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OZET

Algiil Kurgeren D., Biyopolimer ve Biyoseramik Kompozitlerin Hazirlanisi,
Karakterizasyonu ve In vivo Degerlendirilmesi, Doktora Tezi, T.C. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Teknoloji Anabilim Dal,
Farmasétik Teknoloji Programu, Istanbul, 2015.

Bu c¢alismanin amaci, osteokondral hasarlar1 tedavi etmek ic¢in kullanilan monolitik
yapida ii¢ tabakali doku iskelesi (TLS) gelistirmektir. Bu TLS; (i) st tabakasinda
kitozan (C) ve aljinat (A) polielektrolit kompleksinden (CA/PEK) olusmaktadir ve bu
tabakada kikirdak doku taklit edilmistir, (ii) orta tabakasinda CA/PEK ve B-trikalsiyum
fosfatdan (B-TCP) (%40) olusmaktadir ve bu tabaka ara yiiz tabakasinin yerine koymak
igin gelistirilmistir, (iii) alt tabakasinda CA/PEK ve B-TCP’dan (%70) olusmaktadir ve
bu tabakada ise subkondral kemik taklit edilmistir. Doku iskelesi formiilasyon
calismalarinda iiretim teknigi olarak dondurarak kurutma yontemi kullanilmistir.
Karakterizasyon calismalar1 FT-IR, sisme, mekanik dayaniklilik, biyobozunma ve SEM
testleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmalar sonunda optimum ii¢
formiilasyon kullanilarak TLS iiretilmistir. Deksametazon TLS’ye yiiklenmistir ve in
vitro salim ¢aligmalar1 yapilmistir. In vitro sitotoksisite ¢alismalarinda, L929 hiicre hatt1
kullanilarak ve Epiderm deri iritasyon testinde EpiDerm insan Epidermal (RHE) Model
yeniden insa kullanilarak biyouyumluluk arastirilmistir. Son olarak, bu doku iskelesinin
tyilestirici potansiyelini referans Maioregen®’e karsi degerlendirmek icin, bu iskeleler
Sprague-Dawley siganlarinin dizlerinde olusturulan osteokondral hasara uygulanmistir.
Karakterizasyon sonuglarina gore, C, A ve B-TCP’nin aralarinda gii¢lii iyonik baglarin
olustugu, tretilen iskelelerin igsel baglantili gozenekli yapiya sahip oldugu ve
birbirinden farkli sisme oranlarina, biyobozunma hizina ve mekanik 6zelliklere sahip
oldugu ortaya ¢ikmistir. Salim ¢aligmalari, ilag saliminin baslangicta yiiksek (3. saat),
sonrasinda yavas etkin madde salimi seklinde 48 saat siirdiigiinii gostermistir.
Sitotoksisite ve iritasyon sonuglarina gore, doku iskelesi biyouyumlu bulunmustur. In
vivo calismalarda ise bu iskelenin iy1 doku biyouyumluluguna ve biyobozunma hizina
sahip oldugu bulunmustur. Biitlin sonuclar TLS nin osteokondral doku uygulamalarinda

kullanilabilecegini gostermistir.

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

Bu c¢alisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunca
desteklenmistir. Proje Numarasi: 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 pB-tricalcium phosphate (B-TCP) (40%) and (iii) the lower layer of
CA/PEC and B-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
B-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.



GIRIS VE AMAC

Osteokondral doku (kemik-kikirdak ara yiizeyi) zedelenmeleri iizerine yapilan
arastirma sayis1 giin gegtikce artmaktadir. Bu zedelenmeler travma nedeniyle ya da
osteoartrit veya osteokondrit gibi genis bir popiilasyonu etkileyen dejeneratif hastaliklar
sonucunda olusabilmektedir. Diinyada 630 milyon insan osteoartrit nedeniyle
osteokondral doku dejenerasyonuna sahiptir (Srinivas ve ark. 2014). Bu rakam giin
gectikce artmaktadir. Ortopedistler ve arastirmacilar kemik stimiilasyon teknigi
(mikrokarik), osteokondral otogreft implantasyonu ve otolog kondrosit transplantasyonu
gibi farkli tedavi edici ve rejenerasyon yontemleri lizerinde ¢alismaktadirlar (Cristensen
ve ark. 2012; Xing ve ark. 2013). Bu tedavi yontemleri yararli olsa bile verici saha
agrisi, enfeksiyon, morbidite ve limitli stok yiiziinden elde edilebilmede sinirlamalar
gibi sakincalar1 bulunmaktadir (Siclari ve ark. 2012; Maruyama ve ark. 2003). Bu
nedenlerden dolayr son yillarda ¢esitli biyomalzemeler kullanilarak alternatif doku
transplant1 gelistirme g¢aligmalart 6nem kazanmistir. Bu calismalarda dogal kemik
dokusunu taklit etmek i¢in biyoseramikler, biyopolimerler, metaller ve polimer-seramik
karisim1 biyokompozitler kullanilmaktadir. Biyoseramiklerin kimyasal yapis1 dogal
kemik yapisina benzemektedir ve hastanin kendi kemik dokusu ile baglanmayi
saglarlar. Bununla birlikte yiiksek biyouyumluluga sahiptirler. Biyoseramiklerin en ¢ok
kullanilanlar trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit (HA), oktakalsiyum fosfat ve kalsiyum
stilfattir (Szpalski ve ark. 2012). Biyopolimerler kemik dokusunun olusmasina ve tekrar
yapilanmasina yardimci olduklari i¢in son yillarda kemik dokusu caligmalarinda sikc¢a
yer almaktadirlar. Dogal polimerlerin en ¢ok kullanilanlar1 ise kollajen, kitozan,
hiyaluronik asit ve aljinattir. Bunlar diisiik immiinojenik potansiyele ve yliksek
biyoadezyon yapisina sahiptirler. Giiniimiizde biyopolimer ve biyoseramigin sinerjik
etkilerinden yararlanmak i¢in birlikte kullanildigi biyokompozit yapilar {izerine yapilan

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

Biyopargalanabilen biyokompozit materyaller ihtiya¢ duyulan defektif (kemik
noksanli) bolgelerde hacim doldurmak, onarima (biitiinliiglin yeniden saglanmasina)
yardimct olmak ve mekanik destegi saglamak icin tercih edilebilmektedirler.
Baslangigta mekanik dayaniklilik 6nem kazanirken ilerleyen zamanda biyobozunma

sonras1 yerine gececek kemik dokusuna yapitasi olarak katilarak da yeni doku



olusumuna yardimci olmaktadirlar. Kemik dokusu ile zaman igerisinde uyum ve
ahenkle gergeklesen ideal yer degistirme zamanlamasi hasta uzvunun sagaltiminda son

derece 6nemlidir (Li ve ark. 2005, Kaynak: Persidis p.508-510, Petite p. 959-963).

Osteokondral lezyonlar kemik ve kikirdak olmak iizere iki farkli dokuyu
icermektedir ve bu dokularin iyilesme yolaklar1 tamamen birbirinden farklidir. Son
yillarda artikiiler eklem hasarlarini tedavi etmek i¢in ¢ok tabakali osteokondral doku
iskeleleri iizerinde calismalar yogunlasmustir. Arastirmacilar osteokondral dokunun
yapisini taklit etmek i¢in kemik ve kikirdak dokularini ayrica, bu tabakalarin ara yiizey

kismini igeren ¢ok tabakali biyokompozitler iizerine ¢alismaktadirlar.

Bu tez ¢aligmasinin amaci, osteokondral doku rejenerasyonunu destekleyecek
Ozelliklere sahip p-trikalsiyum fosfat (B-TCP), kitozan ve aljinat polimerleri
kullanilarak dondurarak kurutma yontemi ile {i¢ tabakali doku iskelesi hazirlamaktir. Bu
amaca yonelik olarak, bu biyokompozitlerin iiretimi ve karakterizasyon caligmalari
yapilarak, etkinlikleri piyasada mevcut bulunan MaioRegen (Fin-Ceramica Faenza
S.p.A., Italya) doku iskelesine kars1 in vivo hayvan deneyleri yapilarak karsilagtirmali
caligmalarla incelenmistir. Hayvan deneyleri sirasinda plateletce zengin plazma (PRP)
yiiklenmis doku iskelelerinin etkinligi diger deney gruplariyla karsilagtirilmistir. Ayrica
bu biyokompozitin in vitro sitotoksisite ve deri iritasyon ¢alismalariyla biyouyumlugu

incelenmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1 Osteokondral Dokunun Yapisi

Osteokondral doku birbirinden farkli yapidaki subkondral kemik ve artikiiler
kikirdak dokularimi, ve bunlarin ara yiizeyinde bulunan yumusak ve kararli gecis
yapisini icermektedir. Artikiiler kikirdak doku yumusak ve stres absorbsiyonu saglayan
yaklasik 3-4 mm kalinliga sahip artikiiler eklem yiizeyinde bulunan yapilardir (Harley
ve ark. 2010). Artikiiler kikirdak doku ekstraseliiler matriksi doku sivilar1 ve iskelet
yapisint  ve kararliligini saglayan biiyiikk bir c¢ogunlugu tip II kollojen ve
glikozaminoglikanlardan olusan makromolekiilleri icermektedir. Kollajenler artikiiler
kikirdagin kuru agirliginin yaklasik % 60°’n1 olusturmaktadirlar, proteoglikanlar ise %
25-30’unu olustururken geri kalan yapisal makromolekiiller ise kollajen olmayan
proteinler ve glikoproteinlerdir (Buckwalter ve ark. 2005). Kollajenler ag seklinde
proteoglikanlar1 sararak dokunun biitiinliiglinii ve gerilmeye karsi direng giiciinii
saglamaktadirlar. Kondrositlerle ag arasindaki karsilikli dayanisma, dokunun yasam
boyu biitiinligiiniin korunmasini saglamaktadir (Senkoylii ve Korkusuz 2004). Deri ve
kemikten farkli olarak artikiiler kikirdak doku (Sekil 2.1) damarsiz, hiicre dansitesi
diisik ve kendi kendine onarici ozelligi zayif yapiya sahiptir. Beslenmesi sinovyal
stvidan difiizyonla gergeklesmektedir (Harley ve ark. 2010).

Artilciler kilardale
Tidemark

Kalsifiye kikirdak

Subkondral kemik

Sungenmst kemik

Sekil 2-1: Subkondral kemik, kalsifiye kikirdak, tidemarkin ve artikiiler kikirdagin sematik
gortinimii (Madry ve ark. 2010).



Kemik dokusu ise organik ve inorganik bilesenlerden olugmaktadir. Organik
bilesenler kollajenler, kollajen olmayan diger proteinler ve hiicrelerdir. Baslica
inorganik bilesen ise hidroksiapatit olup, baslica elementleri kalsiyum ve fosfattir
(Korkusuz ve ark. 2011). Kemik dokusunun agirliginin %70’ini inorganik maddeler
olusturmaktadir (Tampieri ve ark. 2003). Kemik organik matriksinin %90-95°’1 kemige
kuvvetli bir gerilme direncini saglayan kollajen lifleri, geri kalan1 ise ana madde olarak
nitelendirilen homojen bir ortamdan ibarettir. Kollajen lifler, kemige kuvvetli bir
gerilme direnci saglamaktadir. Ekstraseliiler sivinin ana maddeleri proteoglikanlardir
ayrica kondroitin siilfat ve hiyaliironik asit igermektedir (Sayin ve Calis 2006). Kemik
sert olmasina ragmen ¢ok esnek, damardan yogun, metabolik olarak aktif ve yiiksek
hiicre dansitesine sahiptir. Osteoklast, osteoblast ve osteositler kemik iligindeki kan ve

kok hiicreler diginda kemigin hiicrelerini olusturmaktadir (Korkusuz ve ark. 2011).

Eklem kikirdag yiizeyel zon, gecis (orta) zonu, derin zon ve kalsifiye kikirdak
zonu olarak dort tabakaya ayrilmaktadir. En derin tabaka olan kalsifiye kikirdak
tabakasi, hiyalin kikirdagi kortikal yapidaki subkondral kemikten ayirmaktadir.
Artikiiler eklemlerin yapisinda subkondral kemik plagr ile artikiiler kikirdak arasinda 2-
5 um kalinligindaki dokuya ise ‘Tidemark’ denir (Sekil 2.1) (Kuran, 2011). Kalsifiye
kikirdak mineralize olmayan ve damar igermeyen kikirdak dokusu ve mineralize, damar
yogunlugu fazla kemik dokusu arasinda gii¢lii ve kararli bir arafaz olusturmaktadir.
Yapisindaki CaP igerigi kikirdak dokusuna yakin kisimlara dogru azalirken, kollajen
miktarida kemik dokusuna yakin kisimlarda azalmaktadir (Harley ve ark. 2010).

2.2 Osteokondral Lezyonlar

Osteokondral lezyonlarda subkondral kemik ve {izerindeki kikirdak
zedelenmistir. Bu lezyonlar1 odaksal ve dejeneratif olmak {izere iki grupta
inceleyebiliriz. Odaksal lezyonlar travma, osteokondritis dissekans (OD) ya da
osteonekroz nedeniyle olusan sinirlar1 belli olan hasarlardir. Dejeneratif lezyonlar ise
baglarin instabilitesinde, meniskiise bagli yaralanmalarda ve osteoartritte (OA)
goriildiigii gibi smirlar1 belli olmayan hasarlardir (Falah ve ark. 2010). Osteokondral
lezyonlar en ¢ok travmalara bagl olusmaktadir. Kaza ya da spor kazalar1 nedeniyle
olusan agindirict kuvvetler kikirdak dokusunda bazen subkondral dokuyu da igerisine
alarak strese bagli kiriklar olusturmaktadir. Diz kapagi cikiklart bu mekanizmayla

osteokondral kiriklara neden olmaktadir. 20-40 yas aras1 geng hastalarda yaygin goriilen



uyluk kemigi kondilleri etrafinda olusan osteokondral lezyonlarin % 40-50’sinin nedeni
bu mekanizmadir (Boden ve ark. 1997). Osteokondritis dissekans osteokondral bir
fragmanin ¢evre kemik ve kikirdak dokudan baglantisinin kesilmesi durumudur (Yilmaz
2012). OD’a en ¢ok tekrarlayan mikrotravmalar neden olmaktadir. (Pate ve ark. 1998;
Falah ve ark. 2010). Damarlanmadaki bozukluklar, steroit tedavisi, alkol bagimlilig
gibi sebepler osteonekroza neden olabilmektedir. 40 yasindan sonra en g¢ok goriilen
kondral lezyon ise osteoartrit nedeniyle olusmaktadir. OA risk faktorleri arasinda
anormal biyomekanik ve travma, obezite, yas, genetik yanlis yerlesim, yiiksek kemik
mineralizasyonu ve konjenital kemik ve kikirdak gelisim bozukluklari gibi nedenler
sayilabilmektedir (Kuettner ve ark. 2005). Dejeneratif lezyonlar farkli derinlik ve
biiyiikliikte olabilmektedir. Subkondral kemigin katilagmas: diigiikk mekanik dayaniklilik
ve kikirdak matriksinin bozulmasina neden olmaktadir. Meniskiis yirtilmasi ve baglarin
kopmasi ile dizin instabil olmasi1 biyomedikal fonksiyonun yitirilmesine yol agmaktadir

bu durum da kikirdak yaralarinin boyutunu arttirmaktadir.

2.3 Osteokondral Lezyonlarin Tedavi Yaklasimlari

Hasarl1 dokunun yapist ve biiyiikliigiine gore osteokondral hasarin tedavisi igin
artroskopik inceleme ve debriman, abrazyon artroskopi ve mikrokirik gibi cerrahi
yontemler giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir. Bu uygulamalar hasari tedavi etmesi
icin viicudu uyarir ve hasarli bolgede fibrokikirdak olusmasina yol a¢gmaktadir.
Fibrokikirdak doku yara izi kalmis ve hyalin kikirdakla karsilastirinca elastikiyetini
kaybetmis, sertligi ve kaplama 6zelligi azalmig bir dokudur. Olusan bu doku uzun siire
fizyolojik yiikii tasimay1 garantilememektedir (Lattermann ve ark. 2009; Rodrigues ve
ark. 2011). Bu nedenlerden dolay1 ortopedistler osteokondral lezyonlar1 tedavi etmek
icin hastanin kendisinden alinan (otogreft) veya kadavradan (allogreft) temin edilen
kemik  doku  pargalarinn  ve  otolog  kondrositlerin  hasarli  bolgeye
implantasyonunu/transplantasyonunu tercih etmektedirler. Kendi kemigi kullanilan
hastalarda verici saha agrisi, enfeksiyon, morbidite ve limitli stok yliziinden elde
edilebilmede siirlamalar gibi sakincalar bulunmaktadir. Kadavra menseyli dokularda
ise enfeksiyon ve enflamasyon gibi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (Rodrigues ve ark.
2011). Bu nedenlerden dolayr son yillarda biyopolimerler ve biyoseramikler
kullanilarak hazirlanan alternatif doku transplanti gelistirme ¢alismalar1 Onem

kazanmustir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1063458404002596

Osteokondral doku yenilenmesi siireci hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilagmasi ve
ekstraseliiler matriks sentezi gibi i¢ ice gegmis kompleks asamalardan olusmaktadir. Bu
asamalar ise biiyiime hormonlar1 tarafindan yonetilmektedir. Klinik uygulamalarda
dogal ya da rekombinant biiyiime hormonlar1 kullanilmaktadir. Ancak bu tedavi
yontemlerinin pahali olmasi ve immiinolojik problem yaratabilmesi nedeniyle
kullanimlar1 limitlidir. Bliylime hormonlarinin konsantre bir sekilde verilmesinin diger
bir yolu ise platelet yoniinden zenginlestirilmis plazmanin (PRP) hasarli kemik ve
kikirdak dokusuna uygulanmasidir. Bu uygulama bir kisiden alinan kiigiik miktardaki
kanin 6zel bir tiipe konularak santrifiij islemine tabi tutulmasindan sonra bilesenlerine
ayristirtlmasi ve elde edilen az miktardaki PRP'nin yine ayni kisiye geri verilmesini
temel almaktadir (Marx ve ark. 1998; Kutlu ve ark. 2013).

