmesi sinovyal 

sıvıdan difüzyonla gerçekleşmektedir (Harley ve ark. 2010).  

 

Şekil 2-1: Subkondral kemik, kalsifiye kıkırdak, tidemarkın ve artiküler kıkırdağın şematik 

görünümü (Madry ve ark. 2010). 
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Kemik dokusu ise organik ve inorganik bileşenlerden oluşmaktadır. Organik 

bileşenler kollajenler, kollajen olmayan diğer proteinler ve hücrelerdir. Başlıca 

inorganik bileşen ise hidroksiapatit olup, başlıca elementleri kalsiyum ve fosfattır 

(Korkusuz ve ark. 2011). Kemik dokusunun ağırlığının %70’ini inorganik maddeler 

oluşturmaktadır (Tampieri ve ark. 2003). Kemik organik matriksinin %90-95’i kemiğe 

kuvvetli bir gerilme direncini sağlayan kollajen lifleri, geri kalanı ise ana madde olarak 

nitelendirilen homojen bir ortamdan ibarettir. Kollajen lifler, kemiğe kuvvetli bir 

gerilme direnci sağlamaktadır. Ekstraselüler sıvının ana maddeleri proteoglikanlardır 

ayrıca kondroitin sülfat ve hiyalüronik asit içermektedir (Sayın ve Çalış 2006). Kemik 

sert olmasına rağmen çok esnek, damardan yoğun, metabolik olarak aktif ve yüksek 

hücre dansitesine sahiptir. Osteoklast, osteoblast ve osteositler kemik iliğindeki kan ve 

kök hücreler dışında kemiğin hücrelerini oluşturmaktadır (Korkusuz ve ark. 2011).  

Eklem kıkırdağı yüzeyel zon, geçiş (orta) zonu, derin zon ve kalsifiye kıkırdak 

zonu olarak dört tabakaya ayrılmaktadır. En derin tabaka olan kalsifiye kıkırdak 

tabakası, hiyalin kıkırdağı kortikal yapıdaki subkondral kemikten ayırmaktadır. 

Artiküler eklemlerin yapısında subkondral kemik plağı ile artiküler kıkırdak arasında 2-

5 µm kalınlığındaki dokuya ise ‘Tidemark’ denir (Şekil 2.1) (Kuran, 2011).  Kalsifiye 

kıkırdak mineralize olmayan ve damar içermeyen kıkırdak dokusu ve mineralize, damar 

yoğunluğu fazla kemik dokusu arasında güçlü ve kararlı bir arafaz oluşturmaktadır. 

Yapısındaki CaP içeriği kıkırdak dokusuna yakın kısımlara doğru azalırken, kollajen 

miktarıda kemik dokusuna yakın kısımlarda azalmaktadır (Harley ve ark. 2010). 

2.2 Osteokondral Lezyonlar 

Osteokondral lezyonlarda subkondral kemik ve üzerindeki kıkırdak 

zedelenmiştir. Bu lezyonları odaksal ve dejeneratif olmak üzere iki grupta 

inceleyebiliriz. Odaksal lezyonlar travma, osteokondritis dissekans (OD) ya da 

osteonekroz nedeniyle oluşan sınırları belli olan hasarlardır. Dejeneratif lezyonlar ise 

bağların instabilitesinde, menisküse bağlı yaralanmalarda ve osteoartritte (OA) 

görüldüğü gibi sınırları belli olmayan hasarlardır (Falah ve ark. 2010). Osteokondral 

lezyonlar en çok travmalara bağlı oluşmaktadır. Kaza ya da spor kazaları nedeniyle 

oluşan aşındırıcı kuvvetler kıkırdak dokusunda bazen subkondral dokuyu da içerisine 

alarak strese bağlı kırıklar oluşturmaktadır. Diz kapağı çıkıkları bu mekanizmayla 

osteokondral kırıklara neden olmaktadır. 20-40 yaş arası genç hastalarda yaygın görülen 
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uyluk kemiği kondilleri etrafında oluşan osteokondral lezyonların % 40-50’sinin nedeni 

bu mekanizmadır (Boden ve ark. 1997). Osteokondritis dissekans osteokondral bir 

fragmanın çevre kemik ve kıkırdak dokudan bağlantısının kesilmesi durumudur (Yılmaz 

2012). OD’a en çok tekrarlayan mikrotravmalar neden olmaktadır. (Pate ve ark. 1998; 

Falah ve ark. 2010). Damarlanmadaki bozukluklar, steroit tedavisi, alkol bağımlılığı 

gibi sebepler osteonekroza neden olabilmektedir. 40 yaşından sonra en çok görülen 

kondral lezyon ise osteoartrit nedeniyle oluşmaktadır. OA risk faktörleri arasında 

anormal biyomekanik ve travma, obezite, yaş, genetik yanlış yerleşim, yüksek kemik 

mineralizasyonu ve konjenital kemik ve kıkırdak gelişim bozuklukları gibi nedenler 

sayılabilmektedir (Kuettner ve ark. 2005). Dejeneratif lezyonlar farklı derinlik ve 

büyüklükte olabilmektedir. Subkondral kemiğin katılaşması düşük mekanik dayanıklılık 

ve kıkırdak matriksinin bozulmasına neden olmaktadır. Menisküs yırtılması ve bağların 

kopması ile dizin instabil olması biyomedikal fonksiyonun yitirilmesine yol açmaktadır 

bu durum da kıkırdak yaralarının boyutunu arttırmaktadır.  

2.3 Osteokondral Lezyonların Tedavi Yaklaşımları 

Hasarlı dokunun yapısı ve büyüklüğüne göre osteokondral hasarın tedavisi için 

artroskopik inceleme ve debriman, abrazyon artroskopi ve mikrokırık gibi cerrahi 

yöntemler günümüzde sıklıkla kullanılmaktadır. Bu uygulamalar hasarı tedavi etmesi 

için vücudu uyarır ve hasarlı bölgede fibrokıkırdak oluşmasına yol açmaktadır. 

Fibrokıkırdak doku yara izi kalmış ve hyalin kıkırdakla karşılaştırınca elastikiyetini 

kaybetmiş, sertliği ve kaplama özelliği azalmış bir dokudur. Oluşan bu doku uzun süre 

fizyolojik yükü taşımayı garantilememektedir (Lattermann ve ark. 2009; Rodrigues ve 

ark. 2011). Bu nedenlerden dolayı ortopedistler osteokondral lezyonları tedavi etmek 

için hastanın kendisinden alınan (otogreft) veya kadavradan (allogreft) temin edilen 

kemik doku parçalarının ve otolog kondrositlerin hasarlı bölgeye 

implantasyonunu/transplantasyonunu tercih etmektedirler. Kendi kemiği kullanılan 

hastalarda verici saha ağrısı, enfeksiyon, morbidite ve limitli stok yüzünden elde 

edilebilmede sınırlamalar gibi sakıncalar bulunmaktadır. Kadavra menşeyli dokularda 

ise enfeksiyon ve enflamasyon gibi sorunlar ortaya çıkmaktadır (Rodrigues ve ark. 

2011). Bu nedenlerden dolayı son yıllarda biyopolimerler ve biyoseramikler 

kullanılarak hazırlanan alternatif doku transplantı geliştirme çalışmaları önem 

kazanmıştır. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1063458404002596
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Osteokondral doku yenilenmesi süreci hücre çoğalması, hücre farklılaşması ve 

ekstraselüler matriks sentezi gibi iç içe geçmiş kompleks aşamalardan oluşmaktadır. Bu 

aşamalar ise büyüme hormonları tarafından yönetilmektedir. Klinik uygulamalarda 

doğal ya da rekombinant büyüme hormonları kullanılmaktadır. Ancak bu tedavi 

yöntemlerinin pahalı olması ve immünolojik problem yaratabilmesi nedeniyle 

kullanımları limitlidir. Büyüme hormonlarının konsantre bir şekilde verilmesinin diğer 

bir yolu ise platelet yönünden zenginleştirilmiş plazmanın (PRP) hasarlı kemik ve 

kıkırdak dokusuna uygulanmasıdır. Bu uygulama bir kişiden alınan küçük miktardaki 

kanın özel bir tüpe konularak santrifüj işlemine tabi tutulmasından sonra bileşenlerine 

ayrıştırılması ve elde edilen az miktardaki PRP'nin yine aynı kişiye geri verilmesini 

temel almaktadır (Marx ve ark. 1998; Kutlu ve ark. 2013). 

2.4 Biyomimetik Osteokondral Biyokompozitlerin Dizaynı 

Son yıllarda artiküler eklem hasarlarında kıkırdak ve subkondral kemiği tedavi 

etmek için yapılan çalışma sayısı artmıştır (Lynn ve ark. 2004). Osteokondral yapıyı 

taklit etmek için poliglikolit, polilaktik asit ve polilaktit ve bunların kopolimerlerinden 

oluşan sentetik polimerler ve/veya kitozan, aljinik asit, kollajen gibi doğal polimerler 

kullanılmaktadır. Bazı çalışmalarda polimerlere ek olarak kemik yapısını taklit etmek 

için kemik yapısında bulunan kalsiyum fosfat türevi biyoseramikler de kullanılmaktadır. 

Doğal kemik ve kıkırdak dokusunu taklit etmek, mekanik ve biyolojik performansı 

arttırmak için polimer ve biyoseramiğin birlikte kullanıldığı biyokompozit yapılı doku 

iskeleleri üretilmektedir. Polimer fazına seramik fazının eklenmesideki avantaj sadece 

seramiklerin iskelenin biyomekanik özelliklerini arttırması değil ayrıca seramikler 

ortamda tampon özellik gösterip polimerlerin asidik ortamda bozunmalarını 

önlemektedirler. Geliştirilen polimer/kalsiyum fosfat kompozitlerin iyi biyouyumluluk 

gösterdikleri birçok çalışmayla kanıtlanmıştır. Bu çalışmalarda hidroksiapatit veya 

trikalsiyum fosfat ve biyobozunabilen polimerlerle oluşturulmuş biyokompozitlerin 

biyouyumluluğu ve etkinliği in vitro ve/veya in vivo çalışmalarla incelenmiştir. Liao ve 

ark. (2010) yaptığı hücre kültürü çalışmalarında trikalsiyum fosfat ve kitozandan 

oluşturulmuş biyokompozitlerin hücre proliferasyonunu tek başına kitozandan daha 

fazla arttırdığı gözlenmiştir. Yapılan bir diğer çalışmada ise trikalsiyum fosfat ve poli 

(L-laktik asit) kullanarak ürettilen biyokompozitin in vivo hayvan deneyleriyle etkisi 

incelenmiştir. Koyunlar üzerinde yapılan bu çalışmada biyokompozit içine hücre göçü 
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gerçekleştiği ayrıca bu kompozitin içerisinde orta bölümü dahil olmak üzere yeni kemik 

büyümesinin oluştuğu rapor edilmiştir (van der Pol ve ark. 2010). 

Yapılan çalışmalarda osteokondral hasarı tedavi etmek için tek tabakalı 

biyokompozitlerin yetersiz olduğu gözlenmiştir. Osteokondral bölge birbirinden farklı 

yapıdaki kemik ve kıkırdak dokusunu içermektedir. Yapının taklit edilebilmesi için 

yapı, hem kemik hem de kıkırdak dokularının rejenerasyonunu ve tekrar yapılanmasını 

desteklemelidir (Nooeaid ve ark. 2012). Bu amaca yönelik mineralize kemik tabakası ve 

mineralize olmayan kıkırdak tabakasını içeren çok tabakalı biyokompozitler üzerine 

çalışmalar yapılmaktadır. Kondral faz ve kemik fazı ayrı ayrı üretilip fibrin yapıştırıcı 

veya kondriositlerle yapay bir şekilde birleştirilmiş bu çift fazlı yapıların implantasyon 

sürecinde başarısız olduğu gözlenmiştir (Da ve ark. 2013, Liu ve ark. 2013). Bu nedenle 

ayrı ayrı tabakaları oluşturup yapay bir şekilde yapıştırmak yerine çift tabakalı 

monolitik yapılar geliştirilmiştir. Bu çalışmaların birinde kalsiyum aljinat jel kondral 

fazı, kalsiyum aljinat jel/hidroksiapatit ise kemik fazını taklit etmek için kullanılmıştır. 

Yapılan taramalı elektron mikroskobu sonuçlarına göre bu çift tabakalı monolitik 

yapının kıkırdak ve subkondral kemik dokularının oluşması için yeterli bir ortam 

oluşturduğu gözlenmiştir (Gelinsky ve ark. 2007). Çift tabakalı yapılara ek olarak tam 

taklit edilme sağlanması için kıkırdak, kemik ve iki doku arasındaki fazı (ara yüzey) 

içeren üç tabakalı sistemler geliştirilmiştir. Günümüzde piyasada bulunan Mairogen® 

ticari isimli preparat ameliyatlarda osteokondral hasarları tedavi etmek için 

kullanılmaktadır. Bu preparatta bilim adamları kıkırdak tabakası için % 100 tip I 

kollajen, ara yüz tabakası için % 60 tip I kollajen ve % 40 hidroksiapatit kombinasyonu 

ve kemik tabakası için % 30 tip II kollajen ve % 70 hidroksiapatit birleşimini kullanarak 

geliştirdikleri çoklu tabakalı yapıyla insan osteokondral dokusunu taklit etmeye 

çalışmışlardır (Kon ve ark. 2010).  

2.5 Osteokondral Biyokompozitlerin Sahip Olması Gereken Özellikler 

Biyokompozitlerin bazı temel özelliklere sahip olmaları gerekmektedir. Hasarlı 

dokuya mutlaka geçici mekanik destek sağlamalıdır; kemik dokusunun büyümesini ve 

damarlanmasını sağlamak için gözenekli bir yapıya sahip olmalıdır; biyokompozit 

materyalinin içerisine hücre göçüne izin vermelidir; osteojenezi ve yeni kıkırdak 

oluşumunu geliştirmeli ve desteklemelidir; biyokompozit ve doku arasındaki hücresel 

aktiviteyi geliştirmelidir; biyobozunur olmalı ve yeni oluşan doku oluşumunu 
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kolaylaştırmalıdır; yıkım son ürünleri toksik olmamalıdır; aktif ya da kronik 

enflamasyona neden olmamalıdır; sterilizasyonu kolay olmalı ve sterilizasyon 

aşamasında aktivitesini yitirmemelidir; biyoaktif madde ya da ilacın kontrollü salımını 

sağlamalı ve doku iyileşmesini hızlandırmalıdır (Porter ve ark. 2009). 

2.6 Biyokompozit Üretiminde Kullanılan Biyomalzemeler 

Biyomalzemelerin biyokompozit yapısında kullanılabilmesi için temel olarak 

biyogeçimli, hücrelerin bağlanmasına, çoğalmasına ve farklılaşmasına izin veren bir 

yapısının olması gerekmektedir. Biyouyumlu ve kolay biyobozunur olmaları ve 

ekstraselüler matriks yapısına benzemelerinden dolayı sentetik ve/veya doğal polimerler 

ve kemiğin inorganik bileşenlerine katılmaları, osteokondüktiviteleri nedeniyle 

biyoseramikler osteokondral doku iskelesi yapımda kullanılmaktadırlar.  

2.6.1 Doğal ve Sentetik Polimerler 

Osteokondral doku iskelesi üretiminde doğal, yarı doğal veya sentetik polimerler 

sıklıkla kullanılmaktadır. Sentetik polimerlerin yapılarının kontrol edilebilir olması 

nedeniyle istenen mekanik ve biyobozunma özelliklerine sahip polimerler 

üretilebilmektedir. Bu tip polimerlerin doğal polimerlere göre daha az toksisite ve 

immün reaksiyon oluşturma riski vardır. Fakat sentetik materyaller biyolojik olarak 

daha az geçimlidirler ve hücre doku iskelesi arasındaki iletişim daha azdır bu nedenle 

istenen hücre cevabı alınamamaktadır. Bozunma ürünlerinin birikmesi ve lokal bölgenin 

pH’sının düşmesi nedeniyle toksik ya da inflamatuar yanıta neden olabilmektedirler 

(Quaglia 2008; Kim ve ark. 2011).  

Doğal polimerler ise ekonomik ve doğaya sadık olmalarının dışında 

biyobozunur olmaları, düşük toksisite riski taşımaları, düşük üretim ve imha maliyetleri 

nedeniyle tercih edilmektedirler (Mano ve ark. 2007; Quaglia 2008; Kim ve ark. 2011). 

Doğal polimerlerin ayrıca biyolojik makromoleküllere benzedikleri için biyolojik sinyal 

akışına, hücre adezyonuna ve tekrar yapılanmaya yardımcı olma gibi özellikleri de 

vardır (Zhang ve ark. 2010; Kim ve ark. 2011). 

2.6.1.1 Kitozan 

Deniz canlılarının ve kara böceklerinin kabuklarında, mantarların hücre 

duvarında ve iplik kurdu yumurtasında bulunan kitini doğal yollarla elde edilen 

polimerlere örnek verebiliriz. Kitozan kitinin deasetilasyonu (Şekil 2.2) sonucu üretilen 
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bir polisakkarittir ve yarı sentetik bir polimerdir (Francis Suh ve Matthew 2000; Khor 

ve Lim 2003, Bueter ve ark. 2013). Bilimadamları çalışmalarında kitozanı doku iskelesi 

geliştirmek için tek başına ya da diğer polimerlerle ve/veya biyoseramiklerle kombine 

bir şekilde kullanmaktadırlar. Kitozanın biyokompozit üretimi için kullanılmasının 

nedenleri kendine has karakteristik özelliklerinin bulunmasıdır. Bunların başlıcaları 

yüksek biyoadezyon kabiliyeti, yüksek delikli yapı oluşturması, biyobozunur olması, 

toksik olmaması, proteinlere karşı afinitelerinin olması, antitümör, antifungal ve 

hemostatik özelliklerinin bulunmasıdır (Alvesve Mano 2008; Kim ve ark. 2008). 

Bunlara ek olarak kitozanın güçlü bir yara iyileşmesini arttırıcı özelliği vardır, 

makrofajları aktive ederek sitokinlerin salınmasını sağlayıp enfeksiyonu 

engellemektedir (Costa-Pinto ve ark. 2011).  

 

 

Şekil 2-2: Kitin ve kitozanın elde edildiği canlılar ve kimyasal yapıları şematik gösterilmektedir 

(Bueter ve ark. 2013).  

 

Kitozanın elde ediliş kaynağı ya da yöntemine göre molekül ağırlığı 300 kDa-

1000 kDa aralığında değişir. Kitozan katı haldeyken yüksek elastik ve semi-kristalize 

yapıya, ve yüksek camsı geçiş sıcaklığına sahiptir (Nystrom ve ark. 1999; Martino ve 
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ark. 2005). Kitozan glikozamin ve N-asetilglikozamin birimlerine β (1→ 4) glikozit 

bağlarıyla bağlanmasıyla oluşan lineer bir polimerdir. pH 7’nin üzerinde çözünür değil 

iken pH 6’nın altında yapısında bulunan serbest amin grupları protonlanır ve polimer 

çözünür hale gelir. Kitozan yapısında üç farklı fonksiyonel grup barındırır amino grup, 

primer ve sekonder hidroksil grupları. Bu gruplar polimere diğer polimerlerle kopolimer 

oluşturma özelliği kazandırır. Yapısındaki amin grupları nedeniyle pozitif yüklüdür. 

Negatif yüklü polimerlerle polielektrolit kompleksi oluşturdukları için dayanıklı kemik 

iskeleleri ortaya çıkarırlar. (Francis Suh ve Matthew 2000; Alvesve Mano 2008; Kim ve 

ark. 2008; Jayakumar ve ark. 2010). 

2.6.1.2 Aljinat 

En çok kullanılan polisakkarit polimerlerinden bir diğeri ise aljinattır. 

Kahverengi deniz yosunları türlerinden elde edilen bu polimer D-mannuronik asit ve L- 

guluronik asitin 1→4 bağlanmasıyla oluşan lineer kopolimer bir yapıya sahiptir. 

Biogeçimli olması, immunojenik olması, anyonik karakterde olması ve kıvam arttırıcı 

özelliğinin olması aljinatın biyometaryal olarak bilim adamları tarafından 

kullanılmasının başlıca nedenleri arasında sayılabilmektedir. Aljinatın miktarı ve 

kalitesi elde edildiği türe göre değişmektedir (Rinaudo 2008). Yapısındaki D-

mannuronik asit ve L-guluronik asit oranına ve blok yapılarının (Şekil 2.3) 

değişikliklerine göre aljinatların sulu ortam içerisindeki fiziksel özellikleri farklılık 

göstermektedir. Guluronik asit blokları mannuronik asit bloklarına göre daha sert bir 

polimer oluşmasını sağlar ayrıca guluronik asit kalsiyum iyonları ile daha etkin bağlar 

oluşturmaktadır (Kakita ve Kamishima 2008). Guluronik asit içeriği yüksek olan deniz 

yosunları türlerinden elde edilen polimerlerin daha iyi jel oluşturduğu gözlenmiştir. Jel 

oluşturma kapasitesi zincir uzunluğu arttıkça ve molekül ağırlığı 400–500 kDa’un 

üzerine çıktıkça artmaktadır. Aljinik asit ve kalsiyum tuzları suda çözünmezler fakat su 

içerisinde şişerler. Aljinik asitin sodyum tuzları ise suda iyi çözünürler ve yüksek 

molekül ağırlığına sahip olanlar viskoz ve yapışkan bir çözelti oluştururlar 

(Khotimchenko ve ark. 2001). Pozitif yüklü polimerlerle polielektrolit kompleksi 

oluşturdukları için dayanıklı kemik iskeleleri ortaya çıkarmaktadırlar (Francis Suh ve 

Matthew 2000). Ayrıca kalsiyum iyonlarıyla (CaCl2, CaSO4, CaCO3, kalsiyum asetat ve 

kalsiyum askorbat)  çapraz bağlanarak dayanıklı polimerik matriksler oluştururlar 

(Nokhodchi ve Tailor 2004). Birbirine komşu aljinat zincirleri yapısında bulunan 
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glukuronik asit bloklarına ait karboksi gruplarıyla kalsiyum iyonları iyonik etkileşime 

girer ve dayanıklı üç boyutlu ağlar oluştururlar (Şekil 2.4) (Kuo ve Ma 2007; Saarai ve 

ark 2011). 

 

 

Şekil 2-3: Aljinik asitin polimerik bloklarının yapısı (Khotimchenko ve ark. 2001). 
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Şekil 2-4: Çapraz bağlanmış aljinatın şematik gösterimi.   

 

2.6.2 Biyoseramikler 

 Biyoseramikler zarar görmüş veya işlevini yitirmiş kemik dokusunun tedavi 

edilmesi, yeniden oluşturulması ya da yerine geçmesi için geliştirilen özel tasarımlı 

biyomateryallerdir (Thamaraiselvi ve Rajeswari 2004). Biyoseramiklerin kimyasal 

yapısı doğal kemik yapısına benzemektedir ve hastanın kendi kemik dokusu ile 

bağlanmayı sağlarmaktadırlar ve yüksek biyouyumluluğa sahiptirler. Biyoseramik 

maddeler ayrıca tedavi etmek, sürdürebilirliği sağlamak, tekrar yapılanmayı sağlamak 

ve mevcut durumu iyileştirmek için dokulara biyolojik olarak aktif maddelerin 

salınması için de dizayn edilebilmektedirler (Vallet-Regí ve Ruiz-Hernández 2011). Bu 

materyaller ilaçların, nükleik asitlerin, hormonların ve büyüme faktörlerinin kontrollü 

salım çalışmalarında yer almaktadır. Biyoseramikler gözenekli ve yoğun formda, toz, 

granül ve kaplama materyali şeklinde üretilmektedirler. Bu yapılar seramik çeşidine ve 

doku etkileşimi sonucu verdiği cevaba göre biyoinert, biyoaktif ve biyobozunur olarak 

kategorize edilirler (Colilla ve ark. 2008). Biyoinert seramikler, inert yapıda olan ve 

oksijen iyonlarının oluşturduğu düzlemde metal iyonlarının dağılmasıyla oluşan 

polikristalin seramiklerdir. İki önemli türü mevcuttur; alümina (Al2O3) ve zirkonya 

(ZrO2). Bu tip biyoseramiklerin vücuda yerleştirildiklerinde reaksiyon geliştirdikleri 

ortaya çıkmıştır. Bu nedenle, araştırmacılar daha çok biyobozunan ve biyoaktif 

biyoseramikler üzerine yoğunlaşmışlardır (Castner ve Ratner 2002; Thamaraiselvi ve 

Rajeswari 2004). Biyobozunan seramikler zamanla bozunarak doku ile yer 
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değiştirmektedir. Trikalsiyum fosfat biyobozunan ve biyoaktif bir seramiktir. Biyoaktif 

biyoseramikler ise fizyolojik sıvılarla reaksiyona girip ara yüzey fazda biyomateryal ile 

kemik arasında güçlü bağlar oluştururlar. Bu bağlanma sonucu kemik mineral fazına eş 

değer biyolojik olarak aktif karbonat apatit oluşmaktadır. Biyoaktif seramikler biyoaktif 

camlar ve cam seramikler ile kalsiyum fosfatlar olmak üzere iki genel gruba ayrılırlar 

(Rezwan ve ark. 2006). 

2.6.2.1 Biyo Camlar ve Cam Seramikler 

İlk olarak biyoaktif camların biyouyumluluk ve kemik bağlama kapasiteleri 

1969 yılında keşfedilmiş ve 45S5 Bioglass® isimli ticari ürün piyasaya sürülmüştür. Bu 

camların implantasyonu sonrasında yüzeyinde özel bir reaksiyon gerçekleşmekte ve 

kristalize hidroksiapatit oluşmaktadır. Bu durum implantı çevreleyen dokular ile 

implant arasında güçlü bir bağ oluşturmaktadır. Yapılarında SiO2, Na2O, CaO ve P2O5 

gibi bileşikler taşıyan bu biyomalzemeler osteojenik genin aktive olmasını ve damar 

yapısının tekrar oluşmasını sağlayan Si, Ca, P ve Na gibi iyonları o bölgeye 

salmaktadırlar. Kimyasal yapılarının kontrol edilebilir olmaları nedeniyle 

biyobozunurluk hızlarının önceden ayarlanabilmesi en önemli avantajlarındandır. 

Mekanik dayanıklılıklarının düşük olması ve kırılgan bir yapıya sahip olmaları ise 

dezavantajları arasında sayılabilir (Kenny ve ark. 2003; Rahaman ve ark. 2006; Rezwan 

ve ark. 2006; Fu ve ark. 2011). Biyoaktif cam seramikler ise iki farklı kristal yapıya 

sahip mika ve apatitden oluşmaktadırlar. Mekanik özelliklerinin ve 

biyouyumluluklarının iyi, biyoaktivitelerinin yüksek olması ve tokisisite 

göstermemeleri gibi üstünlükleri bulunmaktadır (James 1995; Rahaman ve ark. 2006; 

Abou Neel ve ark. 2009). 

2.6.2.2 Kalsiyum Fosfatlar 

Biyoaktif biyoseramiklerin en çok kullanılan diğer bir grubu ise kalsiyum 

fosfatlardır. Doğal kemik dokusunun yapısının % 60’ını hidroksiapatit 

[Ca10(PO4)6(OH)2] oluşturmaktadır. Bu nedenle günümüzde araştırmacılar kemik doku 

iskelesi geliştirme çalışmalarında kalsiyum fosfat bileşikleri üzerine yoğunlaşmışlardır 

(Rezwan ve ark. 2006). Kalsiyum fosfatların kimyasal ve kristal yapıları kemiğe benzer 

yapıdadır ve kemikle biyouyumluluk gösterirler. Çok çeşitli kalsiyum fosfat türevleri 

vardır, Tablo 2.1’de Ca/P oranlarıyla birlikte en çok kullanılanları gösterilmektedir.   
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Tablo 2-1: Ca/P oranları, kimyasal formülleri ve farklı kalsiyum fosfat türevlerinin kimyasal 

adları (Felício ve Laranjeira 2000). 

Ca/P Formül Kimyasal Adı 

0,5 Ca(H2PO4)2 H2O 
Monokalsiyum fosfat 

monohidrat 

1 Ca(HPO4) H2O 
Kalsiyum fosfat 

dihidrat 

1 CaHPO4 
Kalsiyum fosfat 

(susuz) 

1,33 Ca4H2(PO4)3 2.5H20 Oktakalsiyum fosfat 

1,5 Ca3(PO4)2 
Trikalsiyum fosfat 

(TCP) 

1,67 Ca10(PO4)6(OH)2 Hidroksiapatit 

2 CaO Ca3(PO4)2 
Tetrakalsiyum fosfat 

monoksit 

 

Hidroksiapatit kristalleri doğal kemik ektraselüler matrisinde bulunduğu için en 

çok kullanılan kalsiyum fosfat seramiklerinden biridir. Hidroksiapatit (HA) ile üretilmiş 

farklı dansitede, poröz yapıda, büyüklükte ve mekanik özelliklerde üretilmiş birçok 

biyomateryal bulunmaktadır (Szpalski ve ark. 2011). Bu materyaller güçlü 

osteokondaktif özellikte olmasına rağmen düşük osteojenik aktivite göstermektedir. 

Literatürde geliştirilen yapay doku iskelelerinin üzerine hücre ekilebilmesi ya da 

hastanın kendi hücrelerinin yapıya göç edebilmesi için gözenek büyüklüğünün yaklaşık 

100 µm olması gerektiği rapor edilmiştir (Wang ve Ni 2003). Tek başına hidroksiapatit 

kullanıldığında kırılgan, yavaş biyobozunur ve yüksek erime derecesine sahip kemik 

doku iskeleleri oluşmaktadır. Bu nedenle daha çok polimerle kombine biyokompozit 

yapılar üzerine çalışılmaktadır. Diğer çok bilinen dezavantajları ise besin iletimini 

sağlayamadıkları için HA ile oluşturulan yapılar içerisinde hücrelerin yaşam sürelerinin 

kısa olduğudur.  
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Yapılarının kemik mineral fazına benzerliklerinden dolayı in vivo ilk olarak β-

trikalsiyum fosfat (β-TCP) ile üretilmiş kemik doku iskeleleri kullanılmıştır (Barrere ve 

ark. 2006). β-TCP ile hazırlanmış doku iskelelerinin güçlü osteokondaktif etkileri ve 

osteojenik aktiviteleri olduğu, sıkıştırma ve gerilme direnci kuvvetlerinin doğal 

kansallöz kemikle benzer olduğu ispatlanmıştır (Lu ve Zreiqat 2010). β-TCP ile 

oluşturulmuş iskelelerin kafatasındaki, mandibular bölgedeki, tibiadaki, femurdaki ve 

radyal hasarların tedavi edilmesine yardımcı olduğu birçok hayvan deneyi ile 

gösterilmiştir (Hing ve ark. 2007; Walsh ve ark. 2008; Jacobson ve ark. 2010; Nienhuijs 

ve 2010; Zhao ve ark 2010; Venkata ve ark. 2014). Bunlara ek olarak insanlardan 

çıkarılmış kemik tümörlerinin yerini doldurması için β-TCP’li doku iskeleleri 

kullanılmaktadır (Szpalski ve ark. 2011). Son yapılan çalışmalarda β-TCP’nin adipoz 

doku kök hücrelerinin osteoblastik hücrelere farklılaşmasını indüklediği gözlenmiştir 

(Liu ve ark 2008). Ayrıca kemik iyileşmesi ve tekrar yapılanması için kilit olaylardan 

biri olan anjiogenezi arttırdığı ortaya çıkmıştır (Okuda ve ark. 2010). Kemik iyileşme 

sürecinde doğal mineral presipitasyonu ve kemik oluşması ekstraselüler fosfat ve 

kalsiyum konsantrasyonuna bağlıdır bu nedenler β-TCP gibi kalsiyum fosfat 

türevlerinin kemik doku geliştirme çalışmalarında neden bu kadar fazla yer aldığını 

açıklamaktadır (Szpalski ve ark. 2011). 

2.7 Osteokondral Doku İskelesi Fabrikasyon Yöntemleri 

Hücreler ve ektraselüler matriks üç boyutlu (3D) yapıda organize olup organları 

oluşturmaktadır. Bu nedenle hücrelerin büyümeleri ve dokunun tekrar yapılanması için 

yapay doku iskelesinin üç boyutlu olması gerekmektedir. Kemik dokularının yapısı 

vücudun bulundukları bölgesine göre farklılık göstermektedir. Bu yüzden oluşacak 

doku iskelesinin yapısı, uygun biyomateryalin seçimine, üretim tekniğine uygulanacak 

bölgenin anatomik yapısına ve mekanik yüküne bağlı olarak değişmektedir. Bunlara ek 

olarak hastada oluşmuş hasarın geometrik yapısına görede fabrikasyon teknolojileri 

farklılık gösterebilmektedir. Ayrıca doku iskelelerinin biyobozunma hızı yeni oluşan 

dokunun gelişme ve iyileşme hızıyla aynı olmalıdır. Doku iskelesi fabrikasyon 

yöntemleri geleneksel yöntemler ve serbest katı hal yöntemleri şeklinde 2 grup altında 

incelenmektedir (Thavornyutikarn ve ark 2014). 
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2.7.1 Geleneksel Yöntemler 

Biyoemilir ve biyoçözünür materyallarin 3D fabrikasyon yöntemleri çeşitlilik 

göstermektedir, bunların en çok kullanılanları ise geleneksel yöntemlerdir. Geleneksel 

yöntemlerle elde edilen doku iskelesi fiber veya sünger yapıda olabilir. Sünger 

yapısındaki içsel bağlantılı gözeneklere sahip 3 boyutlu doku iskeleleri çözücü dökümü 

ve çözücü dökümü/parçacık uzaklaştırma, gaz köpüklendirme, eriyik kalıplama, faz 

ayrımı ve dondurarak kurutma gibi yöntemler ile üretilmektedir. Fiber yapıda olan doku 

iskeleleri ise tekstil teknolojileri, fiber bağlama ve elektro-eğirme gibi yöntemler ile 

elde edilmektedir (Gerçek Beşkardeş 2008). 

 2.7.1.1 Çözücü Dökümü/Parçacık Uzaklaştırma 

Bu yöntemde polimer çözeltisi spesifik çaptaki porojen adı verilen katı 

parçaçıklar (tuz, jelatin, parafin gibi) ile karıştırılmaktadır. Daha sonra çözücü 

uzaklaştırılır geriye katı polimere gömülmüş porojen parçacıkları kalmaktadır. Bu 

kompozit porojenin içerisinde çözünebileceği çözücünün içerisine daldırılır ve porojen 

parçacıkları yapıdan uzaklaştırılır böylece gözenekli katı polimerik yapıda doku iskelesi 

elde edilir (Şekil 2.5) (Gerçek Beşkardeş 2008; Zhu ve Chen 2013). Bu yöntemle % 

93’den yüksek gözenekliliğe sahip ortalama delik çapı 500 µm den fazla olan doku 

iskeleleri oluşmaktadır. Dezavantajları ise polimer/porojen kalın dökülürse çözücünün 

uzaklaşması zorlaşmaktadır bu nedenle bu teknikle sadece 3 mm kalınlıkta ince 

membranlar üretilebilmektedir (Mikos ve ark. 1996). 

 

Şekil 2-5: Çözücü dökümü/parçacık uzaklaştırma tekniğinin şematik gösterimi (Bartis ve 

Pongrácz 2011). 
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2.7.1.2 Gaz Köpüklendirme 

Gaz köpüklendirme tekniğinde kalıba dökülmüş biobozunabilen polimer üzerine 

CO2,  nitrojen, su ya da floroform gibi gaz köpüklendirme ajanları ile bu polimer doygun 

hale gelene kadar yüksek basınç uygulanır (Parks ve Beckman 1996; Quirk ve ark. 

2004;  Di Maio ve ark. 2005). Bu işlem sonucunda polimer içerisinde 100 ile 500 µm 

aralıkta çaplarda gaz kabarcıkları oluşur. Bu tekniğin avantajı organik çözücünün 

kullanılmamasıdır. Büyük içsel bağlantılı olmayan gözeneklerin ve gözeneksiz dış fazın 

oluşması bu yöntemin tercih edilmeme nedenlerindendir (Di Maio ve ark. 2005; 

Chatterjee ve ark. 2012). 

2.7.1.3 Eriyik Kalıplama 

Eriyik kalıplama tekniğinde istenilen geometriye sahip kalıbın içerisine porojen 

parçacıkları ve polimer doldurulduktan sonra kalıbın sıcaklığı polimerin camsı geçiş 

sıcaklığının üstüne çıkıncaya kadar ısıtılmaktadır. Bu yöntemle polimerler eriyerek 

birbirine bağlanmaktadır. Kalıp çıkartılınca porojen parçacıkları uzaklaştırılıp gözenekli 

iskele kurutulmaktadır. Uygulanan bu üretim şekliyle iskelenin morfolojisi ve şekli 

kontrol edilebilmektedir. Yüksek sıcaklıklar gerektirdiği için biyoaktif maddelerin doku 

iskelelerinin içerisine dahil etmek için uygun bir yöntem olmamaktadır. Ayrıca porojen 

kalıntı riski de bulunmaktadır. 

2.7.1.4 Oda Sıcaklığında Sıkıştırarak (Pres) Kalıplama 

Oda sıcaklığında sıkıştırarak kalıplama, eriyik kalıplama yöntemindeki, 

biyoaktif madde hapsedilmiş doku iskelelerinin üretilememesi probleminin aşılması için 

geliştirilmiştir. Bu yöntem için düşük sıcaklık ve basınç ayrıca, polimeri çözecek 

organik çözücü ve porojen partiküllerini çözecek inorganik çözücü (su) gerekmektedir. 

Oluşan gözenekler çözücüler uçurulduktan sonra küçülebilir bu da tolere edilebilir bir 

küçülmedir (Pan ve Din 2012). Şekil 2.6’da oda sıcaklığında sıkıştırarak kalıplama 

yöntemiyle üretilmiş doku iskeleleri gösterilmektedir. 



18 

 

Şekil 2-6: (a) Oda sıcaklığında sıkıştırarak kalıplama yöntemi şematik gösterilmektedir. (b) Bu 

yöntemle oluşan gözenekli doku iskelelerinin fotoğrafı gösterilmektedir (Pan ve Din 2012). 

 

2.7.1.5 Faz Ayrımı/Emülsifikasyon 

Faz ayrımı emülsifikasyon/dondurarak kurutma ve sıvı-sıvı faz ayrımı şeklinde 2 

farklı yöntem izlenerek gerçekleştirilebilmektedir. İlk metotda emülsiyonu oluşturmak 

için polimer organik çözücü içerisinde çözüldükten sonra ortama su eklenmektedir. 

Oluşan su/polimer karışımı kalıba dökülür ve sıvı azot yardımıyla soğutulduktan sonra 

çözücüleri uzaklaştırmak için dondurularak kurutma uygulanmaktadır (Şekil 2.7). Bu 

işlem sonucunda yüksek gözenekliliğe sahip süngerimsi yapılar oluşmaktadır. Sıvı–sıvı 

faz ayrımında ise polimer çözeltisini soğutma işleminden sonra polimerce zengin ve 

polimerce yoksul faz şeklinde iki ayrı faz oluşmaktadır. Çözücü ortamdan 

uzaklaştırılınca yüksek gözenekli polimerik doku iskelesi oluşmaktadır. Bu yöntemle 

polimer konsantrasyonu, soğutma sıcaklığı ve oranı kontrol edilerek makro ya da mikro 

boyutta gözeneklere sahip süngerimsi yapılar hazırlanabilmektedir. Düşük sıcaklıklarda 

hazırlandıkları için biyoaktif maddeler için uygun bir yöntemdir (Whang ve ark. 1995; 

Nam ve Park 1999; Mikos ve Temenoff 2000; Zhu ve Chen 2013). 
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Şekil 2-7: Faz ayrımı emülsifikasyon/dondurarak kurutma işleminin şematik gösterimi (Whang 

ve ark. 1995). 

  

2.7.1.6 Tekstil teknolojileri (Elektrospinning) 

Tekstil teknolojileri çok çeşitli süreçleri içeren elektirik yükünden yararlanılarak 

polimerlerden örülmüş doku iskelelerinin üretimi için kullanılmaktadır. Bu yöntemi 

gerçekleştirmek için kullanılan düzenekte polimerik materyalleri içeren şırınga 

pompası, yüksek elektriksel alan yaratan ve dönme hareketini sağlayan yüksek voltaj 

kaynağı ve oluşan fiberleri toplayan bir toplayıcı bulunmaktadır (Sill ve von Recum 

2008; Kim ve ark. 2010). Bu düzenek Şekil 2.8’de gösterilmiştir. Uygulanan elektriksel 

kuvvetler çözücünün uçmasına ve polimerin yapıdan ayrılmasına neden olmaktadır. 

Oluşan fiber formlu polimerik yapılara istenilen şekil verilebilmektedir. Polimerin 
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yapısı, süreç parametreleri ve çevresel faktörler oluşan fiberlerin morfolojisini 

değiştiren önemli etkenlerdir (Jain 2006; Zhu ve Chen 2013). Bu yöntem ile doğal ya da 

sentetik polimerler kullanılarak 2 nm’den çeşitli mikrometrelere kadar farklı boyutlarda 

fiber yapıda yüksek yüzey alanına sahip doku iskeleleri üretilebilmektedir (Zhu ve Chen 

2013).  

 

 

Şekil 2-8: a) Elektrospinning düzeneğinin şeması. b) Elekrospinning teknolojsi ile üretilmiş 

farklı konsantrasyonlarda polimer içeren fiberlerin görüntüleri (Sill ve von Recum 2008). 

 

2.7.1.7 Dondurarak Kurutma 

Dondurarak kurutma, çözeltileri kararlı katı materyallere çevirmesi nedeniyle 

gıda biliminde, ilaç teknolojisinde ve enzim stabilitesi için kullanılan yaygın bir 

yöntemdir. Dondurarak kurutma işlemi temel olarak üç adımdan oluşur; çözelti düşük 

sıcaklıklarda (ötektik sıcaklığın veya camsı geçiş sıcaklığının altına düşecek şekilde) 

dondurulur; donmuş örnek vakum yardımıyla basıncın düşürüldüğü (düşük milibarlara) 

kabinin içerisine yerleştirilir ve düşük sıcaklıklarda (-80 °C), vakum altında çalıştırılan 

cihaz donmuş olan çözücünün içerisindeki buz kristallinin süblimleşmesini sağlar buna 

birincil kurutma işlemi denmektedir; materyal içerisindeki donmamış suyun 
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uzaklaştırılma işlemine de ikincil kurutma işlemi denmektedir. Son 20 yıldır bu yöntem 

üç boyutlu doku iskeleleri geliştirme çalışmalarında yer almaktadır. Polimer su içerinde 

çözülür çözelti dondurularak polimerlerin arasında buz kristalleri oluşur oluşan 

kristaller süblimleşir ve polimer gözenekli delikli katı hal alır (Huang ve ark. 2005). Faz 

ayrımı/emülsifikasyon tekniğinde ise organik çözücüde hidrofobik polimer çözülür ve 

sıvı kristallerinin oluşması ve gözenekli bir doku iskelesi oluşturması için ortama su 

eklenmektedir. Dondurarak kurutma yönteminde, uygulanan ilk basamaktaki donma 

sıcaklığı ve süresi,  uygulanan işlem süresi, kabin sıcaklığı, basıncı ve doluluğu, örneğin 

hacmi, polimerin yapısı gibi parametreler oluşan doku iskelesinin gözenek büyüklüğünü 

ve dağılımını etkilemektedir. Bu yöntemle sünger yapısındaki içsel bağlantılı 

gözeneklere sahip 3 boyutlu doku iskeleleri üretilmektedir. Han ve arkadaşlarının 

yapmış olduğu bir çalışmada dondurarak kurutma yöntemini kullanarak kitozan, aljinat 

ve HA doku iskeleleri hazırlamışlardır (Şekil 2.9-10). Bu çalışma sonucunda çapraz 

bağlanmamış olanların % 90, çapraz bağlanmış olanların ise % 70 gözenekliliğe sahip 

doku iskeleleri geliştirilmiştir (Han ve ark. 2010). Tampieri ve ark. yaptığı çalışmada ise 

biyomimetik üç tabakalı osteokondral dokuyu taklit eden doku iskelesi geliştirilmiştir. 