2.4 Biyomimetik Osteokondral Biyokompozitlerin Dizaym

Son yillarda artikiiler eklem hasarlarinda kikirdak ve subkondral kemigi tedavi
etmek igin yapilan ¢alisma sayist artmustir (Lynn ve ark. 2004). Osteokondral yapiyi
taklit etmek i¢in poliglikolit, polilaktik asit ve polilaktit ve bunlarin kopolimerlerinden
olusan sentetik polimerler ve/veya kitozan, aljinik asit, kollajen gibi dogal polimerler
kullanilmaktadir. Bazi ¢alismalarda polimerlere ek olarak kemik yapisini taklit etmek
icin kemik yapisinda bulunan kalsiyum fosfat tiirevi biyoseramikler de kullanilmaktadir.
Dogal kemik ve kikirdak dokusunu taklit etmek, mekanik ve biyolojik performansi
arttirmak icin polimer ve biyoseramigin birlikte kullanildig1 biyokompozit yapili doku
iskeleleri tiretilmektedir. Polimer fazina seramik fazinin eklenmesideki avantaj sadece
seramiklerin iskelenin biyomekanik ozelliklerini arttirmasi degil ayrica seramikler
ortamda tampon ozellik gosterip polimerlerin asidik ortamda bozunmalarini
onlemektedirler. Gelistirilen polimer/kalsiyum fosfat kompozitlerin iyi biyouyumluluk
gosterdikleri bir¢ok calismayla kanitlanmistir. Bu ¢alismalarda hidroksiapatit veya
trikalsiyum fosfat ve biyobozunabilen polimerlerle olusturulmus biyokompozitlerin
biyouyumlulugu ve etkinligi in vitro ve/veya in vivo ¢aligmalarla incelenmistir. Liao ve
ark. (2010) yaptigi hiicre kiltiirii ¢alismalarinda trikalsiyum fosfat ve kitozandan
olusturulmus biyokompozitlerin hiicre proliferasyonunu tek basma kitozandan daha
fazla arttirdig1 gézlenmistir. Yapilan bir diger ¢alismada ise trikalsiyum fosfat ve poli
(L-laktik asit) kullanarak trettilen biyokompozitin in vivo hayvan deneyleriyle etkisi

incelenmistir. Koyunlar iizerinde yapilan bu ¢alismada biyokompozit igine hiicre go¢ii



gerceklestigi ayrica bu kompozitin igerisinde orta boliimii dahil olmak iizere yeni kemik

biiyiimesinin olustugu rapor edilmistir (van der Pol ve ark. 2010).

Yapilan ¢alismalarda osteokondral hasar1 tedavi etmek igin tek tabakali
biyokompozitlerin yetersiz oldugu gézlenmistir. Osteokondral bolge birbirinden farkli
yapidaki kemik ve kikirdak dokusunu igermektedir. Yapinin taklit edilebilmesi igin
yap1, hem kemik hem de kikirdak dokularinin rejenerasyonunu ve tekrar yapilanmasini
desteklemelidir (Nooeaid ve ark. 2012). Bu amaca yonelik mineralize kemik tabakasi ve
mineralize olmayan kikirdak tabakasini igeren ¢ok tabakali biyokompozitler {izerine
caligmalar yapilmaktadir. Kondral faz ve kemik fazi ayri ayr iiretilip fibrin yapistirici
veya kondriositlerle yapay bir sekilde birlestirilmis bu ¢ift fazli yapilarin implantasyon
slirecinde basarisiz oldugu gozlenmistir (Da ve ark. 2013, Liu ve ark. 2013). Bu nedenle
ayrt ayr1 tabakalar1 olusturup yapay bir sekilde yapistirmak yerine c¢ift tabakali
monolitik yapilar gelistirilmistir. Bu ¢alismalarin birinde kalsiyum aljinat jel kondral
fazi, kalsiyum aljinat jel/hidroksiapatit ise kemik fazini taklit etmek i¢in kullanilmistir.
Yapilan taramali elektron mikroskobu sonuglarina gore bu ¢ift tabakali monolitik
yapmin kikirdak ve subkondral kemik dokularinin olusmasi i¢in yeterli bir ortam
olusturdugu goézlenmistir (Gelinsky ve ark. 2007). Cift tabakali yapilara ek olarak tam
taklit edilme saglanmasi i¢in kikirdak, kemik ve iki doku arasindaki fazi (ara yiizey)
iceren ii¢ tabakali sistemler gelistirilmistir. Gliniimiizde piyasada bulunan Mairogen®
ticari isimli preparat ameliyatlarda osteokondral hasarlar1 tedavi etmek igin
kullanilmaktadir. Bu preparatta bilim adamlar1 kikirdak tabakasi icin % 100 tip I
kollajen, ara yiiz tabakasi i¢in % 60 tip | kollajen ve % 40 hidroksiapatit kombinasyonu
ve kemik tabakasi i¢in % 30 tip II kollajen ve % 70 hidroksiapatit birlesimini kullanarak
gelistirdikleri ¢oklu tabakali yapiyla insan osteokondral dokusunu taklit etmeye

calismiglardir (Kon ve ark. 2010).

2.5 Osteokondral Biyokompozitlerin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler
Biyokompozitlerin bazi temel 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir. Hasarli
dokuya mutlaka gegici mekanik destek saglamalidir; kemik dokusunun biiyiimesini ve
damarlanmasini1 saglamak i¢in gozenekli bir yapiya sahip olmalidir; biyokompozit
materyalinin igerisine hiicre gociine izin vermelidir; osteojenezi ve yeni kikirdak
olusumunu gelistirmeli ve desteklemelidir; biyokompozit ve doku arasindaki hiicresel

aktiviteyi gelistirmelidir; biyobozunur olmali ve yeni olusan doku olusumunu



kolaylagtirmalidir; yikim son {rlinleri toksik olmamalidir; aktif ya da kronik
enflamasyona neden olmamalidir; sterilizasyonu kolay olmali ve sterilizasyon
asamasinda aktivitesini yitirmemelidir; biyoaktif madde ya da ilacin kontrollii salimini

saglamal1 ve doku iyilesmesini hizlandirmalidir (Porter ve ark. 2009).

2.6 Biyokompozit Uretiminde Kullanilan Biyomalzemeler

Biyomalzemelerin biyokompozit yapisinda kullanilabilmesi i¢in temel olarak
biyogecimli, hiicrelerin baglanmasina, cogalmasina ve farklilagmasina izin veren bir
yapisinin olmasi gerekmektedir. Biyouyumlu ve kolay biyobozunur olmalari ve
ekstraseliiler matriks yapisina benzemelerinden dolay1 sentetik ve/veya dogal polimerler
ve kemigin inorganik bilesenlerine katilmalari, osteokondiiktiviteleri nedeniyle

biyoseramikler osteokondral doku iskelesi yapimda kullanilmaktadirlar.

2.6.1 Dogal ve Sentetik Polimerler

Osteokondral doku iskelesi tiretiminde dogal, yar1 dogal veya sentetik polimerler
siklikla kullanilmaktadir. Sentetik polimerlerin yapilarinin kontrol edilebilir olmasi
nedeniyle istenen mekanik ve biyobozunma oOzelliklerine sahip polimerler
tiretilebilmektedir. Bu tip polimerlerin dogal polimerlere gére daha az toksisite ve
immiin reaksiyon olusturma riski vardir. Fakat sentetik materyaller biyolojik olarak
daha az geg¢imlidirler ve hiicre doku iskelesi arasindaki iletisim daha azdir bu nedenle
istenen hiicre cevabi alinamamaktadir. Bozunma iiriinlerinin birikmesi ve lokal bdlgenin
pH’smin diismesi nedeniyle toksik ya da inflamatuar yanita neden olabilmektedirler

(Quaglia 2008; Kim ve ark. 2011).

Dogal polimerler ise ekonomik ve dogaya sadik olmalarinin disinda
biyobozunur olmalari, diisiik toksisite riski tagimalari, diistik tiretim ve imha maliyetleri
nedeniyle tercih edilmektedirler (Mano ve ark. 2007; Quaglia 2008; Kim ve ark. 2011).
Dogal polimerlerin ayrica biyolojik makromolekiillere benzedikleri i¢in biyolojik sinyal
akigina, hiicre adezyonuna ve tekrar yapilanmaya yardimci olma gibi 6zellikleri de

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

2.6.1.1 Kitozan
Deniz canlilarinin ve kara boceklerinin  kabuklarinda, mantarlarin  hiicre
duvarinda ve iplik kurdu yumurtasinda bulunan kitini dogal yollarla elde edilen

polimerlere 6rnek verebiliriz. Kitozan kitinin deasetilasyonu (Sekil 2.2) sonucu iiretilen



bir polisakkarittir ve yar1 sentetik bir polimerdir (Francis Suh ve Matthew 2000; Khor
ve Lim 2003, Bueter ve ark. 2013). Bilimadamlar1 ¢alismalarinda kitozan1 doku iskelesi
gelistirmek i¢in tek basina ya da diger polimerlerle ve/veya biyoseramiklerle kombine
bir sekilde kullanmaktadirlar. Kitozanin biyokompozit iiretimi ig¢in kullanilmasinin
nedenleri kendine has karakteristik Ozelliklerinin bulunmasidir. Bunlarin baglicalari
yiiksek biyoadezyon kabiliyeti, yiiksek delikli yap1 olusturmasi, biyobozunur olmasi,
toksik olmamasi, proteinlere karsi afinitelerinin olmasi, antitiimor, antifungal ve
hemostatik 6zelliklerinin bulunmasidir (Alvesve Mano 2008; Kim ve ark. 2008).
Bunlara ek olarak kitozanin giiglii bir yara iyilesmesini arttirict 6zelligi vardir,
makrofajlar1  aktive ederek  sitokinlerin  salinmasmmi  saglayip  enfeksiyonu

engellemektedir (Costa-Pinto ve ark. 2011).

Mantar

Kabuklular Iplik Kurdu
CHs
_ o/ _ B B
X
i Ho_ | \? H OH
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H —d < H
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H o H
HO ;\IH HO' NH,
H dow OH H H
o \
- CH, —n — —n
Kitin Kitozan

Sekil 2-2: Kitin ve kitozanin elde edildigi canlilar ve kimyasal yapilar: sematik gosterilmektedir
(Bueter ve ark. 2013).

Kitozanin elde edilis kaynagi ya da yontemine gore molekiil agirligi 300 kDa-
1000 kDa araliginda degisir. Kitozan kati haldeyken yiiksek elastik ve semi-kristalize
yaptya, ve yiksek camsi gecis sicakligina sahiptir (Nystrom ve ark. 1999; Martino ve
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ark. 2005). Kitozan glikozamin ve N-asetilglikozamin birimlerine B (1— 4) glikozit
baglariyla baglanmasiyla olusan lineer bir polimerdir. pH 7’nin iizerinde ¢6ziiniir degil
iken pH 6’nin altinda yapisinda bulunan serbest amin gruplar1 protonlanir ve polimer
¢ozinir hale gelir. Kitozan yapisinda ti¢ farkli fonksiyonel grup barindirir amino grup,
primer ve sekonder hidroksil gruplari. Bu gruplar polimere diger polimerlerle kopolimer
olusturma o6zelligi kazandirir. Yapisindaki amin gruplart nedeniyle pozitif yiiklidiir.
Negatif yiikli polimerlerle polielektrolit kompleksi olusturduklari i¢in dayanikli kemik
iskeleleri ortaya ¢ikarirlar. (Francis Suh ve Matthew 2000; Alvesve Mano 2008; Kim ve
ark. 2008; Jayakumar ve ark. 2010).

2.6.1.2 Aljinat

En c¢ok kullanilan polisakkarit polimerlerinden bir digeri ise aljinattir.
Kahverengi deniz yosunlari tiirlerinden elde edilen bu polimer D-mannuronik asit ve L-
guluronik asitin 1—4 baglanmasiyla olusan lineer kopolimer bir yapiya sahiptir.
Biogecimli olmasi, immunojenik olmasi, anyonik karakterde olmasi ve kivam arttirict
Ozelliginin  olmasi1 aljinatin  biyometaryal olarak bilim adamlar1 tarafindan
kullanilmasmin baslica nedenleri arasinda sayilabilmektedir. Aljinatin miktar1 ve
kalitesi elde edildigi tiire gore degismektedir (Rinaudo 2008). Yapisindaki D-
mannuronik asit ve L-guluronik asit oranmna ve blok yapilarinin (Sekil 2.3)
degisikliklerine gore aljinatlarin sulu ortam igerisindeki fiziksel ozellikleri farklilik
gostermektedir. Guluronik asit bloklar1 mannuronik asit bloklarina gore daha sert bir
polimer olugmasini saglar ayrica guluronik asit kalsiyum iyonlari ile daha etkin baglar
olusturmaktadir (Kakita ve Kamishima 2008). Guluronik asit igerigi yiiksek olan deniz
yosunlart tiirlerinden elde edilen polimerlerin daha iyi jel olusturdugu gézlenmistir. Jel
olusturma kapasitesi zincir uzunlugu arttikga ve molekiil agirligt 400-500 kDa’un
lizerine ¢iktikca artmaktadir. Aljinik asit ve kalsiyum tuzlar suda ¢éziinmezler fakat su
icerisinde siserler. Aljinik asitin sodyum tuzlar1 ise suda iyi ¢ozlniirler ve yiiksek
molekiil agirhigma sahip olanlar viskoz ve yapiskan bir ¢6zelti olustururlar
(Khotimchenko ve ark. 2001). Pozitif yiiklii polimerlerle polielektrolit kompleksi
olusturduklart i¢in dayanikli kemik iskeleleri ortaya ¢ikarmaktadirlar (Francis Suh ve
Matthew 2000). Ayrica kalsiyum iyonlariyla (CaCl,, CaSO,4, CaCOs, kalsiyum asetat ve
kalsiyum askorbat) c¢apraz baglanarak dayanikli polimerik matriksler olustururlar

(Nokhodchi ve Tailor 2004). Birbirine komsu aljinat zincirleri yapisinda bulunan



11

glukuronik asit bloklarina ait karboksi gruplariyla kalsiyum iyonlart iyonik etkilesime
girer ve dayanikli ti¢ boyutlu aglar olustururlar (Sekil 2.4) (Kuo ve Ma 2007; Saarai ve
ark 2011).

COOH
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o L-guluronik asit D-mannuromlk asit
H H - H
H. oH | | “9“H wu_ _om p
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OH 0 E OH]
H C.‘OO‘H H OH H H COD‘H
a(1— 4) baglanmig L-guluronik asit
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H H g H
- __hCcoop HO s
0
o HO
HO C00©
H H

B(1— 4) baglanmig D-mannuronik asit

Sekil 2-3: Aljinik asitin polimerik bloklarinin yapisi (Khotimchenko ve ark. 2001).
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Sekil 2-4: Capraz baglanmis aljinatin sematik gosterimi.

2.6.2 Biyoseramikler

Biyoseramikler zarar gérmiis veya islevini yitirmis kemik dokusunun tedavi
edilmesi, yeniden olusturulmasi ya da yerine ge¢mesi igin gelistirilen 6zel tasarimli
biyomateryallerdir (Thamaraiselvi ve Rajeswari 2004). Biyoseramiklerin kimyasal
yapist dogal kemik yapisina benzemektedir ve hastanin kendi kemik dokusu ile
baglanmay1 saglarmaktadirlar ve yiiksek biyouyumluluga sahiptirler. Biyoseramik
maddeler ayrica tedavi etmek, siirdiirebilirligi saglamak, tekrar yapilanmay1 saglamak
ve mevcut durumu iyilestirmek icin dokulara biyolojik olarak aktif maddelerin
salinmasi igin de dizayn edilebilmektedirler (Vallet-Regi ve Ruiz-Hernandez 2011). Bu
materyaller ilaglarin, niikleik asitlerin, hormonlarin ve biiyiime faktorlerinin kontrolli
salim ¢aligmalarinda yer almaktadir. Biyoseramikler gozenekli ve yogun formda, toz,
graniil ve kaplama materyali seklinde tliretilmektedirler. Bu yapilar seramik ¢esidine ve
doku etkilesimi sonucu verdigi cevaba gore biyoinert, biyoaktif ve biyobozunur olarak
kategorize edilirler (Colilla ve ark. 2008). Biyoinert seramikler, inert yapida olan ve
oksijen iyonlarmmin olusturdugu diizlemde metal iyonlarmin dagilmasiyla olusan
polikristalin seramiklerdir. Iki 6nemli tiirii mevcuttur; aliimina (Al,O3) ve zirkonya
(ZrOy). Bu tip biyoseramiklerin viicuda yerlestirildiklerinde reaksiyon gelistirdikleri
ortaya c¢ikmustir. Bu nedenle, arastirmacilar daha ¢ok biyobozunan ve biyoaktif
biyoseramikler iizerine yogunlasmislardir (Castner ve Ratner 2002; Thamaraiselvi ve

Rajeswari 2004). Biyobozunan seramikler zamanla bozunarak doku ile vyer
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degistirmektedir. Trikalsiyum fosfat biyobozunan ve biyoaktif bir seramiktir. Biyoaktif
biyoseramikler ise fizyolojik sivilarla reaksiyona girip ara yiizey fazda biyomateryal ile
kemik arasinda giiglii baglar olustururlar. Bu baglanma sonucu kemik mineral fazina es
deger biyolojik olarak aktif karbonat apatit olusmaktadir. Biyoaktif seramikler biyoaktif
camlar ve cam seramikler ile kalsiyum fosfatlar olmak iizere iki genel gruba ayrilirlar
(Rezwan ve ark. 2006).

2.6.2.1 Biyo Camlar ve Cam Seramikler

Ik olarak biyoaktif camlarin biyouyumluluk ve kemik baglama kapasiteleri
1969 yilinda kesfedilmis ve 45S5 Bioglass® isimli ticari iirlin piyasaya siiriilmiistiir. Bu
camlarin implantasyonu sonrasinda yiizeyinde 6zel bir reaksiyon gerceklesmekte ve
kristalize hidroksiapatit olusmaktadir. Bu durum implanti c¢evreleyen dokular ile
implant arasinda giiglii bir bag olusturmaktadir. Yapilarinda SiO,, Na,O, CaO ve P,0s
gibi bilesikler tasiyan bu biyomalzemeler osteojenik genin aktive olmasmi ve damar
yapisinin tekrar olugsmasii saglayan Si, Ca, P ve Na gibi iyonlar1 o bdolgeye
salmaktadirlar.  Kimyasal yapilarinin  kontrol edilebilir olmalart  nedeniyle
biyobozunurluk hizlarinin 6nceden ayarlanabilmesi en Onemli avantajlarindandir.
Mekanik dayanikliliklarinin diisiik olmasi ve kirilgan bir yapiya sahip olmalar1 ise
dezavantajlar1 arasinda sayilabilir (Kenny ve ark. 2003; Rahaman ve ark. 2006; Rezwan
ve ark. 2006; Fu ve ark. 2011). Biyoaktif cam seramikler ise iki farkli kristal yapiya
sahip mika ve apatitden olusmaktadirlar. Mekanik  6zelliklerinin  ve
biyouyumluluklarinin ~ iyi,  biyoaktivitelerinin  yiiksek olmast ve tokisisite
gostermemeleri gibi istlinlikkleri bulunmaktadir (James 1995; Rahaman ve ark. 2006;
Abou Neel ve ark. 2009).

2.6.2.2 Kalsiyum Fosfatlar

Biyoaktif biyoseramiklerin en ¢ok kullanilan diger bir grubu ise kalsiyum
fosfatlardir. Dogal kemik dokusunun yapisimin @ %  60’m1  hidroksiapatit
[Ca10(PO4)s(OH),] olusturmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde arastirmacilar kemik doku
iskelesi gelistirme ¢alismalarinda kalsiyum fosfat bilesikleri {izerine yogunlagsmislardir
(Rezwan ve ark. 2006). Kalsiyum fosfatlarin kimyasal ve kristal yapilar1 kemige benzer
yapidadir ve kemikle biyouyumluluk gosterirler. Cok cesitli kalsiyum fosfat tlirevleri

vardir, Tablo 2.1°de Ca/P oranlariyla birlikte en ¢ok kullanilanlar1 gosterilmektedir.
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Tablo 2-1: Ca/P oranlari, kimyasal formiilleri ve farkli kalsiyum fosfat tiirevlerinin kimyasal
adlar1 (Felicio ve Laranjeira 2000).

Ca/P Formiil Kimyasal Adi

Monokalsiyum fosfat

0,5 Ca(H,PO,), H,0O )
monohidrat
Kalsiyum fosfat
1 Ca(HPO,4) H,0 o
dihidrat
Kalsiyum fosfat
1 CaHPO,
(susuz)
1,33 CasH,(PO,); 2.5H,0 Oktakalsiyum fosfat
Trikalsiyum fosfat
15 Caz(POy).
(TCP)
1,67 Cayo(PO4)s(OH), Hidroksiapatit
Tetrakalsiyum fosfat
2 Cao Cag(PO4)2

monoksit

Hidroksiapatit kristalleri dogal kemik ektraseliiler matrisinde bulundugu i¢in en
cok kullanilan kalsiyum fosfat seramiklerinden biridir. Hidroksiapatit (HA) ile iiretilmis
farkl1 dansitede, por6z yapida, biiyiikliikte ve mekanik 6zelliklerde iiretilmis bircok
biyomateryal bulunmaktadir (Szpalski ve ark. 2011). Bu materyaller giicli
osteokondaktif 6zellikte olmasina ragmen diisiik osteojenik aktivite gostermektedir.
Literatiirde gelistirilen yapay doku iskelelerinin iizerine hiicre ekilebilmesi ya da
hastanin kendi hiicrelerinin yapiya go¢ edebilmesi i¢in gdzenek biiyiikliigiinlin yaklasik
100 um olmasi gerektigi rapor edilmistir (Wang ve Ni 2003). Tek basina hidroksiapatit
kullanildiginda kirillgan, yavas biyobozunur ve yiiksek erime derecesine sahip kemik
doku iskeleleri olugsmaktadir. Bu nedenle daha ¢ok polimerle kombine biyokompozit
yapilar tizerine calisilmaktadir. Diger ¢ok bilinen dezavantajlar1 ise besin iletimini
saglayamadiklari i¢in HA ile olusturulan yapilar igerisinde hiicrelerin yasam siirelerinin

kisa oldugudur.
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Yapilarinin kemik mineral fazina benzerliklerinden dolay: in vivo ilk olarak -
trikalsiyum fosfat (B-TCP) ile tiretilmis kemik doku iskeleleri kullanilmistir (Barrere ve
ark. 2006). B-TCP ile hazirlanmis doku iskelelerinin giiclii osteokondaktif etkileri ve
osteojenik aktiviteleri oldugu, sikistirma ve gerilme direnci kuvvetlerinin dogal
kansalloz kemikle benzer oldugu ispatlanmistir (Lu ve Zreigat 2010). B-TCP ile
olusturulmus iskelelerin kafatasindaki, mandibular bolgedeki, tibiadaki, femurdaki ve
radyal hasarlarin tedavi edilmesine yardimci oldugu bircok hayvan deneyi ile
gosterilmistir (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
cikartlmis kemik tiimorlerinin yerini doldurmast igin B-TCP’li doku iskeleleri
kullanilmaktadir (Szpalski ve ark. 2011). Son yapilan ¢alismalarda B-TCP’nin adipoz
doku kok hiicrelerinin osteoblastik hiicrelere farklilasmasini indiikledigi gozlenmistir
(Liu ve ark 2008). Ayrica kemik iyilesmesi ve tekrar yapilanmasi i¢in kilit olaylardan
biri olan anjiogenezi arttirdig1 ortaya ¢ikmistir (Okuda ve ark. 2010). Kemik iyilesme
siirecinde dogal mineral presipitasyonu ve kemik olusmasi ekstraseliiler fosfat ve
kalsiyum konsantrasyonuna baglidir bu nedenler B-TCP gibi kalsiyum fosfat
tirevlerinin kemik doku gelistirme ¢aligmalarinda neden bu kadar fazla yer aldigini

aciklamaktadir (Szpalski ve ark. 2011).

2.7 Osteokondral Doku Iskelesi Fabrikasyon Yontemleri

Hiicreler ve ektraseliiler matriks ii¢ boyutlu (3D) yapida organize olup organlari
olusturmaktadir. Bu nedenle hiicrelerin biiyiimeleri ve dokunun tekrar yapilanmasi i¢in
yapay doku iskelesinin ii¢ boyutlu olmasi gerekmektedir. Kemik dokularinin yapisi
viicudun bulunduklar1 bolgesine gore farklilik gostermektedir. Bu yiizden olusacak
doku iskelesinin yapisi, uygun biyomateryalin se¢imine, iiretim teknigine uygulanacak
bolgenin anatomik yapisina ve mekanik yiikiine bagh olarak degismektedir. Bunlara ek
olarak hastada olugsmus hasarin geometrik yapisina gorede fabrikasyon teknolojileri
farklilik gosterebilmektedir. Ayrica doku iskelelerinin biyobozunma hizi yeni olusan
dokunun gelisme ve iyilesme hiziyla aymi olmalidir. Doku iskelesi fabrikasyon
yontemleri geleneksel yontemler ve serbest kat1 hal yontemleri seklinde 2 grup altinda

incelenmektedir (Thavornyutikarn ve ark 2014).
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2.7.1 Geleneksel Yontemler

Biyoemilir ve biyo¢oziiniir materyallarin 3D fabrikasyon yontemleri ¢esitlilik
gostermektedir, bunlarin en ¢ok kullanilanlar1 ise geleneksel yontemlerdir. Geleneksel
yontemlerle elde edilen doku iskelesi fiber veya siinger yapida olabilir. Siinger
yapisindaki i¢sel baglantili gozeneklere sahip 3 boyutlu doku iskeleleri ¢oziicti dokiimii
ve ¢oziici dokiimii/par¢acik uzaklastirma, gaz kopiiklendirme, eriyik kaliplama, faz
ayrimi ve dondurarak kurutma gibi yontemler ile tiretilmektedir. Fiber yapida olan doku
iskeleleri ise tekstil teknolojileri, fiber baglama ve elektro-egirme gibi yontemler ile
elde edilmektedir (Ger¢ek Beskardes 2008).

2.7.1.1 Coziicii Dokiimii/Parc¢acik Uzaklastirma

Bu yontemde polimer c¢ozeltisi spesifik captaki porojen adi verilen kati
parcagiklar (tuz, jelatin, parafin gibi) ile karistirlmaktadir. Daha sonra ¢oziici
uzaklastirilir geriye kati polimere gomiilmiis porojen pargaciklart kalmaktadir. Bu
kompozit porojenin igerisinde ¢6ziinebilecegi ¢oziiciiniin igerisine daldirilir ve porojen
parcaciklart yapidan uzaklastirilir boylece gozenekli kati polimerik yapida doku iskelesi
elde edilir (Sekil 2.5) (Gerg¢ek Beskardes 2008; Zhu ve Chen 2013). Bu yontemle %
93’den yiiksek gozeneklilige sahip ortalama delik ¢ap1 500 um den fazla olan doku
iskeleleri olugsmaktadir. Dezavantajlari ise polimer/porojen kalin dokiiliirse ¢oziiciiniin
uzaklasmasi zorlasmaktadir bu nedenle bu teknikle sadece 3 mm kalinlikta ince

membranlar tiretilebilmektedir (Mikos ve ark. 1996).
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Sekil 2-5: Coziici dokiimii/par¢acik uzaklastirma tekniginin sematik gosterimi (Bartis ve
Pongracz 2011).
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2.7.1.2 Gaz Kopiiklendirme

Gaz kopiiklendirme tekniginde kaliba dokiilmiis biobozunabilen polimer iizerine
CO,, nitrojen, su ya da floroform gibi gaz kopiiklendirme ajanlari ile bu polimer doygun
hale gelene kadar yiiksek basing uygulanir (Parks ve Beckman 1996; Quirk ve ark.
2004; Di Maio ve ark. 2005). Bu islem sonucunda polimer igerisinde 100 ile 500 um
aralikta ¢aplarda gaz kabarciklar1 olusur. Bu teknigin avantaji organik c¢oziiciiniin
kullanilmamasidir. Biiyiik i¢sel baglantili olmayan gbézeneklerin ve gbzeneksiz dis fazin
olusmasi bu yontemin tercih edilmeme nedenlerindendir (Di Maio ve ark. 2005;
Chatterjee ve ark. 2012).

2.7.1.3 Eriyik Kaliplama

Eriyik kaliplama tekniginde istenilen geometriye sahip kalibin igerisine porojen
pargaciklar1 ve polimer doldurulduktan sonra kalibin sicakligi polimerin camsi gegis
sicakliginin istiine c¢ikincaya kadar isitilmaktadir. Bu yontemle polimerler eriyerek
birbirine baglanmaktadir. Kalip ¢ikartilinca porojen pargaciklari uzaklastirilip gézenekli
iskele kurutulmaktadir. Uygulanan bu iiretim sekliyle iskelenin morfolojisi ve sekli
kontrol edilebilmektedir. Yiiksek sicakliklar gerektirdigi igin biyoaktif maddelerin doku
iskelelerinin igerisine dahil etmek i¢in uygun bir yontem olmamaktadir. Ayrica porojen

kalinti riski de bulunmaktadir.

2.7.1.4 Oda Sicakhginda Sikistirarak (Pres) Kaliplama

Oda sicakliginda sikistirarak kaliplama, eriyik kaliplama ydntemindeki,
biyoaktif madde hapsedilmis doku iskelelerinin iiretilememesi probleminin asilmasi igin
gelistirilmistir. Bu yontem igin diisiik sicaklik ve basing ayrica, polimeri ¢6zecek
organik ¢oziicii ve porojen partikiillerini ¢6zecek inorganik ¢oziicii (su) gerekmektedir.
Olusan gozenekler ¢oziiciiler ugurulduktan sonra kiigiilebilir bu da tolere edilebilir bir
kiigiilmedir (Pan ve Din 2012). Sekil 2.6’da oda sicakhiginda sikistirarak kaliplama

yontemiyle Uretilmis doku iskeleleri gosterilmektedir.
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Sekil 2-6: (a) Oda sicakliginda sikigtirarak kaliplama yontemi sematik gosterilmektedir. (b) Bu
yontemle olusan gozenekli doku iskelelerinin fotografi gosterilmektedir (Pan ve Din 2012).

2.7.1.5 Faz Ayrimy/Emiilsifikasyon

Faz ayrimi1 emiilsifikasyon/dondurarak kurutma ve sivi-sivi faz ayrimi seklinde 2
farkli yontem izlenerek gerceklestirilebilmektedir. Ilk metotda emiilsiyonu olusturmak
icin polimer organik ¢oziicli icerisinde ¢oziildiikten sonra ortama su eklenmektedir.
Olusan su/polimer karigimi kaliba dokiiliir ve sivi azot yardimiyla sogutulduktan sonra
¢oziiclileri uzaklastirmak i¢in dondurularak kurutma uygulanmaktadir (Sekil 2.7). Bu
islem sonucunda yiiksek gozeneklilige sahip siingerimsi yapilar olusmaktadir. Sivi—sivi
faz ayriminda ise polimer ¢ozeltisini sogutma isleminden sonra polimerce zengin ve
polimerce yoksul faz seklinde iki ayn faz olusmaktadir. Coziicii ortamdan
uzaklastirilinca yiiksek gozenekli polimerik doku iskelesi olusmaktadir. Bu yontemle
polimer konsantrasyonu, sogutma sicakligi ve orani kontrol edilerek makro ya da mikro
boyutta gozeneklere sahip siingerimsi yapilar hazirlanabilmektedir. Diisiik sicakliklarda
hazirlandiklari i¢in biyoaktif maddeler i¢in uygun bir yontemdir (Whang ve ark. 1995;
Nam ve Park 1999; Mikos ve Temenoff 2000; Zhu ve Chen 2013).
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Sekil 2-7: Faz ayrim1 emiilsifikasyon/dondurarak kurutma isleminin sematik gosterimi (Whang
ve ark. 1995).

2.7.1.6 Tekstil teknolojileri (Elektrospinning)

Tekstil teknolojileri ¢ok ¢esitli siiregleri igeren elektirik yiikiinden yararlanilarak
polimerlerden oriilmiis doku iskelelerinin iiretimi igin kullanilmaktadir. Bu ydntemi
gerceklestirmek i¢in kullanilan diizenekte polimerik materyalleri igeren siringa
pompasi, yiiksek elektriksel alan yaratan ve donme hareketini saglayan yliksek voltaj
kaynagi ve olusan fiberleri toplayan bir toplayici bulunmaktadir (Sill ve von Recum
2008; Kim ve ark. 2010). Bu diizenek Sekil 2.8’de gosterilmistir. Uygulanan elektriksel
kuvvetler ¢oziiciiniin ugmasina ve polimerin yapidan ayrilmasina neden olmaktadir.

Olusan fiber formlu polimerik yapilara istenilen sekil verilebilmektedir. Polimerin
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yapisi, siire¢ parametreleri ve cevresel faktorler olusan fiberlerin morfolojisini
degistiren 6nemli etkenlerdir (Jain 2006; Zhu ve Chen 2013). Bu yontem ile dogal ya da
sentetik polimerler kullanilarak 2 nm’den ¢esitli mikrometrelere kadar farkli boyutlarda
fiber yapida yiiksek yiizey alanina sahip doku iskeleleri iiretilebilmektedir (Zhu ve Chen
2013).

/ $iringa pompasi

Yiiksek voltaj D —
C
kaynadi Dénen ve degistiren

toplayic

Sekil 2-8: a) Elektrospinning diizeneginin semasi. b) Elekrospinning teknolojsi ile iiretilmis
farkli konsantrasyonlarda polimer i¢eren fiberlerin goriintiileri (Sill ve von Recum 2008).