Doğal kemik ve kıkırdak dokusunda bulunan kollajen ve kemik yapısında bulunan 

hidroksiapatit biyomateryal olarak kullanılmış ve dondurarak kurutma işlemi ise üretim 

tekniği olarak seçilmiştir (Tampieri ve ark. 2008; Kon ve ark. 2010). Oluşan bu ürün 

Maiorogen® isimli ticari preparat olarak piyasaya sürülmüştür ve günümüzde ülkemiz 

dahil bir çok ülkede cerrahlar tarafında osteokondral hasarlı hastalara implante 

edilmektedir.  
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Şekil 2-9: Dondurarak kurutma işlemi uygulanmış bir çalışmanın şematik gösterimi. CS; 

kitozan, HA; hidroksiapatit (Han ve ark. 2010). 

 

 

Şekil 2-10: Han ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmadan alınmış doku iskelelerinin SEM 

görüntüleri (Han ve ark. 2010). 

 

2.7.2 Serbest Katı Hal Yöntemleri 

Bilgisayar destekli tasarım (Computer aided design, CAD) (Şekil 2.11), 

bilgisayarlı tomografi ve manyetik rezonans görüntüleme verileri gibi bir çok bilgisayar 

destekli teknik serbest katı hal yöntemleri altında toplanmaktadır. Bu tekniklerle doku 

iskelesinin dizaynı yapılıp katman katman üretimi yapılabilmektedir. Oluşan doku 

iskelesinin yapısı kontrol edilebilmektedir, istenilen boyutta gözenekliliğe sahip ve 

istenilen geometrik şekilde ve yapıda iskeleler bu yöntemlerle üretilebilmektedir. Isı, 

ışık, yapıştırıcı ve kalıp kullanarak üretime dayanan birçok serbest katı hal yöntemi 

bulunmaktadır. Tabakalı nesne imalat metodu, seçici lazer sinterleme (Lee ve ark. 
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2007), ergiterek malzeme yığma (Yen ve ark. 2009), üç boyutlu baskı (Bose ve ark. 

2013) ve hızlı prototipleme (Park ve ark. 2012) yöntemleri gibi birbirinden farklı tekniği 

serbest katı hal yöntemleri içerisinde sayabilmekteyiz (Bourell ve ark. 1990; Hutmacher 

ve ark. 2004). Bu yöntemler daha çok mühendislerin uyguladığı ileri teknoloji 

gerektiren ve pahalı uygulamalardır. 

 

 

Şekil 2-11: Serbest katı hal yönteminin şematik gösterimi (Thavornyutikarn ve ark. 2014). 

 

2.8 Biyokompozitlerin Sterilizasyonu 

Sterilizasyon bir ürünü kontamine eden tüm mikroorganizmaların (vejetatif, spor 

şekilleri dahil) ve virüslerin öldürülme veya uzaklaştırılma işlemidir (Dortunç, 2004).  

Sterilizasyon tekniği bazen oluşturulan biyomateryalin yapısını değiştirmekte ve toksik 

yan ürünler açığa çıkarabilmektedir. Uygun teknik ve yeterli sürede sterilizasyon 

yapılmadığında ise hastaya uygulanan materyal enfeksiyona yol açılabilmektedir (Nag 

ve Banerjee 2012). Günümüzde uygulanan birçok sterilizasyon tekniği bulunmaktadır. 

Bu teknikler kullanılacak olan polimerin ya da biyoseramiğin yapısına göre tercih 

edilmektedirler. Aseptik ortamda üretim, buhar, kuru ısı, gama ışınları, ultraviole  (UV) 

ışınları ve etilen oksit sterilizasyon teknikleri biyometaryallerin sterilizasyonu için en 

çok kullanılan yöntem olmaktadırlar. Fiziksel teknik olan otoklavla sterilizasyonda 
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biyomateryal 121°C, 18 psi, 18 dk buhar basıncına maruz bırakılmaktadır. Kuru ısı 

sterilizasyonundan daha iyi ısı transferi yaptığı için tercih edilmektedirler.  Isı ile 

sterilizasyon yöntemleri tamamen biyoseramikten oluşan implantlar için 

kullanılmaktadır. Örneğin Habibovic ve ark. (2008) yaptıkları çalışmada biyoseramikle 

hazırladıkları implant materyalini buharla sterilizasyon tekniğini kullanarak otoklavda 

sterilizasyon yapmışlardır. Polimerik materyallerin sterilizasyonunda ısı ile sterilizasyon 

yöntemleri polimerin yapısında değişiklik yapması nedeniyle tavsiye edilmemektedir 

(Premnath ve ark. 1996).  

UV sterilizasyonu da aynı şekilde yüzey sterilizasyonu için en çok kullanılan 

yöntemler arasında yer almaktadır. Bu yöntem kısa dalga boylarında yüksek enerji 

yoğunluğuyla, 280-100 nm, timin dimerleri oluşturup DNA replikasyonunu önleyerek 

bakterilerin eliminasyonunu sağlamaktadır. Riley ve ark. (2005) düşük enerji 

yoğunluğuyla bile titanyumdan oluşan dental implantın sterilizasyonunun 

gerçekleştirilebileceğini rapor etmişlerdir. En çok kullanılan bir diğer yöntem ise etilen 

oksit gazı ile yapılan sterilizasyon tekniğidir. Etilen oksit sterilizasyonu polimerik 

materyallerde ve ısıya duyarlı materyallerde kullanılmaktadır. Griffon ve ark. (2006) 

kitozanla oluşturdukları doku iskelesinin sterilizasyonunu etilen oksitle yapmışlardır. 

Toksik artık bırakma riskleri bulunmaktadır. Gamma ışınlarıyla sterilizasyon 

biyomateryal ve medikal ürünlerin sterilzasyonu için en güvenilir tekniklerden biri 

sayılmaktadır. Bu sterilizasyon tekniğinde iyonize yüksek enerji mikroorganizma 

DNA’sına zarar vererek sterilizasyonu gerçekleştirmektedir ve toksik artık 

bırakmamaktadır. Yüksek penetrasyon özelliği nedeniyle sıkıca paketlenmiş materyaller 

için uygun görülmektedir. Kullanılacak polimerin cinsine göre sterilizasyon tekniğinin 

güvenirliği değişmektedir. Örneğin Draget ve ark (1997) aljinatın gama ışınlarıyla 

yapılan sterilizasyonu sonucu serbest radikallerin meydana geleceğini ve felakete yol 

açabileceğini rapor etmişlerdir.  

2.9 Kemik/Kıkırdak Doku İskelelerinde Yapılan Kontroller 

Osteokondral doku iskelesinin biyouyumluluğunun tayin edilebilmesi için bir 

takım fizikokimyasal ve biyolojik testlerin yapılması gerekmektedir. 
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2.9.1 Biyobozunma 

Doku iskelesinin zamanla bozunup vücudun kendi hücrelerinin ve yapılarının 

iskelenin yerine geçmesi beklenmektedir. Hasarlı dokunun yeni dokuyla yer değiştirme 

hızı ile iskelenin bozunma hızının benzer olması istenmektedir. Ayrıca iskelenin yapısı 

bozunurken ekstraselüler matriksin tekrar yapılanmasına da izin vermeleri 

beklenmektedir. İskelenin yan ürünleri toksik ve immünolojik reaksiyonlara neden 

olmamalıdır. Bu nedenlerden dolayı doku iskelelerinin geliştirme çalışmalarında 

biyobozunma testleri yapılmaktadır. Yapılan bir çalışmada in vivo biyobozunmadan 

sorumlu birincil enzim olan lisozim kullanılmıştır. Vücutta dolaşan lisozim 

konsantrasyonuyla aynı 10000 U/L lisozim bulunan fosfat tampon çözeltisi içerisine 

vücut sıcaklığında doku iskeleleri koyulmuş ve çeşitli saatlerde bozunma hızları 

incelenmiştir (Sowjanya ve ark. 2013).  

2.9.2 Gözenek Yapısı 

Fizikokimyasal testlerden gözenek yapısının incelenmesi çok önemlidir çünkü 

doğal kemik ve kıkırdak dokusu içsel bağlantılı gözeneklere sahiptir. Hücrelerin 

iskelenin yüzeyine tutunması içerisine doğru ilerleyebilmesi ve çoğalıp farklılaşabilmesi 

için geliştirilen doku iskelesinin gözenekli bir yapıya sahip olması gerekmektedir. 

Örneğin kemik gelişmesi için optimum gözenek boyutu 75 µm ile 250 µm arasında 

değişmektedir, fibro-kıkırdak için ise 200µm ile 300µm arasında değişmektedir 

(Cheung ve ark. 2007). Gözenekliliğin karakterizasyonu için en çok taramalı elektron 

mikroskobu, ışık mikroskobu gibi görüntüleme teknikleri kullanılmaktadır. Sherwooda 

ve ark. (2002) PLGA/PLA ve TCP ile oluşturdukları doku iskelelerinin gözeneklerinin 

karaketerizasyonu SEM ile gerçekleştirilmiştir. Görüntüleme tekniklerinin dışında sıvı 

yer değiştirme metoduyla doku iskelelerin gözenekliliği incelenebilmektedir. Yapılan 

bir çalışmada kitozan, aljinat ve hidroksiapatit ile geliştirilen doku iskelelerinin yüzde 

gözenekliliklerini sıvı yer değiştirme metodunu kullanarak araştırmışlardır. Etanol 

içerisine konulan doku iskeleleri doygun hale gelene kadar bekletildikten sonra 

tartılmıştır. Doku iskelesinin ilk kuru ağırlığı ve etanole doymuş ağırlığından hareketle  

iskelenin gözenekliliğini hesaplamışlardır (Han ve ark. 2010). 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359836806001235
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2.9.3 Mekanik Dayanıklılık Testleri 

Gözenekliliğin dışında doku iskelesinin geçici fiziksel destek sağlıyabilmesi için 

iyi bir mekanik özelliğe sahip olması gerekmektedir ve bu özelliklerini tekrar yapılanma 

sürecinin sonuna kadar koruyabilmelidir. Bazı çalışmalarda mekanik özelliği 

sağlıyabilmek için istenen gözenekli yapı elde edilememektedir. İstenen gözeneklilik 

özelliklerin sağlanmaması damarlanmaya engel olmaktadır. Bu nedenle gerekli olan 

mekanik özellikler ve gözeneklilik yapısının dengede olması gerekmektedir. Mekanik 

özelliklerin karakterizasyonu için ise gerilim dayanıklığı ve sıkıştırma testleri 

yapılmaktadır. Sowjanya ve ark. (2013) doku iskelelerinin karakterizasyonunu 

sıkıştırma testi ile sıkıştırma gerilimi ve young modül değerlerini hesaplayarak 

yapmışlardır. Diğer bir çalışmada ise çekme deneyi ile doku iskelelerinin mekanik 

özellikleri incelenmiştir (Lee ve ark. 2011). 

2.9.4 Biyouyumluluk 

Doku iskelesinin hasarlı bölgeye implantasyonu sonrasında lokal inflamasyon 

başlamaktadır. Kızarıklık, şişlik, ağrı ve ateş inflamasyonun erken tanısıdır ve 

enfeksiyona karşı savaş açıldığının göstergeleridir. Nötrofillerin, eozinofillerin, 

makrofajların ve yabancı cisim dev hücrelerinin hasarlı bölgeye gelmesiyle savunma 

mekanizması harekete geçmektedir. Bu hücrelerin en önemli görevi ölü hücreleri ve 

doku iskelesi parçalarının fagozite edilmesini sağlamaktır. Makrofajlar hasarlı dokunun 

iyileşme sürecini başlatarak granülasyon dokusu oluşmasını sağlamaktadırlar. 

Granülasyon dokusu implantın etrafını sararken yabancı cisim dev hücreleri implantın 

yüzeyine yapışırlar. Eğer bu hücreler doku iskelesini fagosite edemezlerse yabancı 

cisim impalantı tamamen izole etmek için fibröz doku kapsül şeklinde implantın etrafını 

sarar. Biyomateryalin büyüklüğüne, şekline ve kimyasal-fiziksel özelliklerine bağlı 

olarak inflamasyonun şiddeti, süresi ve defektin iyileşme süresi değişebilmektedir. 

İmplantın başarılı olabilmesi için uygulanan biyometaryalin biyouyumlu olması 

gerekmektedir. Biyouyumluluk bir materyalin uygulandığı bölgede uygun biyolojik 

cevabı oluşturabilmesi durumudur (Liuyun ve ark. 2009; Uzun ve Bayındır 2011). 

Uygulanacak materyalin karsinojeniteye ve sistemik veya lokal toksisiteye neden 

olmaması, kimyasal açıdan inert olması, yeterli mekanik kuvvete sahip olması 

gerekmektedir (Özalp ve Özdemir 1996).   
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Doku iskelelerinin biyolojik performansının önceden tayin edilebilmesi için bir 

takım in vitro ve in vivo testler yapılmaktadır. İmplante edilen iskelenin araştırma ve 

geliştirmelerinde bunların etkinlik ve güvenilirliklerinin belirlenmesinde bu testler 

önemli rol oynamaktadırlar. Biyolojik testler genel olarak üç grupta sınıflandırılmıştır 

(Uzun ve Bayındır 2011): 

1. Başlangıç testleri 

2. İkincil testleri 

3. Kullanım testleri. 

Başlangıç testleri daha çok doku iskelesinin toksik profilini ortaya koymak için 

yapılmaktadır. Kemik doku iskelelerinde hücre toksisite, karsinojeniklik uzun süreli 

implant, sistemik enjeksiyon akut toksisite, hassasiyet, öldürücülük ve pirojen testleri 

yapılmaktadır (Özalp ve Özdemir 1996). İkincil testlerde ise test edilecek doku iskelesi 

fare, sıçan, koyun, köpek ve maymun gibi deney hayvanlarına implante edilmektedir. 

Kullanım testlerinde ise hayvan veya insan deneyleri yapılmaktadır. Bu testin 

yapılabilmesi için biyomateryalin klinik uygulamaya geçebilecek düzeyde olması 

gerekmektedir.  

2.9.4.1 Hücre Toksisite Deneyleri 

Biomateryallerin biyolojik sisteme uyumluluğunun saptanması için genellikle 

hücre kültürlerinin kullanıldığı basit in vitro testler yapılmaktadır. Hücre büyümesi ve 

hücre morfolojik özellikleri üzerindeki etkilerinin incelendiği kontrol grubuna göre 

karşılaştırıldığı test yöntemleridir. Bu test yöntemlerinde materyal direk, indirek veya 

ekstrakt yoluyla biyolojik sistemle temas ettirilmektedir. Testlerin belirli standartlarda 

uygulanması için Internasyonal Standard Organizasyonu (ISO) bazı kriterler 

belirlemiştir. ISO 10993, medikal ürünlerin biyolojik olarak değerlendirilmesi için farklı 

metotların önerildiği bir test protokolüdür. ISO 10993-5 ise in vitro sitotoksisite testleri 

için önerilen genel bir test protokolüdür. Standardize test metotlarının kullanımıyla 

birçok örneği aynı anda ve kısa sürede ekonomik olarak değerlendirme olanağı 

sağlanmaktadır.  Hassasiyetlerinden dolayı hayvan deneylerine geçmeden toksik 

materyallerin elimine edilmesine olanak sağlamaktadırlar. Malafaya ve Reis yapmış 

olduğu çalışmada oluşturdukları çift tabakalı osteokondral doku iskelelerinin 

sitotoksisitelerinin belirlenmesi için ISO standartlarını uygun şekilde L929 fare 

fibroblast hücrelerini kullanarak hücre canlılık testi yapmışlardır (Malafaya ve Reis 



28 

 

2009). Bir başka çalışmada osteokondral hasarı tedavi etmek için furfurilamin konjuge 

edilmiş jelatin ile doku iskelesi geliştirilmiş ve tavşanlardan elde edilen kemik iliği 

stroma hücreleri ile sitotoksisite çalışmaları yürütülmüş % hücre canlılık oranları 

belirlenmiştir (Mazaki ve ark. 2014).  

2.9.5 Etkin Madde Salım Testleri 

İlaç salımı, ilacın ilaç taşıyıcı sisteminden ayrılarak absorpsiyonu, dağılması, 

metabolize olması ve atılma süreçlerine maruz kalarak farmakolojik etkinin oluşmasını 

sağlayan süreçtir. Disolüsyon ise standardize koşullarda katı yüzeyden disolüsyon 

ortamına ya da çözücüye kütle transferi hızıdır (Singhvi ve Singh 2011).  

Düşük moleküler ağırlıkta, antiinflamatuvar ya da hücrelerin farklılaşmasını ve 

dokunun tekrar yapılanmasına yardımcı olan ilaçlar doku iskelelerine 

yüklenebilmektedir. Örneğin sterodial antiinflamatuvar ilaç olan deksametazon 

PLGA’dan oluşan doku iskelesine yüklenmiştir. Deksametazonun kemik iliği kök 

hücrelerinin osteoblastlara farklılaşmasına yol açtığı bulunmuştur (Chen ve ark. 2005). 

Ayrıca hasarlı dokunun tekrar yapılanmasına ve oluşmasına yardımcı olan büyüme 

faktörlerinin taşınması için de doku iskeleleri geliştirilmektedir. Lokal ve kontrollü 

salımı sağlanan büyüme faktörleri, iskeleye direk enkapsülasyon yoluyla, yüzeyine 

absorbe olarak, ya da mikroküre formunda taşınabilmektedir  (Chung ve Park 2007).  

Doku iskelesinden ilaç salım çalışmalarında genellikle 3-50 ml pH 7,4 tampon 

çözelti kullanılarak 37
o
C`de su banyosunda 15-100 rpm karıştırma hızında 

cam/polipropilen tüp içerisinde direk ortama doku iskelesini yerleştirilerek 

yapılmaktadır. Kümülatif ilaç miktarı zaman grafikleri çizilerek çözünme hızı profilleri 

elde edilmektedir ve kinetik hesaplamalar yapılmaktadır (Prabaharan ve ark. 2006; Tığlı 

ve ark. 2009; Zhu ve Kaskel 2009; Dubnika ve ark. 2012).  

2.10 Etkin Madde Salım Profillerinin Matematiksel Olarak Değerlendirilmesi  

2.10.1 Sıfırıncı Derece Kinetik 

Farmasötik ilaç taşıyıcı sistemlerde özellikle kontrollü ve uzatılmış salım yapan 

sistemlerde bu salım kinetiği hedeflenmektedir. Transdermal sistemlerde, oral ozmotik 

tabletlerde ve matriks sistemlerde bu salım kinetiğine uygun ilaç salım profilleri 

gözlenmektedir. Antibiyotik, kalp ilaçları, ağrı kesiciler ve antideprasanlar için ideal 

ilaç salım kinetiği sıfırıncı derece kinetikle elde edilmektedir. Bu kinetik modelde 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1387181108004289
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taşıyıcı sistemden ilacın salım hızı sabittir. Sıfırıncı derece kinetik % kümülatif 

salım/zaman grafikleri çizilerek Denklem 2.1 kullanılarak hesaplanmaktadır (Singhvi ve 

Singh 2011). 

      

Q = Q0 – K0t      (2-1) 

Q: t anında çözünmeden kalan etkin madde miktarı  

Q0: Başlangıç etkin madde miktarı 

K0: Sıfırıncı derece çözünme hız sabiti 

 

2.10.2 Birinci Derece Kinetik 

Birinci derece kinetiğe göre, birim zamanda salınan ilaç miktarı, doğrudan 

sistemdeki ilaç konsantrasyonu ile orantılıdır ve zamanla üssel olarak azalmaktadır. 

Örneğin, suda çözünmeyen ilacın gözenekli matriksden salımı birinci derece kinetikle 

gerçekleşmektedir (Dash ve 2010). Birinci derece kinetik log % kümülatif salım/zaman  

grafikleri çizilerek Denklem 2.2’ye göre hesaplanmaktadır. 

 

                                  lnQ = lnQ0 – K1t    (2-2) 

Q: t anında çözünmeden kalan etkin madde miktarı  

Q0: Başlangıç etkin madde miktarı 

K1: Birinci derece çözünme hız sabiti 

 

2.10.3 Higuchi Modeli 

Matriks sistemlerden ilaç salımının ilk matematiksel modeli Higuchi tarafından 

1961 yılında yapılmıştır. İlk başlarda düz sistemler üzerinde durulurken daha sonra 

değişik geometrik şekillere ve gözenekli yapılara sahip olan sistemler de bu modele 

dahil edilmişlerdir. Bu kinetik modelin türetilmesindeki varsayımlar şunlardır:   

a) Matriks içerisindeki ilaç miktarı çözünebilecek ilaç miktarından büyüktür.  

b) Sadece tek yönlü ilaç salımı gerçekleşmektedir. 

c) Matriksin şişme kapasitesi ve çözünürlüğü ihmal edilmektedir. 

d) İlaç partikülleri matriksin kalınlığından çok küçüktür. 

e) Çözünme ortamında sink koşul sağlanmıştır. 

f) Ekin madde difüzyonu sabittir (Dash ve ark. 2010). 
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Higuchi model kinetiği % kümülatif salım/kare kök zaman grafikleri çizilerek 

Denklem 2.3’e göre hesaplanmaktadır. 

 

Q = KHt
1/2

     (2-3) 

Q: t anında salınan etken madde miktarı  

KH: Higuchi model çözünme hız sabiti 

 

2.10.4 Hixson Crowell Modeli (Küp Kök Yasası) 

Bu modelle daha önce çözünen katının yüzeyinin değişmeyeceği varsayımı 

değiştirilerek çözünen katının yüzeyinin değişeceğini ve küçüleceğini ortaya 

çıkarılmıştır. Küp kök yasası olarak da bilinmektedir. Bu modelde çözünme olayı 

kristalin veya partikülün yüzeyine dik olarak oluşur karıştırma işlemi bütün yüzeylerde 

aynı etkiyi göstermektedir. Küp kök yasası, tek bir partikül, kristal ya da çok partikülllü 

sistemlerde uygulanabilmektedir (Ağabey 2006). Hixson Crowell model kinetiği küp 

kök % kalan etkin madde/zaman grafikleri çizilerek Denklem 2.4’e göre 

hesaplanmaktadır. 

 

Q0
1/3

 – Qt
1/3

 = KHC t     (2-4) 

Q: t anında salınan etkin madde miktarı  

Q0: Başlangıç etkin madde miktarı 

K0: Hixsonn Crowell çözünme hız sabiti 

  

2.10.5 Korsmeyer Peppas Modeli 

Fick yasasından sapma gösteren sistemler için geliştirilmiştir. Çözücü polimerin 

içerisine girince polimer şişer, camsı geçiş sıcaklığı deney sıcaklığının altına düşer ve 

polimer şişer daha sonra polimerik matriks içerisinde dağıtılmış ilaç, şişen polimerden 

çözücü ortamına difüze olmaya başlamaktadır. Camsı bir polimer tabakasından çözücü 

difüzyonuyla aynı anda fakat ters yönde oluşan ilaç salımı Denklem 2.5 ile ifade edilir 

(Çapan 2004).  
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Q/Q0 = Kt
n
                                 (2-5) 

Q: t anında salınan etkin madde miktarı  

Q0: sonsuz zamanda salınacak etkin madde miktarı 

Q/Q0: t zamanında salınan etkin madde fraksiyonu   

k : Salım yapan sistemin yapısal ve geometrik özelliklerini birleştiren sabit         

 n : Salım mekanizmasını gösteren difüzyonal sabit. 

 

Korsmeyer Peppas eşitliği şişen veya şişmeyen sistemlerde etkin madde 

salımının % 60`lık (Q/Q0 ≤ 60) ilk fraksiyonu için ve sink koşullar altında geçerlidir. 

Eşitlikteki ‘n’ değeri birbirinden farklı salım mekanizmalarının karakterizasyonu için 

kullanılmaktadır (Singhvi ve Singh 2011). Tablo 2.2’de difüzyonel sabit ve difüzyon 

parametreleri verilmiştir. Difüzyon katsayısı ise Denklem 2.6 (Tığlı ve ark. 2009) 

kullanılarak hesaplanmaktadır.  

                                                                     (2-6)   

Mt/M∞:  t anında salınan etkin madde miktarı 

Dm: Difüzyon katsayısı 

L: Doku iskelesinin kalınlığı 

       

Tablo 2-2: Difüzyonel sabitler ve salım mekanizmaları ( Singhvi ve Singh 2011). 

Difüzyonel Sabit(n) Salım Mekanizması 

≤ 0,45 Fick`e uyan difüzyon (Fickian diffusion) 

0,45 < n < 0,89 Fick`e uymayan salım (Anomalous transport) 

0,89 Sıfırıncı derece salım (Case-II transport) 

> 0,89 Super Case-II transport 

 

2.11 Implante Polimerik Kontrollü Salım Sistemlerinin Sınıflandırılması 

Salım hızı önceden programlanan ilaç taşıyıcı sistemler ana hatlarıya iki grup 

altında incelenmektedir. 

A. Difüzyon Kontrollü Sistemler  

1. Membrandan difüzyonla kontrol  
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2. Matriksten difüzyonla kontrol 

3. Çözünme kontrollü sistemler  

B. Aktivasyon Sonucu Kontrollü Salım Sağlayan Sistemler  

1. Ozmotik kontrollü sistemler  

2. Hidrodinamik basınçla aktive edilen sistemler 

3. Hidrasyonla aktive edilen sistemler  

4. Biyobozunan polimerik sistemler (Çapan 2004). 

İlaç salımı difüzyonun polimerden salımına, ilacın çözünürlüğüne polimerin 

biyobozunur ya da biyobozunur olmamasına bağlıdır. İmplante edilen ilaç taşıyıcı 

sistemler genelde üç temel salım mekanizmasına sahiptir; şişme, ozmotik ve difüzyon 

kontrollü. Biyobozunmayan polimerik matrikslerde ilaç matriks içerisine homojen 

dağıtılmıştır ve matriks ilaca kontrollü salım sağlamaktadır. Bu salım sisteminde 

matriks içerisine dağılmış ilacın hacim fraksiyonuna göre salım hızı değişmektedir. 

Rezervuar tipi sistemlerde ise dış kısmı biyobozunmayan geçirgen bir polimerik zarla 

kaplıdır. Bu tip sistemlerde sıfırıncı dereceden kinetik görülmektedir ve salım 

konsantrasyondan bağımsız ve sabittir. Bu tarz sistemlerin dezavantajı zarın yırtılıp 

ilacın tamamının salınıp toksik doza çıkma riski bulunmasıdır. Ayrıca ilaç salımı 

bittiğinde biyobozunmayan zarın ameliyatla tekrar alınması gerekebilmektedir (Şekil 

2.12).  

 

Şekil 2-12: Biyobozunmayan rezervuar ve matriks sistemlerin şematik görünümü (Dash ve 

Cudworth 1998). 
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Biyobozunan polimerik implantlar biyobozunmayanlara göre daha komplike 

yapıya sahiptirler. Bu sistemler geliştirilirken birçok değişkenin göz önünde 

bulundurulması gerekmektedir. Örneğin ilacın salım hızıyla polimerin bozunma 

hızlarının ayarlanması gerekmektedir. Biyobozunurken yüzey alanlarıda değişeceği için 

salım hızıda değişecektir bu nedenle değişen yüzey alanı da dikkate alınmalıdır. Bir 

diğer problem ise birçok ilaç salım hızının polimerin biyobozunma hızından yavaş 

olmasıdır.  İki farklı tipte biyobozunan ilaç taşıyıcı sistem vardır. Bunlardan ilki 

rezervuar tipi sistemlerdir ve yapıları biyobozunmayan rezervauar tipi sistemlere 

benzemektedir. Dış kısımdaki zar ilaç salımı sona erdikten sonra yavaşça 

bozunmaktadır. Diğer biyobozunan sistemde ise ilaç polimerik matriks içerisine 

dağıtılmıştır (Şekil 2.13). Biyobozunan sistemlerde iki mekanizma, difüzyon ve 

biyobozunma ilaç salım davranışını kontrol etmektedir. Bu sistemi geliştirmek için en 

çok kullanılan polimerler ise poliglikolik asit, polilaktik asit ya da kopolimerleri, 

kitozan, aljinat ve jelatindir (Rajgor ve ark. 2011; Zaki ve ark. 2012). Son yıllarda 

kemik ve kıkırdak yerine geçebilecek polimerik sistemler üzerine birçok çalışma 

yapılmaktadır. Polimerin mekanik özelliklerini iyileştirmek için biyoseramikler de bu 

yapıların içerisine dahil edilmektedir. Birçok çalışmada biyoseramikler ve biyobozunan 

polimerler birlikte kullanılarak biyokompozitler hazırlanmıştır bu yapılarla hem doku 

iskelesi görevi görmesi hem de uygulanan bölgeye ilacın kontrollü salımının sağlanması 

amaçlanmıştır. 

 

 

Şekil 2-13: Biyobozunan matriks sistemin şematik görünümü (Drug Delivery). 
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2.12 Model İlaç Olarak Kullanılan Deksametazonun Özellikleri 

Deksametazon glukokortikoit türevi antiinflamatuvar ve antiproliferatif bir 

ilaçtır. Kapalı formülü C22H29FO5
  

olan ilacın molekül ağırlığı 392,45 g/mol’dür ve 

noniyonik yapıdadır (Liao ve ark. 2005) (Şekil 2.14). Klinikte yaygın kullanıma sahip 

olan bu ilacın uzun süreli kullanımlarında osteoporoza ve diyabete yol açtığı rapor 

edilmiştir (Hong ve ark. 2014). Yapılan in vivo çalışmalarda deksametazonun eklem 

kıkırdağında meydana gelen inflamasyonu tedavi ettiği kanıtlanmıştır. Ayrıca 

mezenkimal kök hücrelerin farklılaşıp kemik oluşturmasını sağlamaktadır. In vitro 

çalışmalarda deksametazonun osteopregnitor hücreleri seçici uyararak çoğalıp 

farklılaşarak osteoblastlara dönüşmelelerini sağladığı kanıtlanmıştır (Yamanouchi ve 

ark. 1997; Wang ve ark. 2005; Shintani ve Hunziker 2011). Deksametazon ayrıca 

kemik/kıkırdak doku mühendisliğinde in vitro çalışmalarda oluşturulan doku iskelesinin 

içerisine kök hücreler yerleştirildiğinde hem hücrelerin farklılaşmasını sağlamak, hem 

de oluşturulan iskelenin içerisinde canlılıklarını korumak ve proliferasyonunu sağlamak 

için sıklıkla kullanılmaktadır. Yapılan bir çalışmada ipekten üretilen üç boyutlu doku 

iskelelerinin içerisine deksametazon ile mezenkimal hücreler yerleştirilmiştir. Bu 

çalışmayı yapan bilimadamları üç hafta sonunda doğal kıkırdaktaki gibi Tip II 

kollajenlerin iskelede dağıldığını gözlemlemişlerdir (Wang ve ark. 2005). 

 

 

Şekil 2-14:  Deksametazonun moleküler yapısı (Pubchem). 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorine
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Noniyonik formda ve küçük moleküler ağırlıkta olması ve yapısının büyüme 

hormonlarına benzemesi nedeniyle deksametazon birçok salım çalışmasında noniyonik 

ilaçların salımını açıklayan model ilaç olarak kullanılmaktadır. Liao ve ark. (2005) 

noniyonik ilaçların salımını aydınlatmak için oluşturdukları kitozan ve aljinat liflerine 

100 µg/ml deksametazon yükleyip salımını incelemişlerdir. Yapılan bir diğer çalışmada 

ise kitozandan oluşan gözenekli doku iskelesine gömme tekniği kullanarak 

deksametazon yüklenip salımı çalışılmıştır ve difüzyon kontrollü salımın gerçekleştiğini 

rapor etmişlerdir (Tığlı ve ark. 2006). 
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GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1 Kullanılan Kimyasal Madde, Araç ve Gereçler 

3.1.1 Kullanılan Maddeler 

 

Tablo 3-1: Kullanılan maddelerin listesi. 

Materyal İsmi Tedarikçi İsmi 

Aljinik asit sodyum tuzu Aldrich, Amerika 

Kitozan Aldrich, İzlanda 

β-trikalsiyum fosfat (β-TCP) Fluka, Almanya 

Sodyum hidroksit Fluka, Almanya 

Glasiyel asetik asit Sigma-Aldrich, Amerika 

Kalsiyum Klorür (CaCl2) Dihidrat Riedel- de Haen, Almanya 

Lisozim enzimi (Tavuk yumurtası 

akından elde edilen) 
Sigma-Aldrich, Amerika 

Maiorogen® (Referans doku iskelesi) Fin-Ceramica Faenza S.p.A., İtalya 

RegenKit® (PRP elde etme kiti) Regenlab, İsviçre 

Deksametazon Sodyum Difosfat Deva İlaç, İstanbul 

Etanol (Chromasolv
®
) Sigma Aldrich, Amerika 

Monosodyum dihidrojen fosfat Sigma Aldrich, Amerika 

Disodyum monohidrojen fosfat Fluka, Almanya 

Ketamin HCL Ketalar
®
, Pfizer, İngiltere 

Kisilazin Rompun
®
, Bayer, Almanya 

Toluidin mavisi Tekno Kim., Türkiye 
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Hematoksilen ve eozin Tekno Kim., Türkiye 

L929 Hücre (ATCC CCL 1) 

ATCC
® 

CCL-1™ (American Type 

Cultural Collection, CCL 1 Fibroblast, 

NCTC clone 929) 

                     DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle's minimal 

essential medium) 

          Gibco, Amerika 

Fetal sığır serumu (FBS) Gibco, Amerika 

Epiderm™ 
EPI-200, MatTek, Ashland, 

Amerika 

3.1.2 Kullanılan Araç ve Gereçler 

Tablo 3-2: Kullanılan araç ve gereçlerin listesi. 

Araç ve Gereç Firma İsmi 

Ultraviyole (UV) Spektrofotometresi Agilent 8453, Amerika 

İnfrared Spektrofometresi Perkim Elmer, Amerika 

pH-metre Mettler Toledo, MP 220, Amerika 

Hassas Terazi Ohaus, İsviçre 

Manyetik Karıştırıcı Heidolph MR, Almanya 

Etüv Binder, Almanya 

Karıştırıcılı Su Banyosu Wise Bath, Witech, Almanya 

Santrifüj Aleti Heraeus Labofuge 200 Centrifuge, Kanada 

Homojenizatör WiseTis®, HT1018, PMI-Labortechnik 
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GmbH, İsviçre 

Ultra Düşük Sıcaklık Dondurucu 
New Brunswick, Eppendorf Company, 

Amerika 

Liyofilizatör 
Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen 

GmbH, Almanya 

Taramalı Elektron Mikroskobu EVO 40 Carl Zeiss AG, Dresden, Almanya 

Tekstür Analiz Cihazı 
TA-XT2, Stable Micro Systems, Leatherhead, 

İngiltere 

Sonikatör 
Sonorex Bandelin electronic · GmbH & Co. 

KG, Berlin 

Ultra saf su sistemi Millipore, Almanya 

Mikroplak Okuyucu 
Microplate photometer, Multiskan Ascent, 

Finlandiya 

Işık Mikroskobu Olumpus BX53, Amerika 

 

3.2 Formülasyon Çalışmaları 

3.2.1 Bileşenlerin Seçimi 

Doku iskelesi formülasyonlarında kitozan ve aljinik asit sodyum tuzu (aljinat) 

polimer olarak, β-TCP ise biyoseramik olarak seçilmiştir. 

3.2.2 Ön Denemeler 

Formülasyon çalışmalarında 21 farklı konsantrasyonda;  kıkırdak tabakası (P) 

için % 100 kitozan/aljinat (Tablo 3.3’de P1’den P7’ye kadar ), arayüzey tabakası (TM) 

için % 60 kitozan/aljinat ve % 40 β-TCP (Tablo 3.3’de TM1’den TM7’ye kadar)  

kombinasyonu ve subkondral kemik tabakası (SC) için % 30 kitozan/aljinat ve % 70    

β-TCP (Tablo 3.3’de SC1’den SC7’ye kadar) birleşimini kullanarak farklı polimer/β-

TCP konsantrasyonlarında çoklu tabakalı doku iskelesi geliştirilmiştir. Formülasyon 
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çalışmaları Yeditepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi laboratuvarlarında 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Tablo 3-3: Formülasyon Değerleri. 

Formül Kodu Kitozan (%) Aljinat (%) β-TCP(%) 

P1 2,50 1,00 0,00 

P2 2,50 1,50 0,00 

P3 2,50 2,00 0,00 

P4 2,50 2,50 0,00 

P5 1,00 2,50 0,00 

P6 1,50 2,50 0,00 

P7 2,00 2,50 0,00 

TM1 2,50 1,00 2,33 

TM2 2,50 1,50 2,66 

TM3 2,50 2,00 3,00 

TM4 2,50 2,50 3,33 

TM5 1,00 2,50 2,33 

TM6 1,50 2,50 2,66 

TM7 2,00 2,50 3,00 

SC1 2,50 1,00 8,16 

SC2 2,50 1,50 9,33 

SC3 2,50 2,00 10,50 

SC4 2,50 2,50 11,66 

SC5 1,00 2,50 8,16 

SC6 1,50 2,50 9,33 

SC7 2,00 2,50 10,50 

 

3.2.3 Doku İskeleleri Üretim Tekniği 

Üç tabakalı doku iskelesinin üretimi için her tabaka ayrı ayrı üretilip daha sonra 

birleştirilmiştir.  
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3.2.3.1 Kıkırdak Tabakasının Üretimi  

1. Kitozan ve sodyum aljinat tuzu tartılmıştır. 

2. Kitozan 1N asetik asit içerisinde, sodyum aljinat tuzu ise 1N NaOH içerisinde 

çözülmüştür.  

3. Aljinatın çözülmesi için 300 rpm’de manyetik karıştırıcı yardımıyla 

karıştırılarak bir gece bekletilmiştir.   

4. Bu iki çözelti birbiriyle karıştırıldıktan sonra 7500 rpm de homojenizatör 

yardımıyla 2 dakika boyunca karıştırılmıştır.  

5. Daha sonra 2 N asetik asit yardımıyla pH 7,4’e ayarlanıp, karışım petri 

kaplarına dökülmüştür.  

6. -80 ºC’de dondurulduktan sonra liyofilizatörde 24 saat dondurarak 

kurutulmuştur.  

7. Kurutulmuş doku iskeleleri % 1’lik CaCl2 çözeltisiyle 20 dakika çapraz 

bağlandıktan sonra materyal etanol [%70 (h/h) ] içerisinde 15 dakika yıkanıp bir gece 

deiyonize su içerisinde bekletilmiştir. -80 ºC’de dondurulduktan sonra tekrar 24 saat 

dondurarak kurutulmuştur. 

3.2.3.2 Ara yüz ve Osteokondral Tabakalarının Üretim Tekniği 

Ara yüz ve subkondral tabakayı üretmek için yukarıdaki kıkırdak tabakasının 

üretim tekniğinde bahsedilen 2. aşamada kitozan çözeltisi içerisine β-TCP koyularak 

aljinat çözeltisiyle karıştırılmıştır ve diğer işlemlere devam edilmiştir. Bu üretim tekniği 

literatürde kitozan ve aljinatın kullanıldığı doku iskelelerinin hazırlama yönteminden 

uyarlanmıştır (Li ve ark. 2005). 

3.2.3.3 Üç tabakalalı Doku İskelesi Üretim Tekniği 

Osteokondral dokuyu taklit eden doku iskelesi üretmek amacıyla kıkırdak 

tabakası için aljinat ve kitozan çözeltileri karıştırılır ve petri kabına aktarıldı 15 dakika -

80 ºC’de bekletildikten sonra ara yüz tabakası hazırlanarak kıkırdak tabakasının üzerine 

dökülmüştür. Bu iki tabaka 15 dakika -80 ºC’de tekrar tutulup üzerine subkondral 

tabaka hazırlanıp dökülmüştür ve son olarak bu üç faz dondurulurduktan sonra liyofilize 

edilmiştir. Kurutulmuş doku iskeleleri % 1’lik CaCl2 çözeltisiyle 20 dakika çapraz 

bağlandıktan sonra materyal etanol [%70 (h/h) ] içerisinde 15 dakika yıkanıp bir gece 
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deiyonize su içerisinde bekletilmiştir. -80 ºC’de dondurulduktan sonra tekrar 24 saat 

dondurararak kurutulmuştur. In vivo deneyler için etilen oksit kullanılarak 

sterilizasyonu gerçekleştirilmiştir. Bu yöntem Harley ve ark. (2010) yaptığı çalışmadan 

uyarlanmıştır.  

3.3 Doku İskelelerinin Karakterizasyonu 

Yapılan karakterizasyon çalışmalarında Tablo 3.3’de verilen formülasyonlar tek 

tek üretilip incelenmiştir. Daha sonra karakterizasyon sonucuna göre üç tabaka için P, 

TM ve SC gruplarının her birinden birer tane tabaka seçilmiştir. Bu şeçili tabakalar üç 

tabakalı monolitik yapıda üretilmiştir. Karakterizasyon çalışmaları Yeditepe 

Üniversitesi Eczacılık ve Mühendislik Fakültelerinin laboratuvarlarında 

gerçekleştirilmiştir. 

3.3.1 Fourier Dönüşümlü Kızılötesi (FTIR) Spektroskopisi  

Fourier Transform Kızılötesi Spektroskopisi kullanılarak aljinat ve kitozan 

polielektrolit kompleksinin, çapraz bağlanmış polielektrolit kompleksin ve β-TCP’nin 

yapısı incelenmiştir. Kurutulmuş 2 mg örnek ve 300 mg KBr ile pellet şeklinde 

başılmıştır ve 400-4000 cm
-1

 aralığında analiz yapılmıştır (Li ve ark. 2005). 

3.3.2 Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri 

Doku iskelelerinin yüzey ve kesit morfolojileri Taramalı Elektron Mikroskobu 

(EVO 40 Carl Zeiss AG, Dresden, Almanya) ile belirlenmiştir. Örnek yüzeyleri 15µm 

kalınlıkta altın-paladyum tabakası ile kaplandıktan sonra SEM görüntüleri elde 

edilmiştir (Yen ve ark. 2009). Elde edilen görüntüler üzerinden Image J yazılımı 

kullanılarak gözenek çapları ölçülmüş ve ortalamaları alınmıştır (n>20). 

3.3.3 Şişme Testi 

Her bir katman için ayrı konsantrasyonlarda hazırlanmış doku iskelelerinin ve 

seçili üç tabakalı iskelenin şişme özelliklerinin belirlenmesi için 9 mm çapında 4 mm 

kalınlığında örnekler hazırlanıp analitik terazide tartılmıştır. Deneyler 3 ml fosfat 

tampon çözeltisi (PBS) ile (pH 7.4) 37 
◦
C’de yürütülmüştür. Örnekler PBS’ten çıkarılıp, 

filtre kağıdı ile fazla PBS uzaklaştırıldıktan sonra analitik terazide tartılmıştır. Her 

örnek için en az 3 tekrar yapılmıştır (Nandagiri ve ark. 2011). 
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Su absorpsiyon % sini hesaplamak için aşağıdaki Denklem 3.1 kullanılmıştır. 

Sabs= [(S1−S0)/S0] × 100                                  (3-1) 

Sabs= Absorplanan su yüzdesi 

S0: İskelenin ilk ağırlığı 

S1: İskelenin son ağırlığı 

 

3.3.4 In Vitro Biyobozunma Testi 

Biyobozunma testi için 9 mm çapa ve 4 mm kalınlığa sahip doku iskeleleri 

hazırlanmıştır. İlk ağırlığı analitik teraziyle belirlenmiş örnekler (W1) içerisinde 

dolaşım sistemiyle aynı miktarda lisozim (10000 U/L) içeren 3 ml 1XPBS çözeltisi 

içeren ağzı kapalı polipropilen tüplere koyulmuştur (Sowjanya ve ark. 2013). 37 ºC’ye 

getirilmiş etüvde 15 gün boyunca inkübe edilmiştir. Daha sonra filtre kağıdı üzerinde 

oda sıcaklığında kurutulmuştur. Kurutulan örnekler tekrar tartılarak not edilmiştir (Wt). 

Bu işlem her örnek için en az 3 kez tekrarlanmıştır. Aşağıdaki Denklem 3.2 kullanılarak 

% biyobozunurlukları hesaplanmıştır. 

 

% Biyobozunurluk =  W1-Wt   x100                  (3-2) 

                           W1    

 
W1: İlk Ağırlık 

Wt: Son Ağırlık 

 

3.3.5 Mekanik Dayanıklılık Testi 

Farklı polimer ve β-TCP konsantrasyonlarında hazırlanmış doku iskelelerine 

tekstür cihazıyla mekanik dayanıklılık testi yapılarak gerilim özellikleri bulunmuştur. 