2.7.1.7 Dondurarak Kurutma

Dondurarak kurutma, c¢ozeltileri kararli kati materyallere ¢evirmesi nedeniyle
gida biliminde, ila¢ teknolojisinde ve enzim stabilitesi i¢in kullanilan yaygin bir
yontemdir. Dondurarak kurutma islemi temel olarak ti¢c adimdan olusur; ¢ozelti diistik
sicakliklarda (6tektik sicakligin veya camsi gecis sicakliginin altina diisecek sekilde)
dondurulur; donmus 6rnek vakum yardimiyla basicin disiiriildiigi (diisiik milibarlara)
kabinin igerisine yerlestirilir ve diisiik sicakliklarda (-80 °C), vakum altinda ¢alistirilan
cthaz donmus olan ¢oziiciiniin i¢erisindeki buz kristallinin siiblimlesmesini saglar buna

birincil kurutma islemi denmektedir; materyal igerisindeki donmamis suyun
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uzaklastirilma islemine de ikincil kurutma islemi denmektedir. Son 20 yildir bu yontem
ic boyutlu doku iskeleleri gelistirme ¢alismalarinda yer almaktadir. Polimer su igerinde
¢oOziiliir ¢oOzelti dondurularak polimerlerin arasinda buz kristalleri olusur olusan
kristaller stiblimlesir ve polimer gézenekli delikli kat1 hal alir (Huang ve ark. 2005). Faz
ayrimi/emiilsifikasyon tekniginde ise organik ¢oziiciide hidrofobik polimer ¢oziiliir ve
stvi kristallerinin olusmasi ve gézenekli bir doku iskelesi olusturmasi i¢in ortama su
eklenmektedir. Dondurarak kurutma yonteminde, uygulanan ilk basamaktaki donma
sicaklig1 ve siliresi, uygulanan islem siiresi, kabin sicakligi, basinci ve dolulugu, 6rnegin
hacmi, polimerin yapisi gibi parametreler olusan doku iskelesinin gzenek biiytikliigiinii
ve dagilimini etkilemektedir. Bu yoOntemle siinger yapisindaki igsel baglantili
gozeneklere sahip 3 boyutlu doku iskeleleri iiretilmektedir. Han ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada dondurarak kurutma yontemini kullanarak kitozan, aljinat
ve HA doku iskeleleri hazirlamiglardir (Sekil 2.9-10). Bu ¢alisma sonucunda g¢apraz
baglanmamis olanlarin % 90, ¢apraz baglanmis olanlarin ise % 70 gozeneklilige sahip
doku iskeleleri gelistirilmistir (Han ve ark. 2010). Tampieri ve ark. yaptigi ¢alismada ise
biyomimetik {i¢ tabakali osteokondral dokuyu taklit eden doku iskelesi gelistirilmistir.
Dogal kemik ve kikirdak dokusunda bulunan kollajen ve kemik yapisinda bulunan
hidroksiapatit biyomateryal olarak kullanilmis ve dondurarak kurutma islemi ise tiretim
teknigi olarak se¢ilmistir (Tampieri ve ark. 2008; Kon ve ark. 2010). Olusan bu {iriin
Maiorogen® isimli ticari preparat olarak piyasaya siiriilmiistiir ve gliniimiizde iilkemiz
dahil bir c¢ok iilkede cerrahlar tarafinda osteokondral hasarli hastalara implante
edilmektedir.
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Sekil 2-9: Dondurarak kurutma iglemi uygulanmig bir ¢aligmanin sematik gosterimi. CS;
kitozan, HA; hidroksiapatit (Han ve ark. 2010).

Sekil 2-10: Han ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismadan alinmis doku iskelelerinin SEM
gortntiileri (Han ve ark. 2010).

2.7.2 Serbest Kati Hal Yontemleri

Bilgisayar destekli tasarim (Computer aided design, CAD) (Sekil 2.11),
bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans goriintiileme verileri gibi bir ¢ok bilgisayar
destekli teknik serbest kat1 hal yontemleri altinda toplanmaktadir. Bu tekniklerle doku
iskelesinin dizayn1 yapilip katman katman tretimi yapilabilmektedir. Olusan doku
iskelesinin yapis1 kontrol edilebilmektedir, istenilen boyutta gézeneklilige sahip ve
istenilen geometrik sekilde ve yapida iskeleler bu yontemlerle tiretilebilmektedir. Isi,
151k, yapistirict ve kalip kullanarak tiretime dayanan birgok serbest kati hal yontemi

bulunmaktadir. Tabakali nesne imalat metodu, segici lazer sinterleme (Lee ve ark.
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2007), ergiterek malzeme yigma (Yen ve ark. 2009), ii¢c boyutlu baski (Bose ve ark.
2013) ve hizli prototipleme (Park ve ark. 2012) yontemleri gibi birbirinden farkli teknigi
serbest kat1 hal yontemleri icerisinde sayabilmekteyiz (Bourell ve ark. 1990; Hutmacher
ve ark. 2004). Bu yontemler daha ¢ok miihendislerin uyguladigi ileri teknoloji

gerektiren ve pahali uygulamalardir.

- Lazer 15ini
Ayna B0 W |

Toz seviveleme silindiri

l Toz yatagi

Sintirlenmis
prototip

Toz toplayici

Sekil 2-11: Serbest kat1 hal yonteminin sematik gosterimi (Thavornyutikarn ve ark. 2014).

2.8 Biyokompozitlerin Sterilizasyonu

Sterilizasyon bir tiriinii kontamine eden tiim mikroorganizmalarin (vejetatif, spor
sekilleri dahil) ve viriislerin 6ldiiriilme veya uzaklastirilma islemidir (Dortung, 2004).
Sterilizasyon teknigi bazen olusturulan biyomateryalin yapisin1 degistirmekte ve toksik
yan triinler agiga ¢ikarabilmektedir. Uygun teknik ve yeterli siirede sterilizasyon
yapilmadiginda ise hastaya uygulanan materyal enfeksiyona yol agilabilmektedir (Nag
ve Banerjee 2012). Giiniimiizde uygulanan bir¢ok sterilizasyon teknigi bulunmaktadir.
Bu teknikler kullanilacak olan polimerin ya da biyoseramigin yapisina gore tercih
edilmektedirler. Aseptik ortamda tiretim, buhar, kuru 1s1, gama isinlari, ultraviole (UV)
1sinlar1 ve etilen oksit sterilizasyon teknikleri biyometaryallerin sterilizasyonu i¢in en

cok kullanilan yontem olmaktadirlar. Fiziksel teknik olan otoklavla sterilizasyonda
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biyomateryal 121°C, 18 psi, 18 dk buhar basincina maruz birakilmaktadir. Kuru 1s1
sterilizasyonundan daha iyi 1s1 transferi yaptigi igin tercih edilmektedirler. Ist ile
sterilizasyon  yontemleri tamamen biyoseramikten olusan implantlar icin
kullanilmaktadir. Ornegin Habibovic ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada biyoseramikle
hazirladiklari implant materyalini buharla sterilizasyon teknigini kullanarak otoklavda
sterilizasyon yapmiglardir. Polimerik materyallerin sterilizasyonunda 1s1 ile sterilizasyon
yontemleri polimerin yapisinda degisiklik yapmasi nedeniyle tavsiye edilmemektedir

(Premnath ve ark. 1996).

UV sterilizasyonu da ayni sekilde yiizey sterilizasyonu i¢in en ¢ok kullanilan
yontemler arasinda yer almaktadir. Bu yontem kisa dalga boylarinda yiiksek enerji
yogunluguyla, 280-100 nm, timin dimerleri olusturup DNA replikasyonunu 6nleyerek
bakterilerin eliminasyonunu saglamaktadir. Riley ve ark. (2005) diisiikk enerji
yogunluguyla bile titanyumdan olusan dental implantin sterilizasyonunun
gerceklestirilebilecegini rapor etmislerdir. En ¢ok kullanilan bir diger yontem ise etilen
oksit gazi ile yapilan sterilizasyon teknigidir. Etilen oksit sterilizasyonu polimerik
materyallerde ve 1stya duyarli materyallerde kullanilmaktadir. Griffon ve ark. (2006)
kitozanla olusturduklart doku iskelesinin sterilizasyonunu etilen oksitle yapmislardir.
Toksik artik birakma riskleri bulunmaktadir. Gamma 1sinlariyla sterilizasyon
biyomateryal ve medikal iriinlerin sterilzasyonu i¢in en giivenilir tekniklerden biri
sayllmaktadir. Bu sterilizasyon tekniginde iyonize yiiksek enerji mikroorganizma
DNA’smma zarar vererek sterilizasyonu gerceklestirmektedir ve toksik artik
birakmamaktadir. Yiiksek penetrasyon 6zelligi nedeniyle sikica paketlenmis materyaller
icin uygun goriilmektedir. Kullanilacak polimerin cinsine gore sterilizasyon tekniginin
giivenirligi degismektedir. Ornegin Draget ve ark (1997) aljinatin gama 1gmlariyla
yapilan sterilizasyonu sonucu serbest radikallerin meydana gelecegini ve felakete yol

acabilecegini rapor etmislerdir.

2.9 Kemik/Kikirdak Doku Iskelelerinde Yapilan Kontroller
Osteokondral doku iskelesinin biyouyumlulugunun tayin edilebilmesi i¢in bir

takim fizikokimyasal ve biyolojik testlerin yapilmasi gerekmektedir.
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2.9.1 Biyobozunma

Doku iskelesinin zamanla bozunup viicudun kendi hiicrelerinin ve yapilarinin
iskelenin yerine gegmesi beklenmektedir. Hasarli dokunun yeni dokuyla yer degistirme
hiz1 ile iskelenin bozunma hizinin benzer olmasi istenmektedir. Ayrica iskelenin yapisi
bozunurken ekstraseliiler matriksin tekrar yapilanmasina da izin vermeleri
beklenmektedir. Iskelenin yan iiriinleri toksik ve immiinolojik reaksiyonlara neden
olmamalidir. Bu nedenlerden dolayr doku iskelelerinin gelistirme ¢alismalarinda
biyobozunma testleri yapilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada in vivo biyobozunmadan
sorumlu birincil enzim olan lisozim kullanilmistir. Viicutta dolasan lisozim
konsantrasyonuyla ayn1 10000 U/L lisozim bulunan fosfat tampon ¢ozeltisi icerisine
viicut sicakliginda doku iskeleleri koyulmus ve cesitli saatlerde bozunma hizlar

incelenmistir (Sowjanya ve ark. 2013).

2.9.2 Gozenek Yapisi

Fizikokimyasal testlerden gbzenek yapisinin incelenmesi ¢ok onemlidir ¢ilinkii
dogal kemik ve kikirdak dokusu igsel baglantili gbzeneklere sahiptir. Hiicrelerin
iskelenin yiizeyine tutunmasi igerisine dogru ilerleyebilmesi ve ¢ogalip farklilasabilmesi
icin gelistirilen doku iskelesinin gozenekli bir yapiya sahip olmasi gereckmektedir.
Ornegin kemik gelismesi igin optimum gdzenek boyutu 75 pm ile 250 um arasinda
degismektedir, fibro-kikirdak i¢in ise 200um ile 300pum arasinda degismektedir
(Cheung ve ark. 2007). Gozenekliligin karakterizasyonu i¢in en ¢ok taramali elektron
mikroskobu, 1s1k mikroskobu gibi goriintiileme teknikleri kullanilmaktadir. Sherwooda
ve ark. (2002) PLGA/PLA ve TCP ile olusturduklar1 doku iskelelerinin gézeneklerinin
karaketerizasyonu SEM ile gerceklestirilmistir. Goriintiileme tekniklerinin disinda sivi
yer degistirme metoduyla doku iskelelerin gozenekliligi incelenebilmektedir. Yapilan
bir ¢aligmada kitozan, aljinat ve hidroksiapatit ile gelistirilen doku iskelelerinin yiizde
gozenekliliklerini sivi yer degistirme metodunu kullanarak arastirmislardir. Etanol
igerisine konulan doku iskeleleri doygun hale gelene kadar bekletildikten sonra
tartilmistir. Doku iskelesinin ilk kuru agirlig1 ve etanole doymus agirligindan hareketle

iskelenin gozenekliligini hesaplamiglardir (Han ve ark. 2010).


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

Gozenekliligin disinda doku iskelesinin gegici fiziksel destek sagliyabilmesi igin
1yi bir mekanik 6zellige sahip olmas1 gerekmektedir ve bu 6zelliklerini tekrar yapilanma
siirecinin sonuna kadar koruyabilmelidir. Bazi c¢aligmalarda mekanik o6zelligi
sagliyabilmek igin istenen gozenekli yapi elde edilememektedir. Istenen gdzeneklilik
Ozelliklerin saglanmamasi damarlanmaya engel olmaktadir. Bu nedenle gerekli olan
mekanik Ozellikler ve gbzeneklilik yapisinin dengede olmasi gerckmektedir. Mekanik
Ozelliklerin karakterizasyonu i¢in ise gerilim dayanikligi ve sikistirma testleri
yapilmaktadir. Sowjanya ve ark. (2013) doku iskelelerinin karakterizasyonunu
sikisgtirma testi ile sikistirma gerilimi ve young modiil degerlerini hesaplayarak
yapmislardir. Diger bir ¢alismada ise ¢ekme deneyi ile doku iskelelerinin mekanik

ozellikleri incelenmistir (Lee ve ark. 2011).

2.9.4 Biyouyumluluk

Doku iskelesinin hasarli bolgeye implantasyonu sonrasinda lokal inflamasyon
baslamaktadir. Kizariklik, sislik, agri ve ates inflamasyonun erken tanisidir ve
enfeksiyona karsi savas acildiginin gostergeleridir. Notrofillerin, eozinofillerin,
makrofajlarin ve yabanci cisim dev hiicrelerinin hasarli bélgeye gelmesiyle savunma
mekanizmasi harekete gegmektedir. Bu hiicrelerin en 6nemli gorevi 6lii hiicreleri ve
doku iskelesi pargalarinin fagozite edilmesini saglamaktir. Makrofajlar hasarli dokunun
tyilesme siirecini baglatarak graniilasyon dokusu olugsmasini saglamaktadirlar.
Graniilasyon dokusu implantin etrafini sararken yabanci cisim dev hiicreleri implantin
yiizeyine yapisirlar. Eger bu hiicreler doku iskelesini fagosite edemezlerse yabanci
cisim impalanti tamamen izole etmek i¢in fibréz doku kapsiil seklinde implantin etrafini
sarar. Biyomateryalin biiyiikliigiine, sekline ve kimyasal-fiziksel 6zelliklerine baglh
olarak inflamasyonun siddeti, siiresi ve defektin iyilesme siiresi degisebilmektedir.
Implantin bagarili olabilmesi igin uygulanan biyometaryalin biyouyumlu olmasi
gerekmektedir. Biyouyumluluk bir materyalin uygulandigi bolgede uygun biyolojik
cevabi olusturabilmesi durumudur (Liuyun ve ark. 2009; Uzun ve Baymdir 2011).
Uygulanacak materyalin karsinojeniteye ve sistemik veya lokal toksisiteye neden
olmamasi, kimyasal acidan inert olmasi, Yyeterli mekanik kuvvete sahip olmasi

gerekmektedir (Ozalp ve Ozdemir 1996).
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Doku iskelelerinin biyolojik performansinin 6nceden tayin edilebilmesi igin bir
takim in vitro ve in vivo testler yapiimaktadir. Implante edilen iskelenin arastirma ve
gelistirmelerinde bunlarin etkinlik ve giivenilirliklerinin belirlenmesinde bu testler
onemli rol oynamaktadirlar. Biyolojik testler genel olarak ii¢ grupta smiflandirilmistir

(Uzun ve Bayindir 2011):

1. Baslangig testleri
2. lkincil testleri

3. Kullanim testleri.

Bagslangig testleri daha ¢ok doku iskelesinin toksik profilini ortaya koymak igin
yapilmaktadir. Kemik doku iskelelerinde hiicre toksisite, karsinojeniklik uzun siireli
implant, sistemik enjeksiyon akut toksisite, hassasiyet, dldiiriiciiliik ve pirojen testleri
yapilmaktadir (Ozalp ve Ozdemir 1996). ikincil testlerde ise test edilecek doku iskelesi
fare, sican, koyun, kopek ve maymun gibi deney hayvanlarina implante edilmektedir.
Kullanim testlerinde ise hayvan veya insan deneyleri yapilmaktadir. Bu testin
yapilabilmesi i¢in biyomateryalin klinik uygulamaya gecebilecek diizeyde olmasi

gerekmektedir.

2.9.4.1 Hiicre Toksisite Deneyleri

Biomateryallerin biyolojik sisteme uyumlulugunun saptanmasi igin genellikle
hiicre kiiltiirlerinin kullanildig: basit in vitro testler yapilmaktadir. Hiicre biiylimesi ve
hiicre morfolojik 6zellikleri iizerindeki etkilerinin incelendigi kontrol grubuna gore
karsilastirildig: test yontemleridir. Bu test yontemlerinde materyal direk, indirek veya
ekstrakt yoluyla biyolojik sistemle temas ettirilmektedir. Testlerin belirli standartlarda
uygulanmasi igin Internasyonal Standard Organizasyonu (ISO) bazi1 kriterler
belirlemistir. ISO 10993, medikal iirlinlerin biyolojik olarak degerlendirilmesi i¢in farkl
metotlarin 6nerildigi bir test protokoliidiir. ISO 10993-5 ise in vitro sitotoksisite testleri
icin Onerilen genel bir test protokoliidiir. Standardize test metotlarmin kullanimiyla
birgok Ornegi aynm1 anda ve kisa siirede ekonomik olarak degerlendirme olanagi
saglanmaktadir.  Hassasiyetlerinden dolayr hayvan deneylerine ge¢meden toksik
materyallerin elimine edilmesine olanak saglamaktadirlar. Malafaya ve Reis yapmis
oldugu calismada olusturduklar ¢ift tabakali osteokondral doku iskelelerinin
sitotoksisitelerinin belirlenmesi i¢in ISO standartlarim1i uygun sekilde 1929 fare

fibroblast hiicrelerini kullanarak hiicre canlilik testi yapmislardir (Malafaya ve Reis
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2009). Bir baska ¢alismada osteokondral hasari tedavi etmek i¢in furfurilamin konjuge
edilmis jelatin ile doku iskelesi gelistirilmis ve tavsanlardan elde edilen kemik iligi
stroma hiicreleri ile sitotoksisite calismalar1 yiiriitiilmiis % hiicre canlilik oranlar

belirlenmistir (Mazaki ve ark. 2014).

2.9.5 Etkin Madde Salim Testleri

Ilag salim, ilacin ilag tasiyici sisteminden ayrilarak absorpsiyonu, dagilmasi,
metabolize olmas1 ve atilma siire¢lerine maruz kalarak farmakolojik etkinin olugsmasini
saglayan siirectir. Disollisyon ise standardize kosullarda kati yiizeyden disoliisyon

ortamina ya da ¢oziiciiye kiitle transferi hizidir (Singhvi ve Singh 2011).

Diisiik molekiiler agirlikta, antiinflamatuvar ya da hiicrelerin farklilasmasini ve
dokunun tekrar yapilanmasina yardimci olan ilaglar doku iskelelerine
yiiklenebilmektedir. Ornegin sterodial antiinflamatuvar ilag olan deksametazon
PLGA’dan olusan doku iskelesine yiiklenmigtir. Deksametazonun kemik iligi kok
hiicrelerinin osteoblastlara farklilasmasina yol ac¢tigi bulunmustur (Chen ve ark. 2005).
Ayrica hasarli dokunun tekrar yapilanmasina ve olusmasina yardimci olan biiylime
faktorlerinin tasinmasi i¢in de doku iskeleleri gelistirilmektedir. Lokal ve kontrollii
salimi saglanan biiyiime faktorleri, iskeleye direk enkapsiilasyon yoluyla, yiizeyine
absorbe olarak, ya da mikrokiire formunda taginabilmektedir (Chung ve Park 2007).

Doku iskelesinden ilag salim ¢alismalarinda genellikle 3-50 ml pH 7,4 tampon
¢ozelti kullamlarak 37°C’de su banyosunda 15-100 rpm karistirma hizinda
cam/polipropilen tiip igeriSinde direk ortama doku iskelesini yerlestirilerek
yaptlmaktadir. Kiimiilatif ila¢g miktar1 zaman grafikleri ¢izilerek ¢6ziinme hiz1 profilleri
elde edilmektedir ve kinetik hesaplamalar yapilmaktadir (Prabaharan ve ark. 2006; Tigh
ve ark. 2009; Zhu ve Kaskel 2009; Dubnika ve ark. 2012).

2.10 Etkin Madde Salim Profillerinin Matematiksel Olarak Degerlendirilmesi

2.10.1 Sifirinci Derece Kinetik

Farmasotik ilag tagiyici sistemlerde 6zellikle kontrollii ve uzatilmis salim yapan
sistemlerde bu salim kinetigi hedeflenmektedir. Transdermal sistemlerde, oral ozmotik
tabletlerde ve matriks sistemlerde bu salim kinetigine uygun ilag salim profilleri
gozlenmektedir. Antibiyotik, kalp ilaglari, agr1 kesiciler ve antideprasanlar igin ideal

ilag salim kinetigi sifirmci derece kinetikle elde edilmektedir. Bu kinetik modelde
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tasiyict sistemden ilacin salim hizi sabittir. Sifirinci derece kinetik % kiimiilatif
salim/zaman grafikleri ¢gizilerek Denklem 2.1 kullanilarak hesaplanmaktadir (Singhvi ve
Singh 2011).

Q = Qo — Kot (2-1)

Q: t aninda ¢6ziinmeden kalan etkin madde miktar1
Qo: Baslangig etkin madde miktart
Ko: Stfirinct derece ¢oziinme hiz sabiti

2.10.2 Birinci Derece Kinetik

Birinci derece kinetige gore, birim zamanda salinan ilag miktari, dogrudan
sistemdeki ila¢ konsantrasyonu ile orantilidir ve zamanla iissel olarak azalmaktadir.
Ornegin, suda ¢oziinmeyen ilacin gozenekli matriksden salimi birinci derece kinetikle
gerceklesmektedir (Dash ve 2010). Birinci derece kinetik log % kiimiilatif salim/zaman

grafikleri ¢izilerek Denklem 2.2’ye gore hesaplanmaktadir.

InQ = InQp — Kyt (2-2)

Q: t aninda ¢oziinmeden kalan etkin madde miktar1
Qo: Baslangig etkin madde miktari
K;: Birinci derece ¢6ziinme hiz sabiti

2.10.3 Higuchi Modeli

Matriks sistemlerden ilag saliminin ilk matematiksel modeli Higuchi tarafindan
1961 yilinda yapilmustir. ilk baslarda diiz sistemler iizerinde durulurken daha sonra
degisik geometrik sekillere ve gozenekli yapilara sahip olan sistemler de bu modele

dahil edilmislerdir. Bu kinetik modelin tiiretilmesindeki varsayimlar sunlardir:

a) Matriks igerisindeki ilag miktari ¢6ziinebilecek ilag miktarindan biiyiiktiir.
b) Sadece tek yonlii ilag salimi gergeklesmektedir.

€) Matriksin sisme kapasitesi ve ¢ozlinlirliigli ihmal edilmektedir.

d) Ilag partikiilleri matriksin kalinligindan ¢ok kiigiiktiir.

e) Cozinme ortaminda sink kosul saglanmustir.

f) Ekin madde difiizyonu sabittir (Dash ve ark. 2010).
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Higuchi model kinetigi % kiimilatif salim/kare kok zaman grafikleri cizilerek

Denklem 2.3’e gore hesaplanmaktadir.

Q = Kut™? (2-3)

Q: t aninda salinan etken madde miktar1
Ky: Higuchi model ¢oziinme hiz sabiti

2.10.4 Hixson Crowell Modeli (Kiip Kok Yasasi)

Bu modelle daha 6nce ¢oziinen katinin yiizeyinin degigsmeyecegi varsayimi
degistirilerek ¢oziinen katinin yiizeyinin degisecegini ve kiigiilecegini ortaya
cikarilmigtir. Kiip kok yasasi olarak da bilinmektedir. Bu modelde ¢oziinme olayi
kristalin veya partikiiliin ylizeyine dik olarak olusur karistirma iglemi biitiin yiizeylerde
ayni etkiyi gostermektedir. Kiip kok yasasi, tek bir partikiil, kristal ya da ¢ok partikiilllii
sistemlerde uygulanabilmektedir (Agabey 2006). Hixson Crowell model kinetigi kiip
kok % kalan etkin madde/zaman grafikleri ¢izilerek Denklem 2.4’¢ gore

hesaplanmaktadir.

Qo° - Qt*® = Ky t (2-4)

Q: t aninda salinan etkin madde miktar1
Qo: Baslangig etkin madde miktari
Ko: Hixsonn Crowell ¢6ziinme hiz sabiti

2.10.5 Korsmeyer Peppas Modeli

Fick yasasindan sapma gosteren sistemler igin gelistirilmistir. Coziicii polimerin
icerisine girince polimer siser, camsi gegis sicakligi deney sicakliginin altina diiser ve
polimer siser daha sonra polimerik matriks igerisinde dagitilmis ilag, sisen polimerden
¢Oziicii ortamina difiize olmaya baslamaktadir. Camsi bir polimer tabakasindan ¢oziicii
difiizyonuyla ayn1 anda fakat ters yonde olusan ila¢ salimi1 Denklem 2.5 ile ifade edilir
(Capan 2004).
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Q/Qo = Kt" (2-5)

Q: t aninda salinan etkin madde miktari

Qo: sonsuz zamanda salinacak etkin madde miktari

Q/Qq: t zamaninda salinan etkin madde fraksiyonu

k : Salim yapan sistemin yapisal ve geometrik 6zelliklerini birlestiren sabit
n : Salim mekanizmasini gosteren difiizyonal sabit.

Korsmeyer Peppas esitligi sisen veya sismeyen sistemlerde etkin madde
saliminin % 60°lik (Q/Qo < 60) ilk fraksiyonu i¢in ve sink kosullar altinda gegerlidir.
Esitlikteki ‘n’ degeri birbirinden farkli salim mekanizmalarinin karakterizasyonu igin
kullanilmaktadir (Singhvi ve Singh 2011). Tablo 2.2’de diflizyonel sabit ve diflizyon
parametreleri verilmistir. Diflizyon katsayisi ise Denklem 2.6 (Tiglhh ve ark. 2009)

M, 4( Dt )”--“
Moo nl? '

kullanilarak hesaplanmaktadir.

(2-6)
Mt/Moo: t aninda salinan etkin madde miktar
Dm: Difiizyon katsayisi
L: Doku iskelesinin kalinlhigi
Tablo 2-2: Diflizyonel sabitler ve salim mekanizmalar1 ( Singhvi ve Singh 2011).
Difiizyonel Sabit(n) Salim Mekanizmasi
<0,45 Fick'e uyan difiizyon (Fickian diffusion)
0,45<n<0,89 Fick'e uymayan salim (Anomalous transport)
0,89 Sifirinci derece salim (Case-1 transport)
> 0,89 Super Case-Il transport

2.11 Implante Polimerik Kontrollii Salim Sistemlerinin Simiflandirilmasi

Salim hiz1 6nceden programlanan ilag tasiyict sistemler ana hatlariya iki grup

altinda incelenmektedir.
A. Difiizyon Kontrollii Sistemler

1. Membrandan difiizyonla kontrol
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2. Matriksten diflizyonla kontrol

3. Coziinme kontrollii sistemler

B. Aktivasyon Sonucu Kontrollii Salim Saglayan Sistemler
1. Ozmotik kontrollii sistemler

2. Hidrodinamik basingla aktive edilen sistemler

3. Hidrasyonla aktive edilen sistemler

4. Biyobozunan polimerik sistemler (Capan 2004).

llag salimi difiizyonun polimerden salimma, ilacin ¢dziiniirliigiine polimerin
biyobozunur ya da biyobozunur olmamasina baghdir. Implante edilen ilac¢ tasiyici
sistemler genelde ii¢ temel salim mekanizmasina sahiptir; sisme, ozmotik ve diflizyon
kontrollii. Biyobozunmayan polimerik matrikslerde ila¢g matriks igerisine homojen
dagitilmistir ve matriks ilaca kontrollii salim saglamaktadir. Bu salim sisteminde
matriks igerisine dagilmis ilacin hacim fraksiyonuna gore salim hizi degismektedir.
Rezervuar tipi sistemlerde ise dis kismi biyobozunmayan gegirgen bir polimerik zarla
kaplidir. Bu tip sistemlerde sifirinci dereceden kinetik goriilmektedir ve salim
konsantrasyondan bagimsiz ve sabittir. Bu tarz sistemlerin dezavantaji zarin yirtilip
ilacin tamaminin salip toksik doza ¢ikma riski bulunmasidir. Ayrica ilag salimi
bittiginde biyobozunmayan zarin ameliyatla tekrar alinmasi1 gerekebilmektedir (Sekil
2.12).

Bivobozunmavan Biyobozunmayan Matriks Sistem
Rezervuarh Sistem

—— Polimer Matrikste

'- ila¢ dagilms ila¢

Zaman T Zaman T

Sekil 2-12: Biyobozunmayan rezervuar ve matriks sistemlerin sematik goriiniimii (Dash ve
Cudworth 1998).
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Biyobozunan polimerik implantlar biyobozunmayanlara goére daha komplike
yaptya sahiptirler. Bu sistemler gelistirilirken bir¢ok degiskenin goz Oniinde
bulundurulmas: gerekmektedir. Ornegin ilacin salim hiziyla polimerin bozunma
hizlariin ayarlanmasi gerekmektedir. Biyobozunurken yiizey alanlarida degisecegi igin
salim hizida degisecektir bu nedenle degisen ylizey alan1 da dikkate alinmalidir. Bir
diger problem ise bir¢ok ila¢ salim hizinin polimerin biyobozunma hizindan yavas
olmasidir. 1ki farkli tipte biyobozunan ilag tasiyici sistem vardir. Bunlardan ilki
rezervuar tipi sistemlerdir ve yapilar1 biyobozunmayan rezervauar tipi sistemlere
benzemektedir. Dis kisimdaki =zar ila¢ salimi sona erdikten sonra yavasga
bozunmaktadir. Diger biyobozunan sistemde ise ilag polimerik matriks igerisine
dagitilmistir (Sekil 2.13). Biyobozunan sistemlerde iki mekanizma, diflizyon ve
biyobozunma ilag salim davranisini kontrol etmektedir. Bu sistemi gelistirmek igin en
cok kullanilan polimerler ise poliglikolik asit, polilaktik asit ya da kopolimerleri,
kitozan, aljinat ve jelatindir (Rajgor ve ark. 2011; Zaki ve ark. 2012). Son yillarda
kemik ve kikirdak yerine gegebilecek polimerik sistemler iizerine birgok calisma
yapilmaktadir. Polimerin mekanik 6zelliklerini iyilestirmek i¢in biyoseramikler de bu
yapilarin igerisine dahil edilmektedir. Bir¢ok ¢alismada biyoseramikler ve biyobozunan
polimerler birlikte kullanilarak biyokompozitler hazirlanmistir bu yapilarla hem doku
iskelesi gorevi gormesi hem de uygulanan bolgeye ilacin kontrollii saliminin saglanmasi

amagclanmistir.

Matrikste
dagilms ilac

FZaman 0

Sekil 2-13: Biyobozunan matriks sistemin sematik goriiniimii (Drug Delivery).
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2.12 Model ila¢ Olarak Kullamlan Deksametazonun Ozellikleri

Deksametazon glukokortikoit tiirevi antiinflamatuvar ve antiproliferatif bir
ilagtir. Kapali formiilii CyHy9FOs olan ilacin molekiil agirligi 392,45 g/mol’diir ve
noniyonik yapidadir (Liao ve ark. 2005) (Sekil 2.14). Klinikte yaygin kullanima sahip
olan bu ilacin uzun siireli kullanimlarinda osteoporoza ve diyabete yol actigi rapor
edilmistir (Hong ve ark. 2014). Yapilan in vivo ¢alismalarda deksametazonun eklem
kikirdaginda meydana gelen inflamasyonu tedavi ettigi kanitlanmistir. Ayrica
mezenkimal kdk hiicrelerin farklilasip kemik olusturmasini saglamaktadir. In vitro
calismalarda deksametazonun osteopregnitor hiicreleri segici uyararak ¢ogalip
farklilasarak osteoblastlara donlismelelerini sagladigi kanitlanmistir (Yamanouchi ve
ark. 1997; Wang ve ark. 2005; Shintani ve Hunziker 2011). Deksametazon ayrica
kemik/kikirdak doku miihendisliginde in vitro galismalarda olusturulan doku iskelesinin
icerisine kok hiicreler yerlestirildiginde hem hiicrelerin farklilasmasini saglamak, hem
de olusturulan iskelenin i¢erisinde canliliklarini korumak ve proliferasyonunu saglamak
icin siklikla kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada ipekten iiretilen ii¢c boyutlu doku
iskelelerinin igerisine deksametazon ile mezenkimal hiicreler yerlestirilmistir. Bu
calismayr yapan bilimadamlar1 li¢ hafta sonunda dogal kikirdaktaki gibi Tip II
kollajenlerin iskelede dagildigini gézlemlemislerdir (Wang ve ark. 2005).

Sekil 2-14: Deksametazonun molekiiler yapisi (Pubchem).
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Noniyonik formda ve kiigiik molekiiler agirlikta olmasi ve yapisinin biiylime
hormonlarina benzemesi nedeniyle deksametazon birgok salim galigmasinda noniyonik
ilaglarin salimin1 agiklayan model ila¢ olarak kullanilmaktadir. Liao ve ark. (2005)
noniyonik ilaglarin salimmi aydinlatmak i¢in olusturduklar1 kitozan ve aljinat liflerine
100 png/ml deksametazon yiikleyip salimini incelemislerdir. Yapilan bir diger ¢alismada
ise kitozandan olusan gozenekli doku iskelesine gomme teknigi kullanarak
deksametazon yiiklenip salimi ¢alisilmistir ve difizyon kontrollii salimin gergeklestigini

rapor etmislerdir (T1gh ve ark. 2006).
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GEREC VE YONTEMLER

3.1 Kullanilan Kimyasal Madde, Arac ve Gerecler

3.1.1 Kullanilan Maddeler

Tablo 3-1: Kullanilan maddelerin listesi.