2x4x0,35 cm boyutlara sahip doku iskeleleri hazırlanıp 2 ml PBS (pH=7.4) ile tamamen 

ıslatılmıştır. Mekanik dayanıklılık testleri çekme gerilimi klipsleri kullanılarak 1 mm/sn 

hızla, 5N yük ile gerçekleştirilmiştir. Bu yöntemle doku iskelesinin yırtılması için 

gerekli olan kuvvet ve elastikiyeti hakkında bilgi veren uzama (distance) mesafesini 

ölçülmektedir (Lee ve ark. 2011). Bu işlem her örnek için en az 3 kez tekrarlanıp 

ortamaları alınmıştır. En yüksek gerilim dayanıklığı (d) ve germe oranı Denklem 3.3 ve 

Denklem 3.4’e göre hesaplanmıştır. 
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ðb=     F     x 100   (3-3) 

           A 

 

ðb: En yüksek gerilim dayanıklılığı 

F: Yırtılma yükü (g) 

A: İlk boy ve en  çarpımı (cm2) 

 

      b =    l-l0   x 100                  (3-4) 

                  l0 

    b: Germe oranı 

    l0: İskelenin ilk uzunluğu(cm)  

    l: yırtılma gerçekleştiğinde ölçüm çizgisi uznunluğu (cm)  

 

3.4 Seçilen Üç Tabakalı Doku İskelesinden In Vitro Salım Çalışmaları 

In vitro salım çalışmalarında büyüme hormonu yerine, yapısal ve işlevsel 

benzerliği nedeni ile deksametazon kullanılmıştır (Öztürk ve ark. 2008). Salım 

çalışmaları Yeditepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi laboratuvarlarında 

gerçekleştirilmiştir. 

3.4.1 Model İlaç Deksametazonun Ultraviyole (UV) Spektroskopisi  

Deksametazonun verdiği maksimum absorbans değeri Agilent UV 

spektrometrede kuvartz küvetler kullanılarak ölçülmüştür. 10 mg/100 ml deksametazon 

sodyum difosfat (DSD) 1:1 (h/h) oranında etanol (%96, h/h) ve PBS (pH 7.4) çözeltisi 

içerisinde çözülüp hazırlanmıştır. Daha sonra aynı çözücü ile 40 µg/ml’ye seyretilmiştir. 

200-400 nm dalga boyları arasında maksimum absorbans verdiği dalga boyu 

saptanmıştır (Tığlı ve ark. 2009).  

3.4.2 Analitik Yöntem Validasyonu 

Analitik yöntem validasyonu çalışmaları Uluslararası Harmonizasyon 

Konferansı (ICH) Q2(R1) kılavuzuna uygun bir şekilde yapılmıştır. 
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3.4.2.1 Standart Doğrunun Hazırlanması (Doğrusallık) 

Stok çözeltisi için 10 mg/100 ml DSD 1:1 (h/h) oranında etanol (%96, h/h) ve 

PBS  (pH 7.4) çözeltisi içerisinde çözülüp hazırlanmıştır. Stok çözeltiden seyreltilerek 

2, 3, 5, 8, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 µg/ml konsantrasyonlarında çözeltiler hazırlanmıştır. 

Bu çözeltilerin 242 nm’de UV spektrofometre ile ölçümleri alınıp absorbansa (y 

ekseninde) karşı konsantrasyon (x eksininde) kalibrasyon eğrisi çizilmiştir. 

Absorbanslar ve konsantrasyonlar arasındaki korelasyon katsayısı hesaplanmıştır.  

3.4.2.2 Yöntemin Geri Kazanım Oranının İncelenmesi 

Geri kazanım oranı saptanan değerin gerçeğe yakınlığını ifade eder. Bilinen üç 

farklı konsantrasyonda üç paralel örneğin verdiği absorbans değerleri ölçülmüştür. % 

geri kazanım kalibrasyon eğrisi denklemine yerleştirilerek hesaplanmıştır. 

3.4.2.3 Yöntemin Tekrar Edilebilirliği  

40 µg/ml konsantrasyonunda hazırlanan örneğin verdiği absorbans değerleri art 

arda altı kez ölçülmüştür. Elde edilen absorbansların ortalaması, standart sapmaları ve 

varyasyon katsayıları hesaplanmıştır. Varyasyon katsayısının % 2’den az olması 

yöntemin tekrar edilebilirliğini göstermektedir. 

3.4.2.4 Tekrar Elde Edilebilirlik Çalışması 

Tekrar elde edilebilirlik için aynı stoktan hareket edilerek seyreltme ile 

hazırlanan altı adet aynı konsantrasyondaki çözeltinin absorbans değerleri ölçülerek 

ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayısı hesaplanmıştır. Bulunan varyasyon 

katsayısının % 2’den küçük olması gerekir. 

3.4.3 Doku İskelesine Deksametazon Yüklenmesi 

Doku iskelelerine deksametazonun yüklenmesi gömme tekniği kullanılarak 

yapılmıştır. 10 mg deksametazon sodyum difosfat 1:1 (h/h) oranında etanol (%96, h/h) 

ve PBS  (pH 7.4) karışımı içerisinde çözülüp, aynı çözücüyle 100’e tamamlanmıştır 

(Tığlı ve ark. 2009). Doku iskelelerinin su absorplama kabiliyetlerine göre 0,5 ml 

deksametazon çözeltisinden damla damla 9 mm çapta 4 mm kalınlıktaki iskelelerin 

üzerine damlatılmıştır. Daha sonra oda sıcaklığında çözücü uzaklaştırılmıştır. Bu 

iskeleler 1:1 (h/h) oranında etanol (%96, h/h) ve PBS (pH 7.4) aynı çözücü yardımıyla 

çözülüp, 15 dakika sonikatörde tutulduktan sonra yüklenen deksametazonun miktarını 
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ölçmek için valide edilmiş UV spektrofotometrik yöntem kullanılmıştır. Aşağıdaki 

Denklem 3.5 kullanılarak enkapsülasyon etkinliği hesaplanmıştır. 

 

  EE (%) =      A       x 100   (3-5) 

           B 

EE: Enkapsülasyon etkinliği 

A: Yüklenen ilaç miktarı 

B: Teorik hesaplanan ilaç miktarı 

 

3.4.4 Deksametazon Salım Çalışması 

500 µg deksametazon yüklenmiş 9 mm çapında 4 mm kalınlığında doku iskelesi 

10 ml 1:1 (h/h) oranında etanol (%96, h/h) ve PBS (pH 7.4) çözeltisi içerisine koyulup 

ağzı kapalı polipropilen tüpün içerisine yerleştirilmiştir. Tüm salım çalışmaları 37°C’de, 

20 rpm çalkalama hızında çalışan su banyosunda yürütülmüştür. Belirli zaman 

aralıklarında salım ortamı değiştirilmiştir, alınan örneklerin 242 nm’de UV 

spektrofotometre ile ölçümleri alınıp absorbansları kalibrasyon eğrisi denklemine 

yerleştirilerek kümülatif salım profili hesaplanmıştır. 

3.4.5 Deksametazon Salım Kinetiklerinin Hesaplanması 

Deksametazonun salım profilini aydınlatabilmek için salım sonuçları 0. Derece 

(% kümülatif salım/zaman), 1. Derece (log % kümülatif salım/zaman), Higuchi model 

(% kümülatif salım/kare kök zaman), Hixon Crowel (küp kök % kalan etkin madde 

/zaman) grafikleri ve Pepas profili (log % kümülatif salım/log zaman) gibi birçok salım 

kinetiğine uyarlanmıştır. r
2
 (korelasyon katsayısı) değerleri hesaplanmıştır (Sahoo ve 

ark. 2012). Sonuçlar Bölüm 2.10’da bulunan denklemlere yerleştirilerek kinetik 

hesaplamalar yapılmıştır. 

3.5 Doku İskelelerinin In Vitro Sitotoksisitesi 

Geliştirilen üç tabakalı doku iskelesi ve her bir tabakası ayrı ayrı olacak şekilde 

sitotoksisite etkileri L-929 fare fibroblast hücre hattı üzerinde MTT hücre canlılık testi 

yapılarak araştırılmıştır. Bu çalışmalar TSE EN ISO 10993-5 (2009) kılavuzuna uygun 

olarak yapılmıştır. Hücre kültürü çalısmalarında, besiyeri olarak L-glutamin içeren-

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's minimal essential medium), besiyeri katkısı 

olarak %10 fetal sığır serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin kullanılmıştır. 
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Çalışmaların tamamı laminer akışlı steril kabinde yapılmış ve hücre kültürleri ise 37ºC, 

%5 CO2, % 95 nem ortamını saglayan bir etüvde sürdürülmüştür. 

Dondurucuda saklanan (-80ºC) hücreler 37ºC’ de su banyosunda kısa sürede 

bekletildikten sonra, 800 rpm de 5 dk santrifüj yapılarak süpernatant uzaklaştırılmıştır. 

Hücrelerin üzerine hazırlanan besiyeri eklenerek, T25 cm
2
 hücre kültürü kabına alınmış 

ve etüve 37ºC, %5 CO2’de inkübe edilmiştir. Hücreler yeterli yoğunluğa ulaştığında 

tripsinizasyon işlemi yapılmıştır ve T75 cm
2
 hücre kültür kabına ekilmiştir. Pasajlama 

sonrasında hücre sayısı hemotositometrede hesaplanmıştır ve hücreler her bir kuyucukta 

1x10
4 

hücre olacak şekilde 100µl alınarak 96 kuyucuklu hücre üretme kapları içine 

aktarılmış ve 24 saat inkübe edilmiştir.  

Özütleme işlemleri TSE EN ISO 10993-12 (2005) kılavuzuna uygun olarak 

yapılmıştır. Özütleme işleminde, örnekler tartılıp üzerine 0,1 g/ml olacak şekilde 

besiyeri eklenmiştir. Ayrıca her bir örneğin emme kapasitesi kadar besiyeri ilave 

edilmiştir. Doku kültürü ortamında 24±2 saat süreyle 37⁰C’de özütleme yapılmıştır. 96 

kuyucuklu hücre kültür plate’inin her bir kuyucuğuna 1x10
4
 hücre ekilip dört farklı 

konsantrasyonda (% 12,5, % 25, % 50 ve % 100) subkondral, ara yüz ve kıkırdak ve üç 

tabakalı doku iskelelerinin ekstraktları kuyucuklara dağıtılıp, 24 saat hücreler 

ekstraktlara maruz bırakılmıştır. Belirtilen inkübasyon zamanından sonra MTT [3-(4,5-

dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür] besi ortamı ile karıştırılarak 

konsantrasyonu 1mg/ml olacak şekilde MTT solüsyonu hazırlanmıştır ve her kuyucuğa 

50µl MTT solüsyonu eklenmiştir. Plakalar 37°C’de 2 saat inkübe edildikten sonra 

süpernatant uzaklaştırılmıştır, hücre içinde depolanan MTT formazanı açığa çıkarmak 

için 100 µl izopropanol hücreler üzerine eklenmiştir. Her kuyucuğun absorbans değeri 

570 nm dalga boyunda mikroplate okuyucu ile ölçülerek canlı hücre sayısı 

belirlenmiştir. % 20’lik dimetilsülfoksit (DMSO) pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

L929 hücre relatif canlılık (%) Denklem 3.6’ya göre hesaplanmıştır. Deneyler 3 kez 

tekrarlanmıştır. Sitotoksisite çalışmaları Yeditepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir. 
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Hücre relatif canlılık (%) = OD570 (örnek) X 100                   (3-6)   

                    OD570 (medyum kontrol) 

 

OD: Optik yoğunluk 

3.6 In Vitro Epiderm 
TM

 Deri İrritasyon Testi (SIT) 

Epiderm SIT, hayvan deri iritasyon testine alternatif olarak Avrupa Alternatif 

Yöntemlerin Tasdiki Merkezi (ECVAM) tarafından geliştirilen valide edilmiş insan 

epiderma modelidir. Bu modelde deri iritasyon testi için, insan epidermal 

keratinositlerinin kültürü sonucu çok tabakalı yüksek farklılaşmış üç boyutlu yapay 

epiderma elde edilmiştir. Bu çalışmada oluşturulan üç tabakalı doku iskelesinin 

iritasyon potansiyeli Epiderm
TM

 kullanılarak üretici firmanın (MATTEK Şirketi) 

talimatlarına göre test edilmiştir. Her yapay doku test maddesi, negatif kontrol (NC) 

(steril Dulbecco'nun fosfat tampon solüsyonu, DPBS) ve pozitif kontrol ( %5 sodyum 

dodesil sülfat, SDS) ile ayrı ayrı muamele edildikten sonra MTT analizi yapılmıştır ve 

% relatif doku canlılık değerleri Denklem 3.7’ye göre hesaplanmıştır. Belirlenen yüzde 

doku canlılık oranı % 50’den küçük ise doku iskelesi irritan olarak kabul edilecektir 

(Kandárová ve ark. 2009). Bu çalışmalar Yeditepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir. 

 

Relatif canlılık (%) = [OD(örnek) / ortalama OD(negatif kontrol)] x 100               (3-7) 

OD: Optik yoğunluk 

  

3.7 In Vivo Osteokondral Defekt Modeli 

Bütün çalışmalar etik kurul onayı alındıktan sonra gerçekleştirilmiştir (Yeditepe 

Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu, No: 367). Bu çalışmada 290-425 g 

ağırlıklarında erkek Sprague–Dawley sıçanlar (n=26) kullanılmıştır. Anestezi 0,6 ml 

Ketamin HCl (100 mg/ml) ve 0,15 ml ksilazin (20 mg/ml) intraperitoneal uygulanmıştır. 

Her sıçanın sağ dizi cerrahi uygulama için seçilmiştir. Dizler etanol ile silindikten sonra 

traş edilmiştir. Ardından diz fleksiyonda iken medial parapatellar insizyonla cilt altı 

geçilerek medial parapatellar artrotomi uygulanmış ve subkondral kemik açığa 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kand%26%23x000e1%3Brov%26%23x000e1%3B%20H%5Bauth%5D
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çıkarılmıştır. Subkondral kemik üzerinde yassı uçlu dril (matkap ucu) yardımıyla 1,5 

mm çapta ve 1,5 mm derinlikte kemik noksanı oluşturulmuştur (Ferretti ve ark. 2006). 

Bu çalışmalar ortopedik cerrahlar tarafından Yeditepe Üniversitesi hayvan deneyleri 

laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

3.7.1 Deney Grupları 

I. gruptaki deneklere cerrahi işlem sırasında herhangi bir doku iskelesi 

yerleştirilmemiştir. Kontrol grubu; 2 sıçan. 

II. gruptaki deneklere cerrahi işlem sırasında kitozan ve aljinat ile hazırlanmış doku 

iskelesi (C/A/PEK) yerleştirilmiştir. Polimer grubu; 6 sıçan. 

III. gruptaki deneklere cerrahi işlem sırasında kitozan, aljinat ve TCP ile hazırlanmış 

üç tabakalı doku iskelesi yerleştirilmiştir. TCP grubu; 6 sıçan. 

IV. gruptaki deneklere cerrahi işlem sırasında kitozan aljinat ve TCP ile hazırlanmış 

ve üzerine PRP emdirilmiş üç tabakalı doku iskelesi yerleştirilmiştir. PRP grubu; 6 

sıçan. 

V. gruptaki deneklere cerrahi işlem sırasında referans doku iskelesi (MaioRegen) 

yerleştirilmiştir. Referans grubu; 6 sıçan.  

Denekler standart rat diyeti ile ad libitum beslenmiştir. Altı hafta sonra deney 

sonlandırılarak sıçanlar yüksek doz ketamin uygulaması ile sakrifiye edilerek 

histopatoloji için doku örneği alınmıştır.  

3.7.2 Plateletce Zengin Plazmanın Elde Edilişi ve Doku iskelelerine Yüklenmesi 

Yöntemleri 

Anestezi altındaki sıçandan (Sprague–Dawley, erkek, n=2 ) taze kan elde 

edildikten ve RegenKit® kiti içerisine koyulduktan sonra 1500 rpm’de santrifüj edilerek 

plateletce zengin fraksiyonu elde edilmiştir. Elde edilen PRP mikropipet yardımıyla 

damla damla önceden hazırlanan biyokompozit içerisine emdirilmiştir (Kutlu ve ark. 

2013).  

3.7.3 Histopatoloji Çalışmaları 

 Rutin fiksasyon prosedürleri uygulanmış, doku örnekleri parafin mumu arasına 

alınıp 5 mikron kalınlıkta enine kesitleri alınmış, toluidin mavisi ve hematoksilen- eozin 

ile boyanarak ışık mikroskobu altında incelenmiştir. Histolojik analizler ICRS 
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(Uluslararası Kıkırdak Araştırma Derneği)’nin skorlama sistemine göre incelenmiştir 

(Ferretti ve ark. 2006). Ayrıca yabancı cisim reaksiyonu (yabancı cisim dev hücreler) ve 

inflamasyon (infiltratif hücreler) hücreleri incelenerek var (1) ya da yok (2) şeklinde 

değerlendirme yapılmıştır. Bunların yanı sıra doku iskelesi kalıntısı  skorlaması 0, 1 ve 

2 şeklinde yapılmıştır. 

3.8 İstatistiksel Analizler 

Sitotoksisite çalışmalarında veriler örnek sayısı en az 3 olacak şekilde (n≥3) için 

± standart sapma değerleri ile birlikte sunulmuştur. Farklı konsantrasyon değerleri için 

her bir grubu kendi içinde, medyum kontrolle ve % 20 DMSO ile muamele edilmiş 

hücre gruplarıyla istatistiksel karşılaştırma yapmak amacıyla varyansların homojenliği 

kontrol edildikten sonra Kruskal Wallis ve Mann Whitney-U testi uygulanmıştır. 

Histolojik değerlendirme sonuçlarında ise farklı grupların frekanslarını karşılaştırmak 

için ki-kare testi kullanılmıştır. İstatistiksel değerlendirmelerin hepsinde, en düşük 

p<0,05 olduğu durum, istatistiksel olarak anlamlı fark kabul edilmiştir. 
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BULGULAR 

4.1 Formülasyon Çalışmaları 

Bu tez çalışmasında biyobenzer kıkırdak, ara yüz ve subkondral tabaka olmak 

üzere üç tabakalı osteokondral doku iskelesi üretilmesi ve geliştirilmesi planlanmıştır. 

Bu amaca yönelik formülasyon çalışmalarında bu tabakaları geliştirmek için bölüm 

3.2.3’de anlatıldığı gibi çalışılmıştır. Tablo 3.3’de gösterildiği gibi 21 farklı oranla  

doku iskeleleri hazırlanıp bunların karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır. Öncelikle 

kıkırdak tabakasını oluşturmak için kitozan ve aljinat farklı konsantrasyonlarda 

hazırlanmıştır. Daha sonra ara yüz tabakasını oluşturmak için % 60 kitozan/aljinat 

polielektrolit kompleksi (C/A/PEK) ve % 40 β-TCP kullanarak farklı 

konsantrasyonlarda seramik ve polimer kombinasyonları denenmiştir. Subkondral 

tabakayı geliştirme için ise % 30 C/A/PEK ve % 70 β-TCP kullanılarak farklı kitozan, 

aljinat ve seramik konsantrasyonları denenmiştir. En iyi gözenek yapısı, mekanik, şişme 

ve biyobozunma özelliklerine sahip üç tabakalı doku iskelesi oluşturulmaya 

çalışılmıştır. 

4.2 Doku İskelelerinin Karakterizasyonu  

4.2.1 Fourier Dönüşümlü Kızılötesi (FTIR) Spektroskopisi Analiz Bulguları 

Yöntem 3.3.1’de anlatıldığı gibi FTIR spektroskopisi analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Kitozan ve aljinat hammaddeleri, C/A/PEK, CaCl2 ile çapraz 

bağlanmış C/A/PEK ve C/A/PEK/ β-TCP ile geliştirilmiş doku iskeleleri ayrı ayrı 

incelenmiştir. Şekil 4.1’ de aljinat, kitozan ve β-TCP kullanılarak hazırlanan doku 

iskelesinin kimyasal etkileşiminin FTIR spekrumu verilmiştir. Şekil 4.1’de kitozanın 

karakteristik amit-I (C=O; 1659 cm
-1

), amit-II (C=O; 1597 cm
-1

) ve amino grup (C-N; 

1154 cm
-1

) pikleri gösterilmiştir. Ayrıca kitozana ait 1415 cm
-1

’deki karboksil grubu ve 

1078 cm
-1

’deki C-O gerilmesi nedeniyle oluşan pikler aynı şekilde gösterilmiştir. 

Bunlara ek olarak aljinatın karakteristik karbonil (C=O) grubuna ait pik 1609 cm
-1

’de, 

karboksil grubuna ait pik 1415 cm
-1

’de ve C-O gerilmesine ait pik de 1032 cm
-1

’de
 
aynı 

şekil üzerinde gösterilmiştir. 1026 cm
-1

’de β-TCP’nin fosfat şiddetine ait pik Şekil 

4.2’de verilmiştir. C/A/PEK’inde amit-II pikinin şiddetinin arttığı ve amit-I pikinin 

ikiye bölünerek 1659 cm
-1

’ den 1640 cm
-1

’ ye kaydığı ve amino grubu pikinin 

kaybolduğu gözlenmiştir (Şekil 4.1). Çapraz bağlanmış C/A/PEK’inde ise amit-I ve 
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amit-II pikleri kaybolmuştur ve yerini 1607 cm
-1

’de tek bir pik almıştır. C/A/PEK/β-

TCP ait bulgularda ise 1607 cm
-1

’deki pikin kaydığı ve 1028 cm
-1

’de fosfat grubuna ait 

pik gözlenmiştir (Şekil 4.2). Aljinat, kitozan ve trikalsiyum fosfat kullanılarak 

hazırlanan doku iskelesinin kimyasal etkileşiminin şematik gösterimi Şekil 4.3’de 

verilmiştir. 

 

Şekil 4-1: FTIR spektrumları kitozan, aljinat polielektrolit kompleksi (CA/PEK) ve çapraz bağlı 

CA/PEK. 
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Şekil 4-2: FTIR spektrumları C/A/PEK/ β-TCP (a) β- TCP tozu (b) C/A/PEK (c). 