Materyal Ismi Tedarikei Ismi
Aljinik asit sodyum tuzu Aldrich, Amerika
Kitozan Aldrich, izlanda
B-trikalsiyum fosfat (B-TCP) Fluka, Almanya
Sodyum hidroksit Fluka, Almanya
Glasiyel asetik asit Sigma-Aldrich, Amerika
Kalsiyum Kloriir (CaCl,) Dihidrat Riedel- de Haen, Almanya

Lisozim enzimi (Tavuk yumurtasi ) ) )
Sigma-Aldrich, Amerika
akindan elde edilen)

Maiorogen® (Referans doku iskelesi) Fin-Ceramica Faenza S.p.A., Italya
RegenKit® (PRP elde etme kiti) Regenlab, Isvigre
Deksametazon Sodyum Difosfat Deva Ilag, Istanbul

Etanol (Chromasolv®) Sigma Aldrich, Amerika
Monosodyum dihidrojen fosfat Sigma Aldrich, Amerika
Disodyum monohidrojen fosfat Fluka, Almanya

Ketamin HCL Ketalar®, Pfizer, Ingiltere
Kisilazin Rompun®, Bayer, Almanya

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

ATCC®CCL-1™ (American Type

1929 Hiicre (ATCC CCL 1) Cultural Collection, CCL 1 Fibroblast,
NCTC clone 929)
DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle's minimal Gibco, Amerika

essential medium)

Fetal sigir serumu (FBS) Gibco, Amerika

EPI1-200, MatTek, Ashland,

Epiderm™
Amerika
3.1.2 Kullamlan Arac ve Gerecler
Tablo 3-2: Kullanilan arag ve gereglerin listesi.
Arac ve Gere¢ Firma ismi
Ultraviyole (UV) Spektrofotometresi Agilent 8453, Amerika
Infrared Spektrofometresi Perkim Elmer, Amerika
pH-metre Mettler Toledo, MP 220, Amerika
Hassas Terazi Ohaus, Isvigre
Manyetik Karistirict Heidolph MR, Almanya
Etiv Binder, Almanya
Karistiricilt Su Banyosu Wise Bath, Witech, Almanya
Santriflij Aleti Heraeus Labofuge 200 Centrifuge, Kanada
Homojenizator WiseTis®, HT1018, PMI-Labortechnik




38

GmbH, Isvicre

New Brunswick, Eppendorf Company,
Ultra Diigiik Sicaklik Dondurucu )
Amerika

) Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
Liyofilizator
GmbH, Almanya

Taramal1 Elektron Mikroskobu EVO 40 Carl Zeiss AG, Dresden, Almanya

TA-XT2, Stable Micro Systems, Leatherhead,
Tekstiir Analiz Cihazi .
Ingiltere

Sonorex Bandelin electronic - GmbH & Co.
KG, Berlin

Sonikator

Ultra saf su sistemi Millipore, Almanya

) Microplate photometer, Multiskan Ascent,
Mikroplak Okuyucu ] )
Finlandiya

Isik Mikroskobu Olumpus BX53, Amerika

3.2 Formiilasyon Calismalari

3.2.1 Bilesenlerin Se¢imi
Doku iskelesi formiilasyonlarinda kitozan ve aljinik asit sodyum tuzu (aljinat)

polimer olarak, B-TCP ise biyoseramik olarak se¢ilmistir.

3.2.2 On Denemeler

Formiilasyon galismalarinda 21 farkli konsantrasyonda; kikirdak tabakasi (P)
i¢cin % 100 kitozan/aljinat (Tablo 3.3’de P1’den P7’ye kadar ), arayiizey tabakasi (TM)
icin % 60 kitozan/aljinat ve % 40 B-TCP (Tablo 3.3°de TM1’den TM7’ye kadar)
kombinasyonu ve subkondral kemik tabakasi (SC) i¢in % 30 kitozan/aljinat ve % 70
B-TCP (Tablo 3.3’de SC1’den SC7’ye kadar) birlesimini kullanarak farkli polimer/f-

TCP konsantrasyonlarinda c¢oklu tabakali doku iskelesi gelistirilmistir. Formiilasyon
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calismalart  Yeditepe  Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi  laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.

Tablo 3-3: Formiilasyon Degerleri.

Formiil Kodu Kitozan (%) Aljinat (%) B-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
™1 2,50 1,00 2,33
™2 2,50 1,50 2,66
™3 2,50 2,00 3,00
™4 2,50 2,50 3,33
TM5 1,00 2,50 2,33
TM6 1,50 2,50 2,66
™7 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
SCé 1,50 2,50 9,33
SC7 2,00 2,50 10,50

3.2.3 Doku Iskeleleri Uretim Teknigi
Ucg tabakali doku iskelesinin {iretimi i¢in her tabaka ayr1 ayri iiretilip daha sonra

birlestirilmistir.
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3.2.3.1 Kikirdak Tabakasmin Uretimi

1. Kitozan ve sodyum aljinat tuzu tartilmistir.

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

¢Oziilmiistiir.

3. Aljinatin ¢dziilmesi i¢in 300 rpm’de manyetik karistirici yardimiyla

karistirilarak bir gece bekletilmistir.

4. Bu iki ¢ozelti birbiriyle karistirildiktan sonra 7500 rpm de homojenizator
yardimiyla 2 dakika boyunca karistirilmstir.

5. Daha sonra 2 N asetik asit yardimiyla pH 7,4’¢ ayarlanip, karisim petri

kaplarina dokiilmiistiir.

6. -80 °C’de dondurulduktan sonra liyofilizatorde 24 saat dondurarak

kurutulmustur.

7. Kurutulmus doku iskeleleri % 1’lik CaCl, ¢ozeltisiyle 20 dakika capraz
baglandiktan sonra materyal etanol [%70 (h/h) ] igerisinde 15 dakika yikanip bir gece
deiyonize su igerisinde bekletilmistir. -80 °C’de dondurulduktan sonra tekrar 24 saat

dondurarak kurutulmustur.

3.2.3.2 Ara yiiz ve Osteokondral Tabakalarinin Uretim Teknigi

Ara yiiz ve subkondral tabakay: iiretmek i¢in yukaridaki kikirdak tabakasimnin
tiretim tekniginde bahsedilen 2. asamada kitozan ¢ozeltisi igerisine B-TCP koyularak
aljinat ¢ozeltisiyle karistirilmistir ve diger islemlere devam edilmistir. Bu liretim teknigi
literatiirde kitozan ve aljinatin kullanildig1 doku iskelelerinin hazirlama yonteminden

uyarlanmistir (Li ve ark. 2005).

3.2.3.3 Ug tabakalah Doku iskelesi Uretim Teknigi

Osteokondral dokuyu taklit eden doku iskelesi iliretmek amaciyla kikirdak
tabakasi i¢in aljinat ve kitozan ¢ozeltileri karigtirtlir ve petri kabina aktarild: 15 dakika -
80 °C’de bekletildikten sonra ara yiiz tabakasi hazirlanarak kikirdak tabakasinin iizerine
dokiilmistiir. Bu iki tabaka 15 dakika -80 °C’de tekrar tutulup iizerine subkondral
tabaka hazirlanip dokiilmiistiir ve son olarak bu ii¢ faz dondurulurduktan sonra liyofilize
edilmistir. Kurutulmus doku iskeleleri % 1’lik CaCl, ¢ozeltisiyle 20 dakika capraz
baglandiktan sonra materyal etanol [%70 (h/h) ] igerisinde 15 dakika yikanip bir gece
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deiyonize su igerisinde bekletilmistir. -80 °C’de dondurulduktan sonra tekrar 24 saat
dondurararak kurutulmustur. In vivo deneyler ic¢in etilen oksit kullanilarak
sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Bu yontem Harley ve ark. (2010) yaptig1 calismadan

uyarlanmistir.

3.3 Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu

Yapilan karakterizasyon ¢alismalarinda Tablo 3.3’de verilen formiilasyonlar tek
tek tretilip incelenmistir. Daha sonra karakterizasyon sonucuna gore ii¢ tabaka igin P,
TM ve SC gruplarmin her birinden birer tane tabaka secilmistir. Bu secili tabakalar {i¢
tabakali monolitik yapida iretilmistir. Karakterizasyon ¢aligmalar1  Yeditepe
Universitesi ~ Eczacilk ~ ve  Miihendislik  Fakiiltelerinin  laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.

3.3.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Fourier Transform Kizilotesi Spektroskopisi kullanilarak aljinat ve kitozan
polielektrolit kompleksinin, ¢apraz baglanmis polielektrolit kompleksin ve B-TCP’nin
yapist incelenmistir. Kurutulmus 2 mg 6rnek ve 300 mg KBr ile pellet seklinde
bagilmustir ve 400-4000 cm™ araliginda analiz yapilmistir (Li ve ark. 2005).

3.3.2 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

Doku iskelelerinin yiizey ve kesit morfolojileri Taramali Elektron Mikroskobu
(EVO 40 Carl Zeiss AG, Dresden, Almanya) ile belirlenmistir. Ornek yiizeyleri 15um
kalinlikta altin-paladyum tabakas1 ile kaplandiktan sonra SEM goriintiileri elde
edilmistir (Yen ve ark. 2009). Elde edilen goriintiiler iizerinden Image J yazilimi

kullanilarak gozenek caplar1 dl¢iilmiis ve ortalamalari alinmistir (n>20).

3.3.3 Sisme Testi

Her bir katman igin ayr1 konsantrasyonlarda hazirlanmig doku iskelelerinin ve
secili li¢ tabakali iskelenin sisme Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in 9 mm ¢apinda 4 mm
kalinliginda Ornekler hazirlanip analitik terazide tartilmistir. Deneyler 3 ml fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS) ile (pH 7.4) 37 °C’de yiiriitiilmiistiir. Ornekler PBS’ten ¢ikarilip,
filtre kagidi ile fazla PBS uzaklastirildiktan sonra analitik terazide tartilmistir. Her

ornek icin en az 3 tekrar yapilmistir (Nandagiri ve ark. 2011).
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Su absorpsiyon % sini hesaplamak i¢in asagidaki Denklem 3.1 kullanilmistir.
Sabs= [(S1-S0)/S0] x 100 (3-1)

Sabs= Absorplanan su yiizdesi
S0: Iskelenin ilk agirhig

S1: iskelenin son agirhg

3.3.4 In Vitro Biyobozunma Testi

Biyobozunma testi icin 9 mm ¢apa ve 4 mm kalinliga sahip doku iskeleleri
hazirlanmistir. Ik agirligi analitik teraziyle belirlenmis Ornekler (W1) igerisinde
dolasim sistemiyle ayni1 miktarda lisozim (10000 U/L) igeren 3 ml 1XPBS ¢ozeltisi
iceren agz1 kapali polipropilen tiiplere koyulmustur (Sowjanya ve ark. 2013). 37 °C’ye
getirilmis etiivde 15 giin boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra filtre kagidi iizerinde
oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan 6rnekler tekrar tartilarak not edilmistir (Wt).
Bu islem her 6rnek i¢in en az 3 kez tekrarlanmistir. Asagidaki Denklem 3.2 kullanilarak

% biyobozunurluklart hesaplanmigtir.

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

W1: 1k Agirlik
Wt: Son Agirlik

3.3.5 Mekanik Dayamkhhk Testi

Farkli polimer ve B-TCP konsantrasyonlarinda hazirlanmis doku iskelelerine
tekstiir cihaziyla mekanik dayaniklilik testi yapilarak gerilim 6zellikleri bulunmustur.
2x4x0,35 cm boyutlara sahip doku iskeleleri hazirlanip 2 ml PBS (pH=7.4) ile tamamen
islatilmigtir. Mekanik dayaniklilik testleri gekme gerilimi klipsleri kullanilarak 1 mm/sn
hizla, 5N yik ile gergeklestirilmistir. Bu yontemle doku iskelesinin yirtilmasi igin
gerekli olan kuvvet ve elastikiyeti hakkinda bilgi veren uzama (distance) mesafesini
Olciilmektedir (Lee ve ark. 2011). Bu islem her 6rnek i¢in en az 3 kez tekrarlanip
ortamalar1 alinmistir. En yiiksek gerilim dayanikligi (d) ve germe oran1 Denklem 3.3 ve

Denklem 3.4’e gore hesaplanmistir.
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sb=_F  x100 (3-3)

A

ob: En yiiksek gerilim dayaniklilig
F: Yirtilma yiikii (g)
A: ilk boy ve en garpimu (cm?)

b= 110 x 100 (3-4)
10

b: Germe oram
10: iskelenin ilk uzunlugu(cm)

I: yirtilma gergeklestiginde 6l¢iim ¢izgisi uznunlugu (cm)

3.4 Secilen U¢ Tabakal Doku Iskelesinden In Vitro Salm Cahsmalari

In vitro salim ¢aligmalarinda biiyiime hormonu yerine, yapisal ve islevsel
benzerligi nedeni ile deksametazon kullamlmustir (Oztiirk ve ark. 2008). Salim
calismalart  Yeditepe  Universitesi ~ Eczacilik  Fakiiltesi  laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.

3.4.1 Model ila¢ Deksametazonun Ultraviyole (UV) Spektroskopisi
Deksametazonun verdigi maksimum absorbans degeri Agilent UV
spektrometrede kuvartz kiivetler kullanilarak ol¢iilmiistiir. 10 mg/100 ml deksametazon
sodyum difosfat (DSD) 1:1 (h/h) oraninda etanol (%96, h/h) ve PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi
icerisinde ¢oziillip hazirlanmistir. Daha sonra ayni1 ¢oziicii ile 40 pg/ml’ye seyretilmistir.
200-400 nm dalga boylar1 arasinda maksimum absorbans verdigi dalga boyu

saptanmistir (T1gl ve ark. 2009).

3.4.2 Analitik Yontem Validasyonu
Analitik yontem validasyonu c¢alismalart  Uluslararasi  Harmonizasyon

Konferansi (ICH) Q2(R1) kilavuzuna uygun bir sekilde yapilmstir.
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3.4.2.1 Standart Dogrunun Hazirlanmasi (Dogrusallik)

Stok ¢ozeltisi i¢cin 10 mg/100 ml DSD 1:1 (h/h) oraninda etanol (%96, h/h) ve
PBS (pH 7.4) gozeltisi igerisinde ¢Oziiliip hazirlanmistir. Stok ¢6zeltiden seyreltilerek
2,3, 5,8, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Bu ¢ozeltilerin 242 nm’de UV spektrofometre ile Ol¢iimleri alinip absorbansa (y
ekseninde) karsi konsantrasyon (x eksininde) kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

Absorbanslar ve konsantrasyonlar arasindaki korelasyon katsayisi hesaplanmustir.

3.4.2.2 Yontemin Geri Kazanim Oranminin Incelenmesi
Geri kazanim orani saptanan degerin gercege yakinligini ifade eder. Bilinen ii¢
farkli konsantrasyonda ii¢ paralel 6rnegin verdigi absorbans degerleri 6l¢ililmiistiir. %

geri kazanim kalibrasyon egrisi denklemine yerlestirilerek hesaplanmustir.

3.4.2.3 Yontemin Tekrar Edilebilirligi

40 pg/ml konsantrasyonunda hazirlanan 6rnegin verdigi absorbans degerleri art
arda alt1 kez Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbanslarin ortalamasi, standart sapmalar1 ve
varyasyon Kkatsayilar1 hesaplanmistir. Varyasyon katsayisinin % 2’den az olmasi

yontemin tekrar edilebilirligini gdstermektedir.

3.4.2.4 Tekrar Elde Edilebilirlik Calismasi

Tekrar elde edilebilirlik i¢in ayni stoktan hareket edilerek seyreltme ile
hazirlanan alt1 adet ayni1 konsantrasyondaki ¢ozeltinin absorbans degerleri Olgiilerek
ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayist hesaplanmistir. Bulunan varyasyon

katsayisinin % 2’den kiigiik olmasi gerekir.

3.4.3 Doku Iskelesine Deksametazon Yiiklenmesi

Doku iskelelerine deksametazonun yiiklenmesi gomme teknigi kullanilarak
yapilmigtir. 10 mg deksametazon sodyum difosfat 1:1 (h/h) oraninda etanol (%96, h/h)
ve PBS (pH 7.4) karisimi igeriSinde ¢oziillip, ayni ¢oziiciiyle 100’e tamamlanmistir
(T1gh ve ark. 2009). Doku iskelelerinin su absorplama kabiliyetlerine gore 0,5 ml
deksametazon ¢ozeltisinden damla damla 9 mm ¢apta 4 mm kalinliktaki iskelelerin
tizerine damlatilmistir. Daha sonra oda sicaklifinda ¢o6ziicii uzaklastirilmistir. Bu
iskeleler 1:1 (h/h) oraninda etanol (%96, h/h) ve PBS (pH 7.4) ayni ¢6ziicli yardimiyla

¢oziliip, 15 dakika sonikatorde tutulduktan sonra yiiklenen deksametazonun miktarini
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Olegmek icin valide edilmis UV spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Asagidaki

Denklem 3.5 kullanilarak enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmaistir.

EE@®%)= A _ x100 (3-5)
B

EE: Enkapsiilasyon etkinligi
A: Yiiklenen ila¢ miktar1

B: Teorik hesaplanan ilag miktar1

3.4.4 Deksametazon Salim Calismasi

500 pg deksametazon yiiklenmis 9 mm ¢apinda 4 mm kalinliginda doku iskelesi
10 ml 1:1 (h/h) oraninda etanol (%96, h/h) ve PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi igerisine koyulup
agz1 kapali polipropilen tiipiin icerisine yerlestirilmistir. Tiim salim ¢aligsmalar1 37°C’de,
20 rpm calkalama hizinda c¢alisan Su banyosunda yiiriitilmiistiir. Belirli zaman
araliklarinda salim ortami degistirilmigtir, alinan oOrneklerin 242 nm’de UV
spektrofotometre ile Olglimleri alinip absorbanslari kalibrasyon egrisi denklemine

yerlestirilerek kiimiilatif salim profili hesaplanmistir.

3.4.5 Deksametazon Salim Kinetiklerinin Hesaplanmasi

Deksametazonun salim profilini aydinlatabilmek i¢in salim sonuglar1 0. Derece
(% kiimiilatif salim/zaman), 1. Derece (log % kiimiilatif salim/zaman), Higuchi model
(% kiimiilatif salim/kare kok zaman), Hixon Crowel (kiip kok % kalan etkin madde
/zaman) grafikleri ve Pepas profili (log % kiimiilatif salim/log zaman) gibi birgok salim
kinetigine uyarlanmistir. r* (korelasyon katsayisi) degerleri hesaplanmistir (Sahoo ve
ark. 2012). Sonuglar Bolim 2.10°da bulunan denklemlere yerlestirilerek kinetik

hesaplamalar yapilmaistir.

3.5 Doku Iskelelerinin In Vitro Sitotoksisitesi

Gelistirilen ii¢ tabakali doku iskelesi ve her bir tabakasi ayr1 ayr1 olacak sekilde
sitotoksisite etkileri L-929 fare fibroblast hiicre hatt1 iizerinde MTT hiicre canlilik testi
yapilarak aragtirtlmigtir. Bu ¢aligmalar TSE EN 1SO 10993-5 (2009) kilavuzuna uygun
olarak yapilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, besiyeri olarak L-glutamin igeren-
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's minimal essential medium), besiyeri katkisi

olarak %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %]1 penisilin-streptomisin kullanilmistir.
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Caligsmalarin tamami laminer akisl steril kabinde yapilmis ve hiicre kiiltiirleri ise 37°C,

%5 CO32, % 95 nem ortamini saglayan bir etiivde stirdiiriilmiistiir.

Dondurucuda saklanan (-80°C) hiicreler 37°C’ de su banyosunda kisa siirede
bekletildikten sonra, 800 rpm de 5 dk santrifiij yapilarak siipernatant uzaklastirilmistir.
Hiicrelerin iizerine hazirlanan besiyeri eklenerek, T25 cm? hiicre kiiltiirii kabina alinmis
ve etiive 37°C, %5 COy’de inkiibe edilmistir. Hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda
tripsinizasyon islemi yapilmistir ve T75 cm? hiicre kiiltiir kabina ekilmistir. Pasajlama
sonrasinda hiicre sayis1 hemotositometrede hesaplanmistir ve hiicreler her bir kuyucukta
1x10* hiicre olacak sekilde 100ul alnarak 96 kuyucuklu hiicre iiretme kaplari igine

aktarilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir.

Oziitleme islemleri TSE EN 1SO 10993-12 (2005) kilavuzuna uygun olarak
yapilmustir. Oziitleme isleminde, ornekler tartilip iizerine 0,1 g/ml olacak sekilde
besiyeri eklenmistir. Ayrica her bir Ornefin emme kapasitesi kadar besiyeri ilave
edilmistir. Doku kiiltiirii ortaminda 24+2 saat siireyle 37°C’de 6ziitleme yapilmistir. 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir plate’inin her bir kuyucuguna 1x10* hiicre ekilip dért farkl
konsantrasyonda (% 12,5, % 25, % 50 ve % 100) subkondral, ara yiiz ve kikirdak ve ii¢
tabakali doku iskelelerinin ekstraktlar1 kuyucuklara dagitilip, 24 saat hiicreler
ekstraktlara maruz birakilmistir. Belirtilen inkiibasyon zamanindan sonra MTT [3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] besi ortami ile karistirilarak
konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde MTT soliisyonu hazirlanmistir ve her kuyucuga
50ul MTT soliisyonu eklenmistir. Plakalar 37°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra
siipernatant uzaklastirilmistir, hiicre iginde depolanan MTT formazani agiga ¢ikarmak
icin 100 pl izopropanol hiicreler lizerine eklenmistir. Her kuyucugun absorbans degeri
570 nm dalga boyunda mikroplate okuyucu ile Oolgiilerek canli hiicre sayisi
belirlenmistir. % 20’lik dimetilsiilfoksit (DMSO) pozitif kontrol olarak kullanilmaistir.
1929 hiicre relatif canlilik (%) Denklem 3.6’ya goére hesaplanmistir. Deneyler 3 kez
tekrarlanmustir.  Sitotoksisite ¢alismalar1 Yeditepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
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Hiicre relatif canlilik (%) = OD570 (6rnek) X 100 (3-6)
OD570 (medyum kontrol)

OD: Optik yogunluk

3.6 In Vitro Epiderm ™ Deri irritasyon Testi (SIT)

Epiderm SIT, hayvan deri iritasyon testine alternatif olarak Avrupa Alternatif
Yontemlerin Tasdiki Merkezi (ECVAM) tarafindan gelistirilen valide edilmis insan
epiderma modelidir. Bu modelde deri iritasyon testi igin, insan epidermal
keratinositlerinin kiiltiirii sonucu ¢ok tabakali yiiksek farklilasmis ti¢ boyutlu yapay
epiderma elde edilmistir. Bu c¢alismada olusturulan ti¢ tabakali doku iskelesinin
iritasyon potansiyeli Epiderm™ kullamlarak iiretici firmanin (MATTEK Sirketi)
talimatlarina gore test edilmistir. Her yapay doku test maddesi, negatif kontrol (NC)
(steril Dulbecco'nun fosfat tampon soliisyonu, DPBS) ve pozitif kontrol ( %5 sodyum
dodesil siilfat, SDS) ile ayr1 ayr1 muamele edildikten sonra MTT analizi yapilmistir ve
% relatif doku canlilik degerleri Denklem 3.7’ye gore hesaplanmistir. Belirlenen yiizde
doku canlilik oran1 % 50’den kiiciik ise doku iskelesi irritan olarak kabul edilecektir
(Kandarova ve ark. 2009). Bu calismalar Yeditepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

Relatif canlilik (%) = [OD(6rnek) / ortalama OD(negatif kontrol)] x 100 (3-7)

OD: Optik yogunluk

3.7 In Vivo Osteokondral Defekt Modeli

Biitiin ¢alismalar etik kurul onay1 alindiktan sonra gerceklestirilmistir (Yeditepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu, No: 367). Bu c¢alismada 290-425 ¢
agirhiklarinda erkek Sprague-Dawley siganlar (n=26) kullanilmistir. Anestezi 0,6 ml
Ketamin HCI (100 mg/ml) ve 0,15 ml ksilazin (20 mg/ml) intraperitoneal uygulanmuistir.
Her siganin sag dizi cerrahi uygulama icin secilmistir. Dizler etanol ile silindikten sonra
trag edilmistir. Ardindan diz fleksiyonda iken medial parapatellar insizyonla cilt alt1

gecilerek medial parapatellar artrotomi uygulanmis ve subkondral kemik aciga


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kand%26%23x000e1%3Brov%26%23x000e1%3B%20H%5Bauth%5D
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cikartlmistir. Subkondral kemik iizerinde yassi uglu dril (matkap ucu) yardimiyla 1,5
mm capta ve 1,5 mm derinlikte kemik noksani olusturulmustur (Ferretti ve ark. 2006).
Bu calismalar ortopedik cerrahlar tarafindan Yeditepe Universitesi hayvan deneyleri

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.7.1 Deney Gruplari
I. gruptaki deneklere cerrahi islem sirasinda herhangi bir doku iskelesi

yerlestirilmemistir. Kontrol grubu; 2 sigan.

I1. gruptaki deneklere cerrahi islem sirasinda kitozan ve aljinat ile hazirlanmis doku

iskelesi (C/A/PEK) yerlestirilmistir. Polimer grubu; 6 sigan.

[11. gruptaki deneklere cerrahi islem sirasinda kitozan, aljinat ve TCP ile hazirlanmig

ti¢ tabakali doku iskelesi yerlestirilmistir. TCP grubu; 6 sigan.

IV. gruptaki deneklere cerrahi islem sirasinda kitozan aljinat ve TCP ile hazirlanmig
ve iizerine PRP emdirilmis ii¢ tabakali doku iskelesi yerlestirilmistir. PRP grubu; 6

sigan.

V. gruptaki deneklere cerrahi islem sirasinda referans doku iskelesi (MaioRegen)

yerlestirilmistir. Referans grubu; 6 sigan.

Denekler standart rat diyeti ile ad libitum beslenmistir. Alt1 hafta sonra deney
sonlandirilarak siganlar yiiksek doz ketamin uygulamasi ile sakrifiye edilerek

histopatoloji i¢in doku 6rnegi alinmugtir.

3.7.2 Plateletce Zengin Plazmanin Elde Edilisi ve Doku iskelelerine Yiiklenmesi
Yontemleri

Anestezi altindaki sicandan (Sprague—Dawley, erkek, n=2 ) taze kan elde
edildikten ve RegenKit® kiti igerisine koyulduktan sonra 1500 rpm’de Santrifiij edilerek
plateletce zengin fraksiyonu elde edilmistir. Elde edilen PRP mikropipet yardimiyla
damla damla 6nceden hazirlanan biyokompozit igerisine emdirilmistir (Kutlu ve ark.

2013).

3.7.3 Histopatoloji Calismalari
Rutin fiksasyon prosediirleri uygulanmis, doku 6rnekleri parafin mumu arasina
alinip 5 mikron kalinlikta enine kesitleri alinmig, toluidin mavisi ve hematoksilen- eozin

ile boyanarak 1s1k mikroskobu altinda incelenmistir. Histolojik analizler ICRS
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(Uluslararas1 Kikirdak Arastirma Dernegi)’nin skorlama sistemine gore incelenmistir
(Ferretti ve ark. 2006). Ayrica yabanci cisim reaksiyonu (yabanci cisim dev hiicreler) ve
inflamasyon (infiltratif hiicreler) hiicreleri incelenerek var (1) ya da yok (2) seklinde
degerlendirme yapilmistir. Bunlarin yani sira doku iskelesi kalintis1 skorlamasi 0, 1 ve

2 seklinde yapilmustir.

3.8 Istatistiksel Analizler

Sitotoksisite ¢alismalarinda veriler 6rnek sayisi en az 3 olacak sekilde (n>3) igin
+ standart sapma degerleri ile birlikte sunulmustur. Farkli konsantrasyon degerleri i¢in
her bir grubu kendi icinde, medyum kontrolle ve % 20 DMSO ile muamele edilmis
hiicre gruplariyla istatistiksel karsilastirma yapmak amaciyla varyanslarin homojenligi
kontrol edildikten sonra Kruskal Wallis ve Mann Whitney-U testi uygulanmistir.
Histolojik degerlendirme sonuglarinda ise farkli gruplarin frekanslarini karsilastirmak
icin Ki-kare testi kullanilmustir. Istatistiksel degerlendirmelerin hepsinde, en diisiik

p<0,05 oldugu durum, istatistiksel olarak anlamli fark kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1 Formiilasyon Calismalar:

Bu tez ¢alismasinda biyobenzer kikirdak, ara yiiz ve subkondral tabaka olmak
tizere li¢ tabakali osteokondral doku iskelesi iiretilmesi ve gelistirilmesi planlanmistir.
Bu amaca yonelik formiilasyon c¢alismalarinda bu tabakalari gelistirmek i¢in bolim
3.2.3’de anlatildigr gibi ¢alisilmistir. Tablo 3.3’de gosterildigi gibi 21 farkli oranla
doku iskeleleri hazirlanip bunlarin karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Oncelikle
kikirdak tabakasini olusturmak igin kitozan ve aljinat farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmistir. Daha sonra ara yiiz tabakasini olusturmak i¢in % 60 kitozan/aljinat
polielektrolit kompleksi (C/A/PEK) ve % 40 B-TCP kullanarak farkli
konsantrasyonlarda seramik ve polimer kombinasyonlari denenmistir. Subkondral
tabakay1 gelistirme i¢in ise % 30 C/A/PEK ve % 70 B-TCP kullanilarak farkli kitozan,
aljinat ve seramik konsantrasyonlar1 denenmistir. En iyi gozenek yapisi, mekanik, sisme
ve biyobozunma 6zelliklerine sahip {i¢ tabakali doku iskelesi olusturulmaya

calisiimastir.

4.2 Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

4.2.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi Analiz Bulgulari
Yontem 3.3.1’de  anlatildigi  gibi  FTIR  spektroskopisi  analizleri
gerceklestirilmigtir. Kitozan ve aljinat hammaddeleri, C/A/PEK, CaCl, ile capraz
baglanmis C/A/PEK ve C/A/PEK/ B-TCP ile gelistirilmis doku iskeleleri ayr1 ayri
incelenmistir. Sekil 4.1° de aljinat, kitozan ve B-TCP kullanilarak hazirlanan doku
iskelesinin kimyasal etkilesiminin FTIR spekrumu verilmistir. Sekil 4.1’de kitozanin
karakteristik amit-1 (C=0; 1659 cm™), amit-11 (C=0; 1597 cm™) ve amino grup (C-N;
1154 cm™) pikleri gosterilmistir. Ayrica kitozana ait 1415 cm™ deki karboksil grubu ve
1078 cm™’deki C-O gerilmesi nedeniyle olusan pikler aym sekilde gdsterilmistir.
Bunlara ek olarak aljinatin karakteristik karbonil (C=0) grubuna ait pik 1609 cm™’de,
karboksil grubuna ait pik 1415 cm™’de ve C-O gerilmesine ait pik de 1032 cm™’de aym
sekil iizerinde gosterilmistir. 1026 cm™de B-TCP’nin fosfat siddetine ait pik Sekil
4.2°de verilmistir. C/A/PEK’inde amit-Il pikinin siddetinin arttigi ve amit-l pikinin
ikiye boliinerek 1659 cm™ den 1640 cm™ ye kaydigi ve amino grubu pikinin

kayboldugu gézlenmistir (Sekil 4.1). Capraz baglanmig C/A/PEK’inde ise amit-l ve
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amit-11 pikleri kaybolmustur ve yerini 1607 cm™’de tek bir pik almistir. C/A/PEK/p-
TCP ait bulgularda ise 1607 cm™’deki pikin kaydig1 ve 1028 cm™de fosfat grubuna ait
pik goézlenmistir (Sekil 4.2). Aljinat, Kitozan ve trikalsiyum fosfat kullanilarak

hazirlanan doku iskelesinin kimyasal etkilesiminin sematik gosterimi Sekil 4.3’de

verilmigtir.

| Kitazan

287731 185921

337338 107872

{ Affinat
2172.25

103237
160227 141501

344307

%T 224139

P oliglektrolit 1338.50 102081

kompleks

344857 164051

156020 141236

132001

10%98.74

{rapraz bagl 102748
polielektrolit kompleks 3004 58 161033
40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 &00

-1

Sekil 4-1: FTIR spektrumlari kitozan, aljinat polielektrolit kompleksi (CA/PEK) ve ¢apraz bagl
CA/PEK.
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Sekil 4-2: FTIR spektrumlart C/A/PEK/ B-TCP (a) - TCP tozu (b) C/A/PEK (c).
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Sekil 4-3: Aljinat, kitozan ve trikalsiyum fosfat kullanilarak hazirlanan doku iskelesinin
kimyasal etkilesiminin sematik gosterimi. Bu sema Venkatesan ve ark. (2014) yaptig
calismadan uyarlanmisgtir.

4.2.2 SEM Analizi Bulgulan

Boliim 3.3.2 anlatildig1 gibi P2, P4, P6, TM2, TM4, TM6, SC2, SC4 ve SC6
kodlu formiillerin SEM analizleri yapilmistir. Goriintiilere bakildiginda biitiin 6rneklerin
slinger yapisinda igsel baglantili gézeneklere sahip oldugu gézlenmistir (Sekil 4.4-14).
Ayrica P grubuna gore TM ve SC grubunun yapisin1 daha koyu renkte daha gozenekli
ve kirigik formda oldugu gozlenmistir. Tablo 4.1°de goriildiigl gibi B-TCP orani arttikca
gozenek caplar1 azalmaktadir. Polimer grubunda aljinat miktari arttikca gozenek capinin

arttig1 gorilmiistiir (Tablo 4.1). Capraz baglanmamis P6 formiilii (168,76 um) ve ¢apraz
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baglanmis P6 formiilini (169,90 pm) karsilastirdigimizda goézenek boyutlarinda
degisiklik olmadigr (Sekil 4.13-14) fakat ¢apraz baglanmis formiilde kopriiler olustugu

gbzlenmistir.

Tablo 4-1: Doku iskelelerinin ortalama gozenek caplari.

F .. Ortalama .. Ortalama .. Ortalama
ormiil . Formiil . Formiil .
Kodu Gozenek Kodu Gozenek Kodu Gozenek
Capi(um) Capi(um) Capi(um)
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

EHT = 20.00 kV Mag= 200X

Sekil 4-4: P2 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM goriintiisii.
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200pm
EHT = 20.00 kV Mag = 200X

Sekil 4-5: TM2 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM goriintiisii.

|_| EHT = 20.00 kV Mag= 100X

Sekil 4-6: SC2 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM gorintiisii.



EHT = 20.00 kV Mag= 200X

Sekil 4-7: P4 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM goriintiisii.

|_| EHT = 15.00 kV Mag = 100X|

Sekil 4-8: P4 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM goriintiisii.
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|_| EHT = 15.00 kV Mag= 64X

Sekil 4-9: TM4 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM goriintiisii.

500 X

EHT = 20.00 kV Mag

Sekil 4-10: SC4 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM goriintiisii.
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|_| EHT = 20.00 kv Mag= 100X

Sekil 4-11: SC6 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM goriintisii.

' ‘\—.v’,’ X
“_r

200pm
EHT = 15.00 kV Mag= 100X

Sekil 4-12: TM6 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM gériintiisii.
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EHT = 15.00 kV Mag= 100X

Sekil 4-13: P6 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM goriintiisii.
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EHT = 15.00 kV Mag = 300X

Sekil 4-14: Capraz baglanmamis P6 kodlu formiile ait doku iskelesinin SEM goriintiisii.