 

                               

Şekil 4-3: Aljinat, kitozan ve trikalsiyum fosfat kullanılarak hazırlanan doku iskelesinin 

kimyasal etkileşiminin şematik gösterimi. Bu şema Venkatesan ve ark. (2014) yaptığı 

çalışmadan uyarlanmıştır. 

 

4.2.2 SEM Analizi Bulguları 

Bölüm 3.3.2 anlatıldığı gibi P2, P4, P6, TM2, TM4, TM6, SC2, SC4 ve SC6 

kodlu formüllerin SEM analizleri yapılmıştır. Görüntülere bakıldığında bütün örneklerin 

sünger yapısında içsel bağlantılı gözeneklere sahip olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.4-14). 

Ayrıca P grubuna göre TM ve SC grubunun yapısını daha koyu renkte daha gözenekli 

ve kırışık formda olduğu gözlenmiştir. Tablo 4.1’de görüldüğü gibi β-TCP oranı arttıkça 

gözenek çapları azalmaktadır. Polimer grubunda aljinat miktarı arttıkça gözenek çapının 

arttığı görülmüştür (Tablo 4.1). Çapraz bağlanmamış P6 formülü (168,76 µm) ve çapraz 
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bağlanmış P6 formülünü (169,90 µm)  karşılaştırdığımızda gözenek boyutlarında 

değişiklik olmadığı (Şekil 4.13-14) fakat çapraz bağlanmış formülde köprüler oluştuğu 

gözlenmiştir. 

 

Tablo 4-1: Doku iskelelerinin ortalama gözenek çapları. 

Formül 

Kodu 

Ortalama 

Gözenek 

Çapı(µm) 

Formül 

Kodu 

Ortalama 

Gözenek 

Çapı(µm) 

Formül 

Kodu 

Ortalama 

Gözenek 

Çapı(µm) 

P2 100.151 P4 202,42 P6 247,903 

TM2 93,76 TM4 177,198 TM6 169,903 

SC2 90,267 SC4 36,501 SC6 122,574 

 

 

Şekil 4-4: P2 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü. 
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Şekil 4-5: TM2 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü.  

 

 

Şekil 4-6:  SC2 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü. 
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 Şekil 4-7: P4 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü.  

 

 

Şekil 4-8: P4 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü.  
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Şekil 4-9: TM4 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü.  

 

 

Şekil 4-10: SC4 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü. 
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Şekil 4-11: SC6 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü. 

 

 

 

Şekil 4-12:  TM6 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü. 
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Şekil 4-13: P6 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü. 

 

 

Şekil 4-14: Çapraz bağlanmamış P6 kodlu formüle ait doku iskelesinin SEM görüntüsü. 

 

4.2.3 Şişme Testi Bulguları 

Bölüm 3.3.3’te verilen yöntem ile gerçekleştirilmiş olan şişme çalışmalarına ait 

veriler Tablo 4.2’de verilmiştir. Formülasyonlar arasında en yüksek % şişme oranı P5 

(2603,29 ± % 60), TM5 (2058,69 ± % 68) ve SC5 (2058,69 ± % 68)’de 

gözlemlenmiştir. Bu bulgura göre aljinat oranı arttıkça su absorplama kapasitesinin 
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arttığı ortaya çıkmıştır. Ayrıca formülasyonlarda β-TCP miktarı arttıkça % şişme 

oranlarının azaldığı gözlenmiştir. 

 

Tablo 4-2: % Şişme analiz sonuçları. 

Formül 

Kodu(FK) 

% şişme 

oranları FK 

% şişme 

oranları FK 

% şişme 

oranları 

P1 1786,7 ±  46 TM1 1541,02 ± 67 SC1 922,16 ± 24 

P2 2186,3± 107 TM2 1483,03 ± 155 SC2 776,28 ± 44 

P3 1895,75± 63 TM3 1572,91 ± 80 SC3 861,29 ± 85 

P4 1622,91 ± 16 TM4 1299,62 ± 22 SC4 652,95 ± 41 

P5 2603,29± 60 TM5 2058,69 ± 68 SC5 1021,7 ± 95 

P6 2149,27± 18 TM6 1336,17 ± 56 SC6 680,19 ± 20 

P7 1808,81± 15 TM7 1446,53 ± 46 SC7 883,07 ± 85 

 

4.2.4 In Vitro Biyobozunma Testi Bulguları 

Biyobozunma testleri bölüm 3.3.4 anlatılan yönteme göre biyobozunma testleri 

gerçekleştirilmiştir. Çapraz bağlanmamış polielektrolit komplekslerinin hepsinin aynı 

gün dağıldığı fark edilmiştir. 15 gün boyunca bozunmaya bırakılan çapraz bağlı 

formülasyonların P1, P2, P5, TM1, TM2, TM3, SC1, SC3, SC4 kodlu olanlarının 

tamamen bozunduğu gözlenmiştir (Tablo 4.3). Kıkırdak tabakası için P4 (% 

22,45±3,75), ara yüz tabakası için TM6 (18,92±5,55) ve subkondral kemik tabakası için 

ise SC6 (% 43,90±9,66) en düşük biyobozunma hızlarına sahip formülasyonlar olarak 

bulunmuştur. Ayrıca genel olarak β-TCP oranları arttıkça biyobozunma oranlarının 

P<TM<SC şeklinde arttığı gözlenmiştir. 
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Tablo 4-3: % Biyobozunma analiz sonuçları. 

Formül 

Kodu(FK) 
% 

Biyobozunma 
FK 

% 

Biyobozunma 
FK 

% 

Biyobozunma 

P1 100 TM1 100 SC1 100 

P2 100 TM2 100 SC2 74,9 ± 1,07 

P3 39,67±5,34 TM3 100 SC3 100 

P4 22,45±3,75 TM4 63,82±1,87 SC4 100 

P5 100 TM5 22,44±7,5 SC5 47,99±4,40 

P6 35,04± 3,81 TM6 18,92±5,55 SC6 43,90±9,66 

P7 30,79±2,61 TM7 23,06±1,21 SC7 44,24± 0,79 

 

4.2.5 Mekanik özellikler 

Doku iskelelerinin mekanik özelliklerindeki etkisinin belirlenebilmesi amacıyla 

çekme gerilimi testleri yapılmıştır. Doku iskeleleri örnekleri önceden PBS (pH=7.4) ile 

tamamen ıslatılmıştır. Islatılmadan sonra çapraz bağlanmamış iskelelerin cihaza 

yerleştirilirken bütünlüğünün bozulduğu gözlenmiştir. Bu nedenle çapraz bağlanmamış 

doku iskeleleriyle ölçüm alınamamıştır. Çapraz bağlanmış doku iskelelerinin test 

sonuçlarına bakıldığında bütün formülasyon gruplarında (P, TM ve SC) aljinat oranı 

artıkça doku iskelesinin yırtılması için gerekli olan kuvvette artış olduğu gözlenmiştir 

(Tablo 4.4). Tablo 4.4’de gösterildiği gibi % gerilme sonuçları ise değişkenlik 

göstermiştir. Genel olarak P grubu en yüksek elastikiyet göstermiştir. Gruplar arasında 

en yüksek gerilim dayanıklılığa sahip örnekler P5, TM7 ve SC7 kodlu 

formülasyonlardır. 

 

Tablo 4-4: Mekanik dayanıklılığı testi sonuçları. 

Formül 

Kodu 

(FK) 

En yüksek 

gerilim 

dayanıklılığı 

(g/cm
2
) 

% 

gerilme 
FK 

En yüksek 

gerilim 

dayanıklılığı 

(g/cm
2
) 

% 

gerilme 
FK 

En yüksek 

gerilim 

dayanıklılığı 

(g/cm
2
) 

% 

gerilme 

P1 1,26 ± 0,42 54,125 TM1 1,86 ± 0,62 42,67 SC1 1,83 ± 0,28 47,47 

P2 1,68 ± 0,23 58,50 TM2 2,26 ± 0,62 48,12 SC2 1,95 ± 0,88 52,17 

P3 2,13 ± 0,17 58,60 TM3 2,37 ± 0,37 48,25 SC3 2,28±  0,65 48,55 

P4 2,35 ± 0,48 59,67 TM4 3,30 ± 0,49 49,60 SC4 2,67 ± 1,64 49,8 

P5 5,85 ± 0,78 53,9 TM5 4,38 ± 0,56 42,37 SC5 3,43 ± 0,20 51,6 

P6 4,26 ± 2,02 61,77 TM6 5,18 ± 0,51 52,22 SC6 4,43±  0,21 54,85 

P7 3,31 ± 1,10 58,7 TM7 6,08 ± 0,58 48,37 SC7 4,59 ± 0,48 45,05 
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4.3 Üç tabakalı Doku İskelesinin Tabakalarının Belirlenmesi 

Bütün formülasyonlar Bölüm 3.2.3’de anlatıldığı gibi tabaka tabaka üretilmiştir. 

Hazırlanan formülasyonların özelliklerini aydınlatabilmek ve hazırlama aşamalarından 

gelebilecek olumsuzlukları araştırmak üzere bir seri karakterizasyon yapılmıştır. 

Yapılan bu çalışmaların değerlendirilmesi sonucunda kıkırdak tabakası için P4, ara yüz 

TM6 ve subkondral tabaka için SC6 kodlu formülasyonlar seçilmiştir. Daha sonra 

Bölüm 3.2.3.3’de anlatıldığı gibi monolitik yapıda üç tabakalı doku iskelesi üretilmiştir 

(Şekil 4.15) ve etilen oksitle sterilizasyonu gerçekleştirilmiştir. In vitro salım, 

sitotoksisite ve in vivo hayvan deneylerinde şeçilen bu üç tabakalı iskele kullanılmıştır. 

 

 

Şekil 4-15: Seçili monolitik yapıda üç tabakalı doku iskelesinin fotoğrafları. 

 

4.4 In vitro Salım Çalışması Bulguları  

4.4.1 Model İlaç Deksametazonun UV Analiz Bulguları 

Deksametazonun yöntem 3.4.1’de belirtildiği gibi çalışılarak maksimum 

absorbans verdiği dalga boyu (λ max) 242 nm olarak bulunmuştur. Şekil 4.16’da 

deksametazonun UV spektrumu verilmiştir. 
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Şekil 4-16: Doku iskelesi içerisindeki deksametazonun UV spektrumu. 

 

4.4.2 Analitik Yöntem Validasyonuna Ait Bulgular 

4.4.2.1 Standart Doğrunun Hazırlanması (Doğrusallık) 

Bölüm 3.4.2.1’de anlatıldığı gibi çalışılmıştır. Sonuçlara göre çizilen kalibrasyon 

eğrisi Şekil 4.17’de gösterilmiştir. r
2
 değeri 0.998 olarak bulunmuştur. 

 

 

Şekil 4-17: Deksametazonun UV’de 242 nm dalga boyunda çizilen kalibrasyon eğrisi. 
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4.4.2.2 Yöntemin Geri Kazanımının Tespitine Ait Bulgular 

Bölüm 3.4.2.2’de anlatıldığı gibi çalışılmıştır. Tablo 4.5’de görüldüğü gibi 

ortalama yüzde geri kazanım farkı ± % 10 aralığındadır. 

 

Tablo 4-5: % Geri kazanım bulguları. 

Teorik 

Hesaplanan 

Konsantrasyon 

(µg/ml) 

Absorbans 
Pratik Elde Edilen 

Konsantrasyon  

(µg/ml) 

Geri Kazanım 

Oranı (%) 

5 0,121 5,247 104,94 

5 0,12 5,21 104,13 

5 0,12 5,21 104,13 

  

ORT 104,4 

  

SS 0,467 

  

            % VK 0,447 

10 0,229 9,62 96,202 

10 0,225 9,479 94,785 

10 0,221 9,287 92,87 

  

ORT 94,619 

  

SS 1,672 

  

            % VK 1,767 

15 0,367 15,206 101,376 

15 0,362 15,004 100,027 

15 0,363 15,045 100,297 

  

ORT 100,567 

  

SS 0,714 

  

% VK 0,71 
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4.4.2.3 Yöntemin Tekrar Edilebilirlik Bulguları 

Bölüm 3.4.2.3’de anlatıldığı gibi çalışılmıştır. Altı kez art arda ölçülen 

absorbansların % varyasyon sayısı 2’den az bulunmuştur (Tablo 4.6). Yöntemin tekrar 

edilebilirliği kanıtlanmıştır. 

Tablo 4-6: Tekrar edilebilirlik bulguları. 

 

 

4.4.2.4 Tekrar Elde Edilebilirlik Çalışması Bulguları 

Bölüm 3.4.2.4’de anlatıldığı gibi çalışılmıştır. Aynı stoktan hareketle hazırlanan 

aynı konsantrasyonda 6 farklı örneğin absorbansları ölçülmüştür. Varyasyon katsayısı 

% 2’den az bulunmuştur (Tablo 4.7). Yöntemin tekrar elde edilebilirliği kanıtlanmıştır. 

Tablo 4-7: Tekrar elde edilebilirlik bulguları. 

Örnek No Absorbans 

1 0,966 

2 0,943 

3 0,952 

4 0,941 

5 0,943 

6 0,951 

ORT 0,949 

SS 0,009 

% VK 0,985 

Örnek No Absorbans 

1 0,943 

2 0,937 

3 0,933 

4 0,941 

5 0,939 

6 0,935 

ORT 0,938 

SS 0,003742 

% VK 0,398897 
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4.4.3 Doku İskelesine Deksametazon Yüklenmesi 

Bölüm 3.4.3’de anlatıldığı gibi gömme tekniği kullanılarak deksametazon doku 

iskelesine yüklenmiştir. Yüklenmiş deksametazon miktarının tayin edilebilmesi için 

daha önce bahsedildiği gibi UV spektrofotometrik yöntem kullanılmıştır. Beş kez aynı 

işlem tekrarlanmıştır ve Denklem 3.5’e göre enkapsülasyon etkinliği hesaplanmıştır. 

Enkapsülasyon etkinliği % 78,661 olarak bulunmuştur (Tablo 4.8). 

 

Tablo 4-8: Doku iskelesine deksametazon en kapsülasyon etkinliği bulguları. 

Örnek 

No 
Absorbans 

Teorik 

Hesaplanan 

Konsantrasyon 

(µg/ml) 

Pratik Elde 

Edilen 

Konsantrasyon  

(µg/ml) 

Enkapsülasyon 

etkinliği (%) 

1 1,017 50 41,534 83,069 

2 0,913 50 37,311 74,622 

3 0,933 50 38,117 76,235 

4 0,937 50 38,300 76,600 

5 1,014 50 41,389 82,777 

   

ORT 78,661 

   

SS 3,963 

 

4.4.4 Deksametazon Salım Çalışması Bulguları 

Salım çalışması bölüm 3.4.4’de anlatıldığı şekilde yapılmış ve salım profili Şekil 

4.18’de gösterilmiştir.  

 



66 

 

 

Şekil 4-18: Üç tabakalı iskeleden deksametazon salım grafiği. 

 

4.4.5 Deksametazon Salım Kinetiklerinin Hesaplanması 

Salım kinetiği hesaplamaları Bölüm 3.4.6’de anlatıldığı gibi hesaplanmıştır. 

Formülasyona ait salım kinetikleri Tablo 4.9’da gösterilmiştir. 

 

Tablo 4-9: Üç tabakalı iskeleye ait salım kinetikleri. 

Kinetik 

Model 
r

2
 k n 

Dm 

(cm
2
/s) 

Birinci 

derece 
0,524 0,005 

  

Higuchi 0,788 7,474 
  

Sıfırıncı 

derece 
0,648 0,773 

  

Hixon 

Crowel 

 

0,935 

 

0,050 
  

Korsmeyer-

Peppas 

modeli 

0,999 0,554 0,263 1,68x10
-4
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4.5 Doku İskelelerinin In Vitro Sitotoksisitesi Bulguları 

Geliştirilen üç tabakalı doku iskelesinin ve her bir tabakanın ayrı ayrı sitotoksik 

etkileri L-929 fare fibroblast hücre hattı üzerinde MTT hücre canlılık testi yapılarak 

Bölüm 3.5’de anlatıldığı gibi araştırılmıştır. Her bir tabakanın ve üç tabakalı iskelenin 

optik dansiteleri birbirlerinden farklı çıkmıştır (Şekil 4.19-22) ve hücre canlılıkları 

medyum kontrole (Şekil 4.23) göre hesaplanmıştır. Şekil 4.24’de pozitif kontrol DMSO 

ile muamele edilmiş hücrelerin resmi verilmiştir. 

 

 

Şekil 4-19: % 100 kıkırdak tabakası doku iskelesine maruz kalan L929 hücrelerinin morfolojisi 

(x20). 
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Şekil 4-20: % 100 ara yüz tabakası doku iskelesine maruz  kalan L929 hücrelerinin morfolojisi 

(x20). 

 

 

Şekil 4-21: % 100 subkondral tabakası doku iskelesine maruz kalan L929 hücrelerinin 

morfolojisi (x20) 
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Şekil 4-22: % 100 Üç tabakalı doku iskelesine maruz kalan L929 hücrelerinin morfolojisi (x20) 

 

 

Şekil 4-23: Medyum L929 hücrelerinin morfolojisi (x20). 
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Şekil 4-24: % 20 DMSO’ya maruz kalan L929 hücrelerinin morfolojisi (x20). 

 

 

Şekil 4-25: Hücre canlılığının MTT analizi ile takibi sonuçları (İstatistiksel önem farklılığı, 

n=3, p<0,05, ‘&’ Medyum kontrol ile karşılaştırma, ‘%’ % 100 Üç tabakalı iskele ile 

karşılaştırma, ‘#’ % 100 Ara yüz ile karşılaştırma). 

 

İstatistiksel analizlerde varyanslar arası homojenlik testinde p<0,05 çıkmıştır 

dolayısıyla grupların normal dağılmadığı sonucuna varılmıştır. Bu nedenle 

nonparametrik test olan Kruskal Wallis uygulanmıştır ve p<0,05 bulunmuştur. Mann 
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Whitney-U testi ile ikili karşılaştırmalar yapılmıştır. Sonuçlar her grubu kendi içerisinde 

konsantrasyonları (% 12,5, % 25, % 50 ve % 100), medyum kontrol ve pozitif kontrole 

göre bütün gruplar istatistiksel olarak ikili karşılaştırmalar yapılıp yorumlanmıştır. 

Bütün ekstrakt konsantrasyonları ve medyum kontrol  % 20 DMSO ile ikili 

karşılaştırıldığında aralarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülmüştür (p<0,05). 

Medyum kontrol ile  % 12,5 subkondral tabaka, % 12,5 üç tabakalı doku iskelesi, % 25 

ara yüz tabakası ve % 25 subkondral tabaka, % 50 kıkırdak tabakası ve % 50 

osteokondral tabaka arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmuştur (p< 0,05) 

(Şekil 4.25). Bu sonuçlara göre çeşitli konsantrasyondaki doku iskeleleri hücre sayı 

artışını indüklemiştir. Ara yüz tabakasının 4 farkli konsantrasyonu karşılaştırıldığında, 

örneğin % 100’lük ekstraktı ile % 25 ve % 50’lik ekstraktları arasında anlamlılık 

bulunmuştur. Bu sonuçlara göre ara yüz tabakasının % 25 ve % 50 konsantrasyonları 

hücre sayısını % 100’e göre anlamlı bir şekilde arttırmıştır. Üç tabakalı iskelenin 

ekstraktları karşılaştırıldığında ise örneğin % 12,5 ve % 25’lik ekstraktları ile % 100’lük 

ekstraktı arasında anlamlı bir şekilde azalma görülmüştür. Bunlara ek olarak % 100 üç 

tabakalı iskele ile medyum kontrol karşılaştırıldığında hücre canlılığı anlamlı bir şekilde 

düştüğü fakat % 70 sınır kabul edilen değerin altına düşmediği bulunmuştur. En yüksek 

ekstrakt konsantrasyonlarına bakıldığındaen yüksek canlılık oranı % 100 subkondral 

tabakada (% 102,70) en düşük % canlılık oranı ise üç tabakalı doku iskelesinde (% 

76,89) görülmektedir. Sitotoksisite sonuçlarına göre bütün örneklerin % canlılık oranları 

% 70’in üstündedir dolayısıyla biyouyumlu bulunmuşlardır. 
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4.6 In Vitro Epiderm TM Deri İrritasyon Testi (SIT) Sonuçları 

Epiderm SIT sonuçları Bölüm 3.6’da anlatıldığı gibi gerçekleştirilmiştir (Şekil 

4.26). Bu test sonuçlarına göre üç tabakalı doku iskelesinin doku canlılık oranı % 70,9 

bulunmuştur (Şekil 4.27).  

 

 

Şekil 4-26: EpidermTM  deri irritasyon testi plağı.  

 

 

Şekil 4-27: Epiderm SIT sonuçları (NC: steril DPBS, PC: %5 SDC, TLS: Üç tabakalı doku 

iskelesi). 
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4.7 In Vivo Osteokondral Defekt Modeli Bulguları 

Canlı dokuda meydana gelebilecek reaksiyonları, biyouyumluluğu ve doku 

iyileşmesini izlemek için Bölüm 3.7’de anlatıldığı gibi sıçanların dizlerinde 

osteokondral defekt meydana getirilmiştir (Şekil 4.28) daha sonra polimer, TCP grubu 

ve PRP ve referans gruplarına doku iskeleleri yerleştirilmiştir (Şekil 4.29). Kontrol 

grubunun defekt bölgeleri boş bırakılırken PRP grubuna Bölüm 3.6.2’deki anlatıldığı 

gibi hazırlanmış PRP çözeltisi damla damla emdirilip doku iskeleleri defekt bölgesine 

yerleştirilmiştir. Altı hafta sonunda yüksek doz anestezi ile sıçanlar öldürülüp defekt 

bölgesi etrafındaki dokuyla birlikte alınmıştır (Şekil 4.30). Histopatolojik analiz için 

toluidin mavisi ve hematoksilen-eozin ile boyanan dokular ışık mikroskobu altında 

incelenerek skorlanmışlardır (Tablo 4.10) ve istatistiksel analiz yapılmıştır. 

 

Şekil 4-28: Osteokondral defektin oluşturulma aşamalarının fotoğrafları. 
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Şekil 4-29: Osteokondral defekte üç tabakalı doku iskelesinin yerleştirme aşamalarının 

fotoğrafları. 

 

 

Şekil 4-30: Sakrifikasyon sonrası alınan kontrol grubuna ait doku örneği. 
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Şekil 4-31: Kontrol grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmış doku örneği (X40). 

 

 

Şekil 4-32: Kontrol grubuna ait toluidin mavisi ile boyanmış doku örneği (x40). 

 

Altı hafta sonunda kontrol grubuna ait dokularda defekt bölgesi hala boş olup 

çevresinde herhangi bir mikroskobik patolojik duruma rastlanmamıştır (Şekil 4.30-32).  
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Şekil 4-33: Polimer grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmış doku örneği (X40). 

 

 

Şekil 4-34: Polimer grubuna ait toluidin mavisi ile boyanmış doku örneği (x40).  

 

Şekil 4.33’de hematoksilen-eozin ile boyanmış polimer grubuna ait doku 

kesitinde polimer kalıntıları izlenmektedir. Yerleştirilen kitozan aljinat polielektrolit 

kompleksinde bölünmelerin meydana geldiği ve dejeneratif bir materyale dönüştüğü 

görülmüştür. Ayrıca bu kalıntıların kenarında yabancı cisim dev hücre reaksiyonları 
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görülmüştür. Şekil 4.34’de toluidin mavisiyle boyanmış kesitteki koyu mavi kısımlar 

polimer kalıntılarını göstermektedir. 

 

 

Şekil 4-35: Referans grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmış doku örneği (X40). 

 

 

Şekil 4-36: Referans grubuna ait toluidin mavisi ile boyanmış doku örneği (X40). 
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Şekil 4.35’de hematoksilen-eozin ile boyanmış referans grubuna ait doku 

kesitinde eklem bölgesinde tam kat kayıp ve referans madde artıkları görülmektedir. 

Şekil 4.36’da ise toluidin mavisi ile boyanmış kesitte referans madde artıkları 

izlenmektedir. 

 

 

Şekil 4-37: Sakrifikasyon sonrası alınan üç tabakalı doku iskelesine ait doku örneği. 
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Şekil 4-38: TCP grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmış doku örneği (X40). 

 

 

Şekil 4-39: TCP grubuna ait toluidin mavisiyle boyanmış doku örneği (X40). 

 

Şekil 4.37’de sakrifikasyon sonrası alınan üç tabakalı doku iskelesi implante 

edilmiş diz görülmektedir ok ile işaretli kısım defektin olduğu bölgeye işaret 

etmektedir. Gözle incelendiğinde yerleştirilen iskelenin sertleşip hayvanın dokusuyla iç 

içe geçtiği gözlenmiştir. Şekil 4.38’deki TCP grubuna ait doku kesitinde gibi kıkırdak 
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kaybı olmadan iyileşme mevcut olup artık madde izlenmemekte ve hafif granülasyon 

dokusu oluşumu izlenmektedir. Şekil 4.39’da ise aynı kesitin toluidin mavisi ile 

boyanmış fotoğrafı görülmektedir. 

 

 

Şekil 4-40: PRP grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmış doku örneği (X40). 

 

 

Şekil 4-41: PRP grubuna ait toluidin mavisine boyanmış doku örneği (x40). 
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Şekil 4.40’da hematoksilen-eozin ile boyanmış PRP grubuna ait doku kesitinde 

kıkırdak kaybı, üç tabakalı doku iskelesi artıkları ve yabancı cisim dev hücre 

reaksiyonları görülmüştür. Şekil 4.41’de ise toluidin mavisi ile boyanmış kesitte üç 

tabakalı doku iskelesi artıkları izlenmektedir. 

 

 

Şekil 4-42: Histopatolojik değerlendirme sonucu implant kalıntısı skorlarının oranları. 

 

 

Şekil 4-43: Histopatolojik değerlendirme sonucu yabancı cisim dev hücre reaksiyonu 

skorlarının oranları. 
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Histopatolojik değerlendirmeler sonucunda grupların hiç birinde inflamasyon 

hücreleri izlenmemiştir. Yerleştilen implant kalıntıları skorlanarak istatistiksel analizle 

karşılaştırılmıştır istatistiksel olarak anlamlılık bulunmadığı saptanmıştır (Şekil 4.42). 

Aynı şekilde yabancı cisim dev hücre reaksiyonları skorlanıp istatistiksel analizleri 

yapılmıştır. Bu analizler sonucunda PRP grubu ile TCP ve referans grupları arasında 

anlamlı fark (p<0,05) bulunmuştur (Şekil 4.43).  

 

 



 

 

Tablo 4-10: ICRS’in histolojik değerlendirme sistemi ve grupların ICRS’in histolojik değerlendirme sistemini kullanarak skorlanması. (İstatistiksel önem 

farklılığı, p<0,05, ‘*’ referans grubuyla karşılaştırma.) 

ICRS kıkırdak doku tedavi skor skalası Polimer grubu TCP grubu PRP grubu Referans grubu 

I. Yüzey:     

        
3:Düzgün/Devamlı  

 

  3 bacak 2 bacak 

 

1 bacak 

0: Devamlılık yok/ Düzgün değil 3 bacak 4 bacak 6 bacak 5 bacak 

 
II. Matriks:     

       
3: Hiyalin       1 bacak * 

      
 2: miks; hyalin/fibrokartilaj   4 bacak 2 bacak * 2 bacak 

  
1: Fibrokartilaj     1 bacak 3 bacak 2 bacak 3 bacak 

0: Fibröz       

 

1 bacak 2 bacak 3 bacak 

III. Hücre dağılımı:   

        
 3: Columnar 

 

  1 bacak 1 bacak 

  
 2:  miks; kolumnar/cluster   4 bacak 2 bacak 1 bacak 1 bacak 

 1: Cluster 

 

  1 bacak 2 bacak 3 bacak 2 bacak 

0: düzensiz tek tek hücreler   

 

1 bacak 2 bacak 3 bacak 

IV. Hücre popülasyon canlılığı : 

        
3: Canlı hücer popülasyonu baskın 5  bacak 3 bacak 3 bacak 1 bacak 

1: kısmi canlılık 0: < % 10 canlılık 1 bacak 3 bacak 3 bacak 5 bacak 

V. Subkondral kemik   

    
3: Normal  

 

  

 

1 bacak 3 bacak 

 
2: Artmış yeniden şekillenme   5 bacak 4 bacak 1 bacak 3 bacak 

1: Kemik nekrozu/granülasyon dokusu 1 bacak 1 bacak 2 bacak 3 bacak 

0:Bağımsız/kırık/kallus   

    
VI.  Minerilizasyon   

    
 3: Normal  

 

  5 bacak 3 bacak 5 bacak 3 bacak 

0: Anormal/uygun değil   1 bacak 3 bacak 1 bacak 3 bacak 

8
3
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Doku kesitleri boyandıktan sonra mikroskop altında grupların yüzey özellikleri, 

matriks yapıları, hücre dağılımları, subkondral kemik yapıları ve mineralizasyonları 

incelenerek ICRS’in histolojik değerlendirme sistemi kullanılarak skorlanmıştır (Tablo 

4.10). Skorlar arasında yapılan istatistiksel analiz sonucunda matriks gelişimi TCP ve 

polimer gruplarında referans grubuna göre daha fazla görülmüştür ve istatistiksel olarak 

anlamlı fark bulunmuştur (p<0,05). PRP grubu ile yapılan istatistiksel analizlerde 

anlamlı fark saptanmamıştır. 
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TARTIŞMA 

5.1 Bileşenlerin Seçilmesi ve Konsantrasyonların Belirlenmesi İşleminin 

Değerlendirilmesi 

Kıkırdak dokusunun kuru ağırlığının yaklaşık % 60’ını kollajenler, % 25-30’unu 

proteoglikanlar geri kalanını ise yapısal makromoleküllerden kollajen dışındaki 

proteinler ve glikoproteinler oluşturmaktadır (Buckwalter ve ark. 2005). Bu tez 

çalışmasında kıkırdak tabakasını taklit etmek için kitozan ve aljinat polielektrolit 

kompleksi oluşturulmuş ve CaCl2 ile çapraz bağlanmıştır. Kemik yapısının organik 

bileşenleri kollajenler, kollajen olmayan diğer proteinler ve hücrelerdir, inorganik 

başlıca elementleri ise kalsiyum ve fosfattır (Korkusuz ve ark. 2011). Kemik dokusunun 

ağırlığının %70’ini inorganik maddeler oluşturur (Tampieri ve ark. 2003).  β-TCP ile 

hazırlanmış doku iskelelerinin güçlü osteokondaktif etkileri ve osteojenik aktiviteleri 

olduğu, sıkıştırma ve gerilme direnci kuvvetlerinin doğal kanselous kemikle benzer 

olduğu bilinmektedir (Lu ve Zreiqat 2010). Doğal kemik mineral presipitasyonunda 

kemik oluşması kalsiyum ve fosfat konsantrasyonlarına bağlıdır (Szpalski ve ark. 2011). 

Bu nedenlerden dolayı bu tez çalışmasında ara yüz tabakası için % 40, subkondral 

tabaka için ise  %70 oranında β-TCP kullanılmıştır. 

5.2 Doku İskelelerinin Karakterizasyonu 

5.2.1 Fourier Dönüşümlü Kızılötesi (FTIR) Spektroskopisi Analiz Bulguları 

Şekil 4.1 verilen sonuçlara göre C/A/PEK’e ait spektrumda amit-I ve amit-II 

pikleri kaybolmuş yerini 1607 cm
-1

’de tek bir pik almıştır ve amino piki kaybolmuştur. 

Bu sonuçlarla kitozanın yapısındaki pozitif yüklü amino gruplarıyla (-NH2) aljinatın 

yapısındaki negatif yüklü karbonil (C=O) gruplarının iyonik bağlandığı ve kitozan 

aljinat polielektrolit kompleksinin oluştuğu kanıtlanmıştır. Çapraz bağlanmış 

C/A/PEK’de ise amit-I ve amit-II piklerinin kaybolup yerine tek bir pikin oluşması 

(Şekil 4.1) aljinat yapısında bulunan karboksilik grupların kalsiyum ile çapraz 

bağlanarak matriks ağını oluşturduğunun göstergesidir. C/A/PEK/β-TCP ait bulgularda 

ise 1607 cm
-1

’deki pikin kayması ve 1028 cm
-1

’de dalga boyunda oluşan pikin varlığı 

(Şekil 4.2) yapıya β-TCP’nin katıldığını göstermektedir (Han ve ark. 2010).  
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5.2.2 SEM Analizi Bulgularının Değerlendirilmesi 

Doku iskeleleri kemik ve kıkırdak dokularının büyümesini ve damarlanmasını 

sağlamak için gözenekli bir yapıya sahip olmalıdır ve biyokompozit materyalinin 

içerisine hücre göçüne, yapışmasına ve çoğalmasına izin vermelidir. Gözenekli yapılar 

besin sağlanması ve atıkların taşınması için önemli bir parametredir. Kemik ve kıkırdak 

dokuları için geliştirilen doku iskelelerinin gözenek çapı ve şeklinin incelenmesi 

mikroskobik yöntemlerle yapılmaktadır. Bu çalışmada oluşturulan doku iskelelerinin 

gözenek yapıları ve boyutları SEM kullanılarak analiz edilmiştir. Yapılan bir çalışmada 

hidroksiapatit/kitozan/aljinat ile geliştirdikleri doku iskelelerinin hidroksiapatit miktarı 

arttıkça iskelelerin gözenek çaplarının azaldığı rapor edimiştir. (Jin ve ark. 2008). Tablo 

4.1’ de görüldüğü gibi β-TCP oranı arttıkça gözenek çapları azalmaktadır bu durum 

literatürle uyumlu bulunmuştur (Jin ve ark. 2008). Ayrıca P grubuna göre TM ve SC 

grubu formülasyonlarının yapılarının daha koyu renkte ve yüzeyleri kırışık formda 

olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.5-6-8-9-11-12). Bu yapıların β-TCP’nin polielektrolit 

kompleksinin matriks yapısına girmesinden kaynaklandığı düşünülmektedir. SEM 

bulgularına göre kıkırdak tabakasının gözenek boyutları 100-250 µm arasında, ara 

yüzey için geliştirilen tabaka gözenek boyutu 93-170 µm ve subkondral tabaka gözenek 

boyutu ise 90-123 µm arasında değişmektedir. Cheung ve ark. (2007) derlemesinde 

kemik gelişmesi için optimum gözenek boyutunun 75 µm ile 250 µm arasında, fibro-

kıkırdak için ise 200µm ile 300µm arasında değişmekte olduğu bildirilmiştir. Bu tez 

çalışmasında, geliştirilen üç tabakalı doku iskelesinin her bir tabakası uygulama 

bölgesine göre literatürde verilen değerlerle uyumlu bulunmuştur. 

5.2.3 Şişme Testi 

Doku iskelelerinin su tutma kapasiteleri fizolojik sıvıların içerisine alınması, 

besin veya atık maddelerin taşınması için kritik parametrelerden biridir bu nedenle 

kitozan/aljinat matriksin hidrofilik karakterleri çok önemlidir. Aljinatın daha önce 

yapılan çalışmalarda kendi ağırlığının 200-300 kat su absorblama kapasitesinin olduğu 

bulunmuştur (Venkatesan ve ark 2014). Yapılan bir çalışmada karboksimetilselüloz ve 

kitozanla oluşturulan polielektrolit kompleksin içerisine kalsiyum fosfat ilave 

edildiğinde polielektrolit komplekse göre kalsiyum fosfatlı iskelelerin daha düşük şişme 

kabiliyetlerinin olduğu gösterilmiştir (Salama ve El-Sakhaw 2014). Mohamed ve ark. 

(2014) yaptığı çalışmada ise kitozan, jelatin ve hidroksiapatit ile oluşturdukları doku 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salama%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Sakhawy%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256512
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iskelelerinin yapısında hidroksiapatit oranı arttıkça şişme yüzdelerinin azaldığını yani 

iskele yapısında kristal yapı oranı arttıkça su absorplama kapasitesinin düştüğünü rapor 

etmiştir. Bu tez çalışmasında pH 7.4 PBS içerisinde geçekleştirilen şişme testi 

sonuçlarına göre, aljinat oranı arttıkça su absorplama kapasitesinin arttığı ortaya 

çıkmıştır. Ayrıca formülasyonlarda β-TCP miktarı arttıkça şişme oranlarının yüzdesinin 

azaldığı gözlenmiştir (Tablo 4.3). Şişme testi sonuçları literatürlerle uyumlu 

bulunmuştur. 

5.2.4 Biyobozunma testi 

Biyomateryallerin uzun süreli implantasyon süresi boyunca biyobozunma 

davranışları kritik rol oynamaktadır. Biyobozunan polimerlerden oluşturulan doku 

iskelelerinin implante oldukları bölgede yeni doku oluşumuna kadar mekanik 

özelliklerini sürdürmeleri ve biyobozunma ürünlerinin iz bırakmadan yok olması 

beklenmektedir (Venkatesan ve ark. 2012). Kitozan gibi doğal polimerlerin yapısı 

genelde hidrofilik ortamda stabil değildir sulu ortamda bozunmaya uğrarlar. Kitozan 

bazlı polimerlerle oluşturulan doku iskeleleri yüzeyine hücre tutunmasını sağlayan ve 

biyobozunarak yeni oluşan dokuya kütle transferi yapan yapıdadırlar. Bu tezde 

biyobozunma deneylerinde in vivo biyobozunmadan sorumlu birincil enzim lisozim 

enzimi kullanılmıştır. Lisozim enzimi kitozan zinciri üzerinde bulunan N-

asetilglukosamin gruplarını hidroliz etmektedir (Sowjanya ve ark. 2013). Çapraz 

bağlanmış kitozan ve aljinatın polielektrolit yapısından dolayı kemiğin matriks yapısına 

benzemektedir. Tablo 4.4’e bakıldığında SC grubundaki biyobozunma diğer 

tabakalardan daha fazla bulunmuştur. Bu grupta β-TCP içerik oranı polimer matriks 

oranına göre daha fazla olduğu için (% 70 β-TCP/% 30 polimer) kitozan ve aljinatın 

polielektrolit yapısı bozulmuş olabileceği düşünülmektedir. TM grubu sonuçlarına 

bakıldığında ise polielektrolit kompleks korunarak β-TCP’nin matriks yapısına girmiş 

olduğu sonucuna varılmıştır. Mohamed ve ark. (2014) yaptığı çalışmada ise kitozan, 

jelatin ve hidroksiapatit ile oluşturdukları doku iskelelerinin yapısında hidroksiapatit 

oranı arttıkça biyobozunmanın arttığını rapor etmişlerdir. Bu çalışma sonuçlarının bizim 

çalışmamızla uyumlu olduğu görülmüştür. 

5.2.5 Mekanik Dayanıklılık Testi 

Kemik ve kıkırdak doku iskelelerinin sahip olması gereken en önemli 

özelliklerden biri yeterli mekanik dayanıklılıktır. Bu iskelelerin maruz kalacağa yüklere 
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dayanıklı olması beklenmektedir. Oluşturulan doku iskeleleri bu mekanik özelliklerini 

yerlerine yeni kemik dokusu gelişimi tamamlanana kadar korumalıdırlar. Dolayısıyla 

doku iskelelerinin mekanik dayanıklılık özelliklerinin araştırılması ve geliştirilmesi çok 

önemlidir. İnsan vücudunda ekstrasellüler matriks dokuya sertlik ve elastikiyet gibi 

mekanik dayanıklılık özellikleri sağlamaktadır. Ekstrasellüler proteoglikanlar ile 

kollajen ve elastin gibi fibröz proteinler, bir çapraz bağ ağ yapıda örülürler. Böylece 

ekstrasellüler matriksin dayanıklılık ve elastikiyeti sağlanır. Kollajen, kondroitin 

sülfatla 1:1 oranında birleşerek kıkırdağı oluştururlar.  

Yapılan çalışmalarda doğal polimerlerin sentetik polimerlere oranla daha iyi 

biyolojik özelliklere sahip olduğu gösterilmiştir. En çok kullanılan doğal polimerlerden 

biri kitozandır. Kitozanın çok iyi biyouyumluluk özelliğine sahip olmasıyla beraber 

zayıf mekanik özellikleri olması birçok çalışmayla ispat edimiştir (Liu ve Ma 2004; Li 

ve ark. 2005). Bu tez çalışmasında kitozanın mekanik özelliklerini düzeltmek için 

aljinat ile polielektrolit kompleks oluşturulmuştur, bu kompleks kıkırdak tabakasının 

ekstrasellüler matriksini taklit etmek için geliştirilmiştir. Ayrıca bu dokunun fibröz 

proteinlerin çapraz bağ ağ yapısını taklit etmek ve mekanik dayanıklılık gücünü 

arttırmak için aljinat üzerinde en iyi iyonik çapraz bağlamayı sağlayan CaCl2 ile çapraz 

bağlanması sağlanmıştır (Sun ve Tan 2013). Tablo 4.5’de gözlendiği gibi P grubunda 

aljinat konsantrasyonu arttıkça yırtılma için gereken kuvvet artmaktadır. Bu bulguların 

çapraz bağlanmış aljinatın daha iyi mekanik özelliklere sahip olmasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir. 2010 yılında Han ve ark. yaptığı çalışmada Ca
2+

 ile çapraz bağlamış 

aljinatın mekanik özelliklerinin arttığını rapor etmişlerdir. Sherwood ve ark. (2002) 

yaptıkları çalışmada ise polimer (polimer/β-TCP) oranı arttıkça elastikiyetin arttığını 

göstermişlerdir. Bölüm 4.2.4’de verilen sonuçlara göre genel olarak P grubunun en 

yüksek elastikiyete sahip olduğu söylenebilir. Shuai ve ark. farklı oranlarda poli(laktik-

ko-glikolik) ve HA kullanarak oluşturdukları doku iskelelerine sıkıştırma kuvveti testi 

uygulamışlardır. Bu test sonuçlarında HA miktarı arttıkça sıkıştırma kuvveti arttığını 

gözlemlemişlerdir fakat HA miktarının daha fazla arttırılması sıkıştırma kuvvetinde 

azalmaya yol açmıştır. Tablo 4.5’e bakıldığında grupların en yüksek gerilim 

dayanıklılığına sahip konsantrasyonlarının gerilim dayanıklılığı TM7(6,08)>P5(5,85) 

>SC7(4,59) şeklindedir. β-TCP içermeyen P grubuna göre % 40 β-TCP içeren TM 

grubunun gerilim dayanıklılığı fazladır. TM grubuna göre β-TCP miktarı arttırılmış SC 

grubunun gerilim dayanıklılığı düşme göstermiştir. Bu bulgu Shuai ve ark. bulgularını 
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destekler niteliktedir. Mekanik dayanıklılık testi bulgularının literatürle uyumlu olduğu 

sonucuna varılmıştır. 

5.3 Model İlaç Deksametazonun Salım Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Deksametazon güçlü antiinflamatuvar ve antiproliferatif etkiye sahip 

glukokortikoit türevi bir ilaçtır. Büyüme hormonuna benzer yapıya sahip olması 

nedeniyle bu tez çalışmasında deksametazon model ilaç olarak kullanılmıştır. 

Deksametazonun seçilmesinin bir diğer nedeni ise noniyonize formda olan ilaçların 

salım mekanizmasını aydınlatmak için kullanılmış olmasıdır (Liao ve ark. 2005). 

Analizler UV spektrofotometre kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Deksametazonun 

maksimum absorbans verdiği dalga boyu (λ max) 242 nm olarak bulunmuştur. Bulunan 

değerin literatürlerde belirtilen değerle uyumlu olduğu görülmüştür (Duarte ve ark. 

2009). Uygulanan yöntemin doğruluğu, kesinliği ve beklenen sonucu verdiğini 

kanıtlamak için yöntem validasyonu yapılmıştır. Doğrusallık, geri kazanım, yöntem 

tekrar edilebilirliği ve tekrar elde edilebilirlik gibi validasyon deneyleri yapılarak 

kullanılan miktar tayini yönteminin geçerliliği ispatlanmıştır. Daha sonra hazırlanan üç 

tabakalı doku iskelesine gömme tekniği kullanılarak deksametazon yüklenmiştir. Bu 

iskelenin enkapsülasyon etkinliği hesaplanmıştır ve % 78,661 oranında enkapsülasyon 

kapasitesinin olduğu bulunmuştur. Yapılan salım çalışmalarında deksametazonun 

tamamı 72 saat içerisinde salınmıştır. İlaç salımı başlangıçta yüksek (3. saat % 78,275), 

sonrasında yavaş etkin madde salımı şeklinde seyir etmiştir. Doku iskelesinin iç 

kısımlarına kolaylıkla girmeye başlayan çözeltinin etkin madde salımını hızlandırdığı % 

78,275’e ulaştıktan sonra ise muhtemelen azalan etkin madde miktarına bağlı olarak 

deksametazon salımında yavaşlama meydana geldiği düşünülmektedir. 

Yapılan kinetik hesaplamalarda beklendiği üzere polimerik sistemlerin 

çoğunlukla uyum gösterdiği Higuchi (r
2
=0,796), Hixson Crowell (r

2
=0,936), 

Korsmeyer-Peppas (r
2
=0,999)  kinetik modellerinde en yüksek korelasyon katsayısı elde 

edilmiştir. Hixcon crowell korelasyon katsayısı diğer modellere göre çok daha yüksek 

bulunduğu için bu kinetik profiline daha uyumlu olduğu şeklinde yorumlanmıştır. 

Krosmeyer-Peppas kinetik hesaplamalarında ‘n’ değeri 0,263 bulunması nedeniyle 

salım mekanizmasında Fick’e uyan difüzyon kontrollü salımın etkili olduğu 

düşünülmektedir. Salım derişim gradyanına göre gerçekleşmektedir ve etkin maddenin 

moleküler özelliğine bağlıdır. Tığlı ve ark. (2009) yaptığı bir çalışmada kitozana 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014305708005429
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gömme tekniği ile deksametazon yüklenmiştir ve salım profillerinin Fick’e uyan 

difüzyona uyumlu olduğu bulguları bu çalışmayı destekler niteliktedir. Yapılan diğer bir 

çalışmada ise deksametazon yüklü liflerden salım çalışması yapılmıştır sonuç olarak 

yine Fick’e uyan difüzyonla uyumlu salım profili elde edilmiştir. Polimerik taşıyıcı 

sistemlerde genelde şişme ve biyobozunma kontrollü salım profilleri gözlenmektedir. 

Polimerik matriks/gömme sistemlerinde kullanılan polimerik matriks ilaca göre inert ise 

dissolüsyon ortamı matriksin içerisine girer ve ilaç polimerin gözeneklerinden difüze 

olur (Nokhodchi ve ark. 2012). Bu çalışmada Fick’le uyumlu salım profilinin ortaya 

çıkması deksametazonun küçük moleküler ağırlığa sahip olmasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir.  

5.4 Doku İskelelerinin In Vitro Sitotoksisitesi ve Epiderm
TM

 SIT Bulgularının 

Değerlendirilmesi 

Biyometaryallerin doğrudan canlı dokuya temas etmeleri nedeniyle piyasaya 

sürülmeden once biyouyumluk testlerinin tamamlanmış olması ve ISO standartlarına 

uygun olamaları gerekmektedir. Fizikokimyasal özelliklerinin yanı sıra biyolojik 

özelliklerinin de canlı dokuyla uyumlu olması önemlidir. Biyometaryalin biyolojik 

olarak uyumlu olduğunu göstermek için başlangıç testi olarak in vitro hücre kültürü 

testleri kullanılmaktadır. Bu tez çalışmasında ISO 10993–5 standardında önerildiği gibi 

L929 fare fibroblast hücreleri kullanılarak hücre canlılık testi yapılmıştır. Bölüm 4.5’de 

verilen Şekil 4.19-22’ye baktığımızda fibroblast hücreleri sağlıklı, iğ şeklinde, 

sitoplazmik uzantılara sahip ve yaygın tek tabaka oluşturdukları ve müdahale edilmemiş 

medyum kontrolle aynı yapıya sahip oldukları görülmektedir. Şekil 4.24’deki DMSO ile 

inkübe edilmiş hücreler (pozitif kontrol) yuvarlak formda kalıp, flaska yapışmamıştır ve 

% relatif hücre canlılık oranı % 12,08 bulunmuştur. 

Kitozan ve aljinat en çok kullanılan doğal polimerlerdendir. Dessi ve ark. (2013) 

yaptıkları bir çalışmada kemik yapısını taklit etmesi için geliştirdikleri kitozan ve 

TCP’li doku iskelelerinde farklı konsantrasyonlarda TCP kullanarak hücre canlılık ve 

proliferasyon etkilerini MG63 osteoblast hücre hattını kullanarak araştırmışlardır. Bu 

çalışma sonunda TCP miktarı arttıkça hücre canlılık oranlarının arttığını bulmuşlardır. 

TCP varlığının osteojenik hücre büyümesine, yapışmasına ve proliferasyonuna neden 

olduğunu rapor etmişlerdir. Şekil 4.25’deki grafikte % 100 ekstraksiyon  

konsantrasyonundaki örnek grupları karşılaştırıldığında en yüksek hücre canlılık oranı 
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en yüksek β-TCP içeren subkondral tabaka grubunda saptanmış ve bu sonuçların Dessi 

ve ark. sonuçlarıyla paralel olduğu görülmüştür. Swain ve Sarkar’ın (2014) yaptıkları 

çalışmada ise L929 fibroblast hücre hattı kullanarak nanohidroksiapatit/jelatin/polivinil 

alkol ile oluşturdukları doku iskelesinin sitotoksisitesini indirekt yöntem kullanarak 

araştırmışlardır. En yüksek sitotoksisite en yüksek konsantrasyondaki ekstraktla 

muamele edilen hücrelerde görülmüştür. Bu çalışmada % 40 hücre canlılığı bile 

sitotoksik kabul edilmemiştir. Üç tabakalı doku iskelelerinin ekstrakt konsantrasyonları 

arttıkça hücre canlılık oranlarında hafif bir azalma olsa da % 76,89’un altına 

düşmemiştir. Hücreler üç tabakalı doku iskelesinin %100’lük ekstraktı ile muamele 

edildiginde hücre canlılık oranının medyum kontrole göre anlamlı olarak (p<0,05) 

azaldığı ancak hücre calılığının biyouyumluluk testlerinde sınır kabul edilen %70’in 

üzerinde olduğu gözlenmiştir. Kullanılan hammaddelerin yanı sıra üretim tekniği, 

kullanılan çözücüler ve yardımcı maddeler doku iskelesinin biyouyumluluğunu 

değiştirebilmektedir.  Yapılan bir çalışmada kollajen ve TCP kullanılarak hazırlanan 

doku iskelesinin sitotoksisitesi L929 fibroblast hücre hattı kullanılarak araştırılmıştır. 

Doku iskelesinin üretimi aşamasında hidroklorik asit ve çapraz bağlayıcı ajan olan 

glutaraldehit kullanılmasına rağmen üretilen doku iskeleleri sitotoksik çıkmadığı 

şeklinde yorumlanmıştır (Zou ve ark. 2005). Vittelova ve ark. (2014) geliştirdikleri deri 

doku iskelelerinin biyouyumluluklarını fare fibroblastları kullanarak incelemişlerdir. 

Çalışmalar sonucunda en düşük hücre canlılığı asetik asit kullanarak ürettikleri iskelede 

bulunmuştur. Bu sonucun asetik asit kalıntısından kaynaklanabileceğini rapor 

etmişlerdir. Yapılan bir diğer çalışmada ise aljinat filmini CaCl2 ile çapraz 

bağlamışlardır. Oluşturulan filme hücre canlılık testi yapılmıştır. Çalışma sonucunda 

hücre canlılığının düşük çıkma nedenini CaCl2 artıklarına doğrudan temas eden 

hücrelerin yaşamaması olarak göstermişlerdir (Lee ve ark. 2013).  Bu tez çalışmasında, 

üretim aşamasında çözücü olarak asetik asit ve çapraz bağlama materyali olarak CaCl2 

kullanılmıştır daha sonra etanol ve su yardımıyla bu maddeler uzaklaştırılmaya 

çalışılmıştır. Sitotoksisite test sonuçlarına göre bu maddelerin doku iskelesinden 

tamamen uzaklaştırıldığı düşünülmektedir. Şekil 4.25’e bakıldığında konsantrasyonlar 

arası ve gruplar arası istatistiksel olarak anlamlı farklar görüldüğü fakat hiçbir grup ya 

da konsantrasyonun % 70 hücre canlılık oranı sınırının altına inmediği görülmektedir. 

Yapılan sitotoksisite çalışmaları sonucunda, üretilen üç tabakalı iskelenin ve her bir 

tabakasının sitotoksik olmadığı bulunmuştur.  
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Epiderm SIT sonuçlarına bakıldığında (Şekil 4.26) üç tabakalı doku iskelesinin 

negatif kontrole göre relatif doku canlılık oranı % 70,9 çıkmıştır. Üç tabakalı iskele 

irritan değildir çünkü bir kimyasalın irritan kabul edilebilmesi için relatif doku 

canlılığının % 50’nin altında çıkması gerekmektedir (Kandárová ve ark. 2009). Hem 

sitotoksisite hem de iritasyon çalışmalarında oluşturulan iskelenin biyuyumlu olduğu ve 

biyometaryal olarak kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 

5.5 In Vivo Osteokondral Defekt Modeli Bulgularının Değerlendirimesi 

Kitozan ve aljinat biyobozunabilen, biyouyumlu ve düşük imünojenik cevaba 

ve ekstraselüler matrikste bulunan glikozaminoglikanlara benzeyen yapılara sahip olan 

iki doğal polimerdir. Kitozan osteoblastların büyümesini destekleyen, mineralize 

matriks oluşmasını, kemik oluşumunu destekleyen bir yapıya sahip olan polisakkarit 

türevi katyonik bir polimerdir (Di Martino ve ark. 2005; Rinaudo 2008). Aljinat ise 

anyonik yapıda polisakkarit türevi polimerdir. Kitozanın tek başına biyouyumluluk 

özellikleri çok iyi iken mekanik özellikleri zayıftır, aljinat ise negatif yüklü olduğu için 

hücreler aljinata bağlanmak istemezler bu nedenlerden dolayı bu tez çalışmasında 

kıkırdak tabakayı taklit etmek amacıyla aljinat ve kitozanla polielektrolit kompleksi 

oluşturulmuştur. Tablo 4.11’de verildiği gibi kitozan aljinat polielektrolit kompleksi 

yerleştirilmiş polimer grubu ile üç tabakalı doku iskelesi yerleştirilmiş TCP grubunun 

matriks oluşumları referans grubuna göre daha iyi bulunmuştur ve istatistiksel olarak 

anlamlı fark çıkmıştır. Bu durumun kitozan ve aljinattan kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Florczyk ve ark. (2013) yaptıkları çalışmada kitozan ve aljinat 

polielektrolit kompleksine kemik morfogenetik proteini ve mezenkimal kök hücre 

yükleyerek sıçanların kafataslarında oluşturdukları defekt bölgesine yerleştirmişlerdir. 

Bu çalışma sonucunda söz konusu polielektrolit kompleksinin kemik dokusu yerine 

kullanılabileceği anlaşılmıştır. Histopatalojik değerlendirmelerde TCP ve polimer 

gruplarının yüzey özellikleri, matriks yapıları, hücre dağılımları, subkondral kemik 

yapıları ve mineralizasyonlarının skor ortalamalarının referansa göre yüksek olduğu 

görülmüştür fakat aralarında matriks oluşumu hariç istatistiksel fark bulunamamıştır. 

Fizyolojik yükü düşük oldukça küçük canlı olan sıçanın bu parametreler için sağlıklı 

bir sonuç elde edilmesine izin vermediği düşünülmektedir. Daha büyük deney hayvanı 

kullanılarak, daha çok denek sayısıyla deneyler tekrar edildiğinde gruplar arasında 

daha fazla anlamlılığın oluşabileceği düşünülmektedir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kand%26%23x000e1%3Brov%26%23x000e1%3B%20H%5Bauth%5D
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Hasarlı doku iyileşme sürecinde granülasyon dokusu, implantın etrafını 

sararken yabancı cisim dev hücreleri implantın yüzeyine yapışırlar. Eğer bu hücreler 

doku iskelesini fagosite edemezlerse yabancı cisim implantı tamamen izole etmek için 

fibröz doku kapsül şeklinde implantın etrafını sarar. Histopatolojik incelemeler 

sonucunda hiçbir hayvanın defekt bölgesinde ya da etrafında inflamasyon hücrelerine 

ve fibröz kapsül oluşumuna rastlanmamıştır ve implantların etrafında normal yabancı 

cisim dev hücre reaksiyonları gözlenmiştir. Ayrıca kesitlerde hem polimer grubunda, 

hem de üç tabakalı doku iskelesinin kalıntılarının bulunması fagositik hücrelerin 

implant materyalini parçaladığı ve yeni doku oluşumu ile kalıntıların uyum içerisinde 

olduğu gözlenmiştir. Bu durum biyobozunur polimerler ve β-TCP’nin 

kullanılmasından kaynaklanmaktadır. Elde edilen histopatolojik görüntülerde üç 

tabakalı iskelenin biyobozunma zamanının iyi ayarlanmış olduğu görülmektedir. 

Biyobozunur bir implantın başarılı bir şekilde tasarlandığı düşünülmektedir. 

Ferretti ve ark. (2006) yaptıkları çalışmada genipin ve polietilen glikol ile 

geliştirdikleri hidrojelleri, sıçanların dizlerinde osteokondral defekt açarak 

uygulamışlardır. Bu deney sonucunda inflamasyonun görülmemesi nedeniyle 

hidrojellerin biyouyumlu olduğu rapor edilmiştir. Birçok çalışmada ise etrafında kapsül 

oluşmayan implantlar biyouyumlu kabul edilmiştir. (Liuyun ve ark. 2009; Kim ve ark. 

2010; Uzun ve Bayındır 2011). Bu çalışmada üç tabakalı iskele ve polimer gruplarında 

inflamasyonun görülmemesi, implantların çevrelerinde kapsül oluşmaması ve sağlıklı 

biyobozunmanın gerçekleşmesi oluşturulan iskelelerin biyouyumlu olduğunu 

göstermektedir.  

In vitro salım çalışmalarında üç tabakalı doku iskelesine yüklenen 

deksametazonun kontrollü salım yaptığı anlaşılmıştır. Büyüme hormonuna yapısal 

benzerliğinden dolayı deksametazon in vitro salım çalışmalarında model ilaç olarak 

kullanılmıştır. In vivo hayvan deneylerinde ise kontrollü salımının gerçekleşeceği 

düşünülerek üç tabakalı doku iskelesine PRP yüklenerek etkinliği diğer gruplarla 

karşılaştırılmıştır. Gruplara histolojik skorlama yapıldığında yabancı cisim dev hücre 

reaksiyonu en çok PRP grubunda görülmüştür. PRP grubu referans ve TCP grupları ile 

karşılaştırıldığında PRP ile her iki grup arasında anlamlı fark (p<0,05) görülmüştür 

(Şekil 4.40). Diğer histolojik parametreler için bir karşılaştırma yapıldığında ise PRP 

grubuyla diğer gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlılık bulunmamıştır. Büyüme 



94 

 

hormonlarının konsantre bir şekilde verilmesi için sıklıkla kullanılan PRP 

uygulamasının etkileri bu çalışmada test edilememiştir. Bergen ve ark. (2013) 

koyunların talus bölgesinde oluşturdukları hasara PRP uygulamışlardır ve çalışma 

sonunda PRP’nin talusun iyileşme sürecinde etkisiz olduğunu rapor etmişlerdir. 

PRP’nin iyileşme sürecini hızlandırıcı etkisinin rapor edildiği çalışmaların çoğunda 

kontrol grubu ve istatistiksel olarak yeterli denek sayısının olmadığı görülmüştür (Park 

ve ark. 2012).  

Doku iskelelerinin sterilizasyonunda, kuru ve buhar sterilizasyonları polimerde 

degradasyona ve hidrolize neden olması nedeniyle tercih edilmemektedir (Premnath ve 

ark. 1996). Gama ışınlarıyla sterilizasyon biyomateryal ve medikal ürünlerin 

sterilzasyonu için en güvenilir tekniklerden biri sayılmaktadır. Ancak Draget ve ark. 

(1997) aljinatın gama ışınlarıyla yapılan sterilizasyonu sonucu serbest radikallerin 

meydana geleceğini ve felakete yol açabileceğini rapor etmişlerdir.  Etilen oksit 

sterilizasyonu polimerik materyallerde ve ısıya duyarlı materyallerde kullanılmaktadır. 

Griffon ve ark. (2006) kitozanla oluşturdukları doku iskelesinin sterilizasyonunu etilen 

oksitle yapmışlardır. Literatürdeki rapor edilmiş çalışmalar incelendikten sonra ve 

aseptik koşullarda üretim imkanlarının olmaması nedeniyle artık bırakma riskine 

rağmen iskelelerin sterilizasyonunda % 70 etanol’den sonra etilen oksit sterilizasyonu 

kullanılmıştır. Histopatolojik bulgularda enflamasyonun ya da herhangi bir yan etkinin 

görülmemesi kullanılan sterilizasyon tekniğinin uygun olduğunu ortaya çıkarmıştır.  

5.6 Sonuç Ve Öneriler 

Çalışmamızda sonuç olarak; osteokondral doku rejenerasyonunu destekleyecek 

özelliklere sahip β-trikalsiyum fosfat, kitozan ve aljinat polimerleri kullanılarak 

monolitik yapıda üç tabakalı doku iskelesi üretilmiştir ve bu iskelelerin klinik 

uygulamalarda kullanılabilirliğinin belirlenmesine yönelik bulguların elde edilmesine 

çalışılmıştır. Çalışma kapsamında elde edilen önemli sonuçlar aşağıda özetlenmiştir.   

 Dondurarak kurutma yöntemiyle sünger yapısında içsel bağlantılı gözeneklere 

sahip doku iskelelerinin üretimi gerçekleştirilmiştir.  

 Üç farklı tabaka için farklı oranlarda β-TCP, kitozan ve aljinat polimerleri 

kullanılarak formülasyon çalışmaları yapılmıştır. 

 FT-IR spektrofotometrisi kullanılarak aljinat, kitozan ve β-TCP arasındaki 

kimyasal etkileşim açıklanmıştır. 
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 Lisozim enzimi varlığında gerçekleştirilen biyobozunurluk deneylerine ait 

sonuçlar, doku iskelelerinin lisozim varlığında biyobozunduğunu göstermiştir. 

 Doku iskelelerinin her bir tabakasının su tutma kapasiteleri şişme testleriyle 

ölçülüp sonuçlar literatürlerle karşılaştırılmıştır. 

 Yapılan mekanik dayanıklılık testleri sonucunda literatürlerle karşılaştırma 

yapılmıştır.  

 Karakterizasyon çalışmaları, farklı polimer ve β-TCP bileşimlerine sahip doku 

iskelelerinin şişme, biyobozunurluk, gözeneklilik ve mekanik özelliklerinin 

farklı olduğunu ortaya koymuştur. Yapılan bu çalışmaların değerlendirilmesi 

sonucunda kıkırdak tabakası için P4, ara yüz TM6 ve subkondral tabak için SC6 

kodlu formülasyonların osteokondral dokunun yapısına daha uygun olduğu 

sonucuna varılmıştır. 

 Seçili üç tabakalı doku iskelesine gömme tekniği ile deksametazon yüklenip 

enkapsülasyon etkinliği hesaplanmıştır. Enkapsülasyon etkinliği % 78,661 

olarak bulunmuştur. 

  Deksametazon yüklenmiş iskeleyle salım çalışmaları yapılmıştır. Çalışmalar 

sonucunda doku iskelelerinden gerçekleşen deksametazon salımı 72 saatte 

tamamlanmıştır. 

 Bu sistemlerden deksametazonun salımının, çoğunlukla Korsmeyer-Peppas 

kinetik modeline uyum gösterdiği tespit edilmiştir. 

 L929 fibroblast hücre hattı ile yürütülen sitotoksisite hücre kültür çalışmaları 

kapsamında yapılan MTT analizleri sonucunda seçili her bir tabaka ve üç 

tabakalı monolitik yapının biyouyumlu olduğu ve biyometaryal olarak 

kullanılabileceği sonucuna varılmıştır.  

 Yapay doku Epiderm
TM

 üzerinde gerçekleştirilen deri irritasyon testi 

çalışmalarında oluşturulan üç tabakalı doku iskelesi irritan olmadığı sonucuna 

varılmıştır. 

 Yapılan hayvan deneyleri sonucunda üretilen üç tabakalı doku iskelesinin 

sitotoksisite deneylerini destekler nitelikte biyouyumlu olduğu kanıtlanmıştır. 

Biyobozunan implantın yeni oluşan dokuyla yer değiştirme zamanlaması, 

oluşturulan doku iskelesinin istenen biyobozunma karakterine sahip olduğunu 
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göstermiştir. Ayrıca matriks oluşumu açısından referans materyale göre daha iyi 

olduğu istatistiksel çalışmalar sonucunda ortaya çıkmıştır (p<0,05).  

 Tezden sonra yapılabilecek çalışmalar ve öneriler aşağıda yer almaktadır; 

 Çekme gerilimi test sonuçlarını desteklemesi için mekanik dayanıklılık 

testlerinden ayrıca sıkıştırma tekniğinin gelecek çalışmalarda yapılması 

planlanmaktadır. 

 Hayvan deneylerinde referans ile üç tabaka karşılaştırıldığında üç 

tabakalı iskelenin daha iyi sonuçlar verdiği görülmektedir. Ancak 

aralarındaki fark matriks oluşumu haricinde istatistiksel olarak anlamlı 

çıkmamıştır. Hayvan sayısı arttırılarak ve/veya tavşan ya da koyun gibi 

daha gelişmiş hayvanlarda denendiği taktirde aralarındaki farkın 

istatistiksel olarak anlamlı çıkacağı düşünülmektedir. 

 Ayrıca kontrol grubunun sayısal azlığı nedeniyle kontrol grubuyla diğer 

gruplar arasında istatistiksel bir karşılaştırma yapılamamıştır. Yapılacak 

ilave çalışmada kontrol grubunun sayısının da arttırılarak çalışılması 

planlanmaktadır. 

 Üç tabakalı doku iskelesinin farklı etkin maddeler ve özellikle tedavinin 

başlangıcında yüksek etkin madde salımı istenen durumlar açısından 

incelenmesi ve geliştirilmesinin yararlı olacağı düşünülmektedir.   
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