4.2.3 Sisme Testi Bulgulari

Boliim 3.3.3’te verilen yontem ile gerceklestirilmis olan sisme ¢alismalarina ait
veriler Tablo 4.2°de verilmistir. Formiilasyonlar arasinda en yiiksek % sisme orani P35
(2603,29 £ % 60), TMS (2058,69 + % 68) ve SC5 (2058,69 + % 68)’de

gbzlemlenmistir. Bu bulgura gore aljinat orami arttikga su absorplama kapasitesinin
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arttigi ortaya cikmistir. Ayrica formiilasyonlarda B-TCP miktar1 arttikca % sisme

oranlarinin azaldig1 gozlenmistir.

Tablo 4-2: % Sisme analiz sonuglari.

Formiil % sisme % sisme % sisme
Kodu(FK) oranlari FK oranlari FK oranlari
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 157291+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 Bulgular:

Biyobozunma testleri boliim 3.3.4 anlatilan yonteme gore biyobozunma testleri

gerceklestirilmistir. Capraz baglanmamis polielektrolit komplekslerinin hepsinin ayni

giin dagildig1 fark edilmistir. 15 giin boyunca bozunmaya birakilan capraz bagh
formiilasyonlarin P1, P2, P5, TM1, TM2, TM3, SC1, SC3, SC4 kodlu olanlarinin
tamamen bozundugu gozlenmistir (Tablo 4.3). Kikirdak tabakasi i¢in P4 (%
22,45+3,75), ara yliz tabakas1 icin TM6 (18,92+5,55) ve subkondral kemik tabakasi i¢in

ise SC6 (% 43,90+9,66) en diisiik biyobozunma hizlarina sahip formiilasyonlar olarak

bulunmustur. Ayrica genel olarak B-TCP oranlari arttikga biyobozunma oranlarinin

P<TM<SC seklinde artt1g1 gdzlenmistir.



60

Tablo 4-3: % Biyobozunma analiz sonuglari.

Formiil _ % K _ % K _ %
Kodu(FK) Biyobozunma Biyobozunma 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 ozellikler

Doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerindeki etkisinin belirlenebilmesi amaciyla
¢cekme gerilimi testleri yapilmistir. Doku iskeleleri 6rnekleri 6nceden PBS (pH=7.4) ile
tamamen 1slatilmistir. Islatilmadan sonra capraz baglanmamis iskelelerin cihaza
yerlestirilirken biitiinliiglintin bozuldugu goézlenmistir. Bu nedenle ¢apraz baglanmamis
doku iskeleleriyle Ol¢lim alimamamistir. Capraz baglanmis doku iskelelerinin test
sonuglarina bakildiginda biitiin formiilasyon gruplarinda (P, TM ve SC) aljinat orani
artikga doku iskelesinin yirtilmasi icin gerekli olan kuvvette artis oldugu gozlenmistir
(Tablo 4.4). Tablo 4.4’de gosterildigi gibi % gerilme sonuglar1 ise degiskenlik
gostermistir. Genel olarak P grubu en yiiksek elastikiyet gostermistir. Gruplar arasinda
en yiksek gerilim dayanikliliga sahip Ornekler P5, TM7 ve SC7 kodlu

formiilasyonlardir.

Tablo 4-4: Mekanik dayaniklilig: testi sonuglari.

Formiil En yiiksek En yiiksek En yiiksek
Kodu gerilim % gerilim % EK gerilim %
dayamikliligi  gerilme dayamikliligi  gerilme dayamikliigi  gerilme

(FK) (g/cm) (g/em?) (g/cm’)
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  438+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+058 4837 SC7 459+048 4505
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4.3 Uc tabakal Doku iskelesinin Tabakalarmin Belirlenmesi

Biitiin formiilasyonlar Boliim 3.2.3’de anlatildig1 gibi tabaka tabaka tiretilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin 6zelliklerini aydinlatabilmek ve hazirlama asamalarindan
gelebilecek olumsuzluklar1 arastirmak iizere bir seri karakterizasyon yapilmistir.
Yapilan bu ¢alismalarin degerlendirilmesi sonucunda kikirdak tabakasi i¢in P4, ara yiiz
TM6 ve subkondral tabaka i¢in SC6 kodlu formiilasyonlar se¢ilmistir. Daha sonra
Boliim 3.2.3.3’de anlatildig1 gibi monolitik yapida ii¢ tabakali doku iskelesi tiretilmistir
(Sekil 4.15) ve etilen oksitle sterilizasyonu gerceklestirilmigtir. In vitro salim,

sitotoksisite ve in vivo hayvan deneylerinde segilen bu {i¢ tabakali iskele kullanilmustir.

1<

Subkondral tabaka s
Ara yiiz tabakas:  se—
Kikardak Tabakas: e

N\

Sekil 4-15: Secili monolitik yapida ii¢ tabakali doku iskelesinin fotograflari.

4.4 In vitro Salim Calismasi Bulgular:

4.4.1 Model ila¢ Deksametazonun UV Analiz Bulgular
Deksametazonun yontem 3.4.1°de belirtildigi gibi c¢alisilarak maksimum
absorbans verdigi dalga boyu (A max) 242 nm olarak bulunmustur. Sekil 4.16’da

deksametazonun UV spektrumu verilmistir.
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Sekil 4-16: Doku iskelesi igerisindeki deksametazonun UV spektrumu.

4.4.2 Analitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

4.4.2.1 Standart Dogrunun Hazirlanmasi (Dogrusallik)
Bolim 3.4.2.1°de anlatildig1 gibi ¢alisilmistir. Sonuglara gore ¢izilen kalibrasyon
egrisi Sekil 4.17°de gosterilmistir. r? degeri 0.998 olarak bulunmustur.

0,80

orbans

Ab

0,40
0,20

0,00
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4-17: Deksametazonun UV’de 242 nm dalga boyunda ¢izilen kalibrasyon egrisi.
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4.4.2.2 Yontemin Geri Kazaniminin Tespitine Ait Bulgular
Bolim 3.4.2.2°de anlatildigr gibi calisilmistir. Tablo 4.5’de goriildigi gibi

ortalama ylizde geri kazanim farki + % 10 araligindadir.

Tablo 4-5: % Geri kazanim bulgulart.

Helsolr;ﬁan Pratik Elde Edilen .o
Konsarl?trasyon Absorbans Kon(san/trasyon Orami (%)
(ug/mi) he/m)
5 0,121 5,247 104,94
5 0,12 521 104,13
5 0,12 521 104,13
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 Yontemin Tekrar Edilebilirlik Bulgular:
Bolim 3.4.2.3’de anlatildigi gibi c¢alisilmistir. Altt kez art arda Olgiilen
absorbanslarin % varyasyon sayisi 2’den az bulunmustur (Tablo 4.6). Yontemin tekrar

edilebilirligi kanitlanmigtir.

Tablo 4-6: Tekrar edilebilirlik bulgular.

Ornek 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

4.4.2.4 Tekrar Elde Edilebilirlik Calismas1 Bulgulari
Bolim 3.4.2.4°de anlatildigr gibi ¢alisilmigtir. Ayni stoktan hareketle hazirlanan
ayn1 konsantrasyonda 6 farkli 6rnegin absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Varyasyon katsayisi

% 2’den az bulunmustur (Tablo 4.7). Yontemin tekrar elde edilebilirligi kanitlanmastir.

Tablo 4-7: Tekrar elde edilebilirlik bulgulari.

Ornek No Absorbans
1 0,966
2 0,943
3 0,952
4 0,941
5
6

0,943
0,951
ORT 0,949
SS 0,009

% VK 0,985
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4.4.3 Doku Iskelesine Deksametazon Yiiklenmesi

Bolim 3.4.3°de anlatildigi gibi gdmme teknigi kullanilarak deksametazon doku
iskelesine yiiklenmistir. Yiklenmis deksametazon miktarinin tayin edilebilmesi igin
daha once bahsedildigi gibi UV spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Bes kez ayni1
islem tekrarlanmistir ve Denklem 3.5’e gore enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir.

Enkapsiilasyon etkinligi % 78,661 olarak bulunmustur (Tablo 4.8).

Tablo 4-8: Doku iskelesine deksametazon en kapsiilasyon etkinligi bulgulari.

Teorik Pratik Elde
Ornek Hesaplanan Edilen Enkapsiilasyon
Absorbans
No Konsantrasyon  Konsantrasyon etkinligi (%)
(ng/ml) (ng/ml)
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 Salim Calismas1 Bulgular:
Salim caligmasi boliim 3.4.4°de anlatildig: sekilde yapilmis ve salim profili Sekil

4.18°de gosterilmistir.
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Sekil 4-18: Ug tabakal: iskeleden deksametazon salim grafigi.

4.4.5 Deksametazon Salim Kinetiklerinin Hesaplanmasi
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Salim kinetigi hesaplamalar1 Boliim 3.4.6’de anlatildigi gibi hesaplanmustir.

Formiilasyona ait salim kinetikleri Tablo 4.9’da gosterilmistir.

Tablo 4-9: Ug tabakali iskeleye ait salim Kinetikleri.

Kinetik 5 K n Dm
Model (cm®/s)
Birinci 0524 0,005

derece

Higuchi 0,788 7,474

Sifirinci 0,648 0,773

derece

Hixon 0,935 0,050

Crowel

Korsmeyer-

Peppas 0,999 0,554 0,263 1,68x10™*

modeli
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4.5 Doku Iskelelerinin In Vitro Sitotoksisitesi Bulgulari

Gelistirilen ii¢ tabakali doku iskelesinin ve her bir tabakanin ayr1 ayri sitotoksik
etkileri L-929 fare fibroblast hiicre hatti {izerinde MTT hiicre canlilik testi yapilarak
Boliim 3.5’de anlatildigr gibi arastirilmistir. Her bir tabakanin ve ii¢ tabakali iskelenin
optik dansiteleri birbirlerinden farkli ¢ikmistir (Sekil 4.19-22) ve hiicre canliliklari
medyum kontrole (Sekil 4.23) gore hesaplanmustir. Sekil 4.24°de pozitif kontrol DMSO

ile muamele edilmis hiicrelerin resmi verilmistir.

Sekil 4-19: % 100 kikirdak tabakasi doku iskelesine maruz kalan 1.929 hiicrelerinin morfolojisi
(x20).
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Sekil 4-20: % 100 ara yiiz tabakasi doku iskelesine maruz kalan 1929 hiicrelerinin morfolojisi
(x20).

Sekil 4-21: % 100 subkondral tabakasi doku iskelesine maruz kalan 1929 hiicrelerinin
morfolojisi (x20)
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Sekil 4-22: % 100 Ug tabakal1 doku iskelesine maruz kalan 1.929 hiicrelerinin morfolojisi (x20)

Sekil 4-23: Medyum L929 hiicrelerinin morfolojisi (x20).
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Sekil 4-24: % 20 DMSO’ya maruz kalan L929 hiicrelerinin morfolojisi (x20).
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3 ks e = 9
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40 x"i b e B 1
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%\ b % o % =
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0 Fa = =
Medyum Kikirdak  Arayiizey Subkondral Ug tabakal
kontrol tabakasi tabakasi tabakasi doku
iskelesi

Sekil 4-25: Hiicre canliligmin MTT analizi ile takibi sonuglari (Istatistiksel 6nem farkliligi,
n=3, p<0,05, ‘& Medyum kontrol ile karsilastirma, ‘%’ % 100 Ucg tabakali iskele ile
karsilastirma, ‘#” % 100 Ara yliz ile karsilagtirma).

[statistiksel analizlerde varyanslar arasi homojenlik testinde p<0,05 ¢ikmustir
dolayisiyla gruplarin  normal dagilmadigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle

nonparametrik test olan Kruskal Wallis uygulanmistir ve p<0,05 bulunmustur. Mann
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Whitney-U testi ile ikili karsilagtirmalar yapilmistir. Sonuglar her grubu kendi igerisinde
konsantrasyonlari (% 12,5, % 25, % 50 ve % 100), medyum kontrol ve pozitif kontrole
gore biitlin gruplar istatistiksel olarak ikili karsilagtirmalar yapilip yorumlanmaistir.
Biitiin ekstrakt konsantrasyonlar1 ve medyum kontrol % 20 DMSO ile ikili
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmistiir (p<0,05).
Medyum kontrol ile % 12,5 subkondral tabaka, % 12,5 ii¢ tabakali doku iskelesi, % 25
ara yiiz tabakasi ve % 25 subkondral tabaka, % 50 kikirdak tabakasi ve % 50
osteokondral tabaka arasinda istatistiksel olarak anlamli-farklilik bulunmustur (p< 0,05)
(Sekil 4.25). Bu sonuglara gore cesitli konsantrasyondaki doku iskeleleri hiicre say1
artigin1 indiiklemistir. Ara yiiz tabakasinin 4 farkli konsantrasyonu karsilastirildiginda,
ornegin % 100’lik ekstrakti ile % 25 ve % 50’lik ekstraktlar1 arasinda anlamlilik
bulunmustur. Bu sonuglara gore ara yiiz tabakasinin % 25 ve % 50 konsantrasyonlari
hiicre sayisint % 100’e gére anlamli bir sekilde arttirmistir. Ug tabakali iskelenin
ekstraktlar karsilagtirildiginda ise 6rnegin % 12,5 ve % 25°lik ekstraktlar1 ile % 100°’lik
ekstrakti arasinda anlamli bir sekilde azalma goriilmiistiir. Bunlara ek olarak % 100 ii¢
tabakali iskele ile medyum kontrol karsilastirildiginda hiicre canlilig1 anlamli bir sekilde
distiigii fakat % 70 sinir kabul edilen degerin altina diismedigi bulunmustur. En yiiksek
ekstrakt konsantrasyonlarina bakildigindaen yiiksek canlilik oran1 % 100 subkondral
tabakada (% 102,70) en diisiik % canlilik orani ise ii¢ tabakali doku iskelesinde (%
76,89) goriilmektedir. Sitotoksisite sonuglarina goére biitiin 6rneklerin % canlilik oranlari

% 70’1n Ustiindedir dolayisiyla biyouyumlu bulunmuslardir.
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4.6 In Vitro Epiderm ™ Deri Irritasyon Testi (SIT) Sonuglar
Epiderm SIT sonuglar1 Boliim 3.6’da anlatildigi gibi gergeklestirilmistir (Sekil

4.26). Bu test sonuglarina gore lig¢ tabakali doku iskelesinin doku canlilik oran1 % 70,9
bulunmustur (Sekil 4.27).

Sekil 4-26: Epiderm™ deri irritasyon testi plag.

Relatif canlihk %

NC
PC 3
TLS

Sekil 4-27: Epiderm SIT sonuglar1 (NC: steril DPBS, PC: %5 SDC, TLS: Ug tabakali doku
iskelesi).
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4.7 In Vivo Osteokondral Defekt Modeli Bulgulari

Canli dokuda meydana gelebilecek reaksiyonlari, biyouyumlulugu ve doku
lyilesmesini izlemek igin Bolim 3.7°de anlatildigi gibi si¢anlarin  dizlerinde
osteokondral defekt meydana getirilmistir (Sekil 4.28) daha sonra polimer, TCP grubu
ve PRP ve referans gruplarina doku iskeleleri yerlestirilmistir (Sekil 4.29). Kontrol
grubunun defekt bolgeleri bos birakilirken PRP grubuna Boliim 3.6.2°deki anlatildigi
gibi hazirlanmis PRP ¢ozeltisi damla damla emdirilip doku iskeleleri defekt bolgesine
yerlestirilmistir. Alt1 hafta sonunda yiiksek doz anestezi ile siganlar oldiiriiliip defekt
bolgesi etrafindaki dokuyla birlikte alinmistir (Sekil 4.30). Histopatolojik analiz igin
toluidin mavisi ve hematoksilen-eozin ile boyanan dokular 11tk mikroskobu altinda

incelenerek skorlanmiglardir (Tablo 4.10) ve istatistiksel analiz yapilmistir.

Sekil 4-28: Osteokondral defektin olusturulma asamalarinin fotograflari.
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Sekil 4-29: Osteokondral defekte ii¢ tabakali doku iskelesinin yerlestirme asamalarinin
fotograflart.

Sekil 4-30: Sakrifikasyon sonrasi alian kontrol grubuna ait doku 6rnegi.



75

Sekil 4-31: Kontrol grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmis doku 6rnegi (X40).

Sekil 4-32: Kontrol grubuna ait toluidin mavisi ile boyanmis doku 6rnegi (x40).

Alt1 hafta sonunda kontrol grubuna ait dokularda defekt bolgesi hala bos olup
cevresinde herhangi bir mikroskobik patolojik duruma rastlanmamustir (Sekil 4.30-32).
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Sekil 4-33: Polimer grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmis doku 6rnegi (X40).

Sekil 4-34: Polimer grubuna ait toluidin mavisi ile boyanmis doku 6rnegi (x40).

Sekil 4.33’de hematoksilen-eozin ile boyanmig polimer grubuna ait doku
kesitinde polimer kalintilar1 izlenmektedir. Yerlestirilen kitozan aljinat polielektrolit
kompleksinde boliinmelerin meydana geldigi ve dejeneratif bir materyale doniistiigii

goriilmustiir. Ayrica bu kalintilarin kenarinda yabanci cisim dev hiicre reaksiyonlari
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goriilmustiir. Sekil 4.34’de toluidin mavisiyle boyanmis kesitteki koyu mavi kisimlar

polimer kalintilarin1 gostermektedir.

Sekil 4-35: Referans grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmig doku 6rnegi (X40).

Sekil 4-36: Referans grubuna ait toluidin mavisi ile boyanmis doku 6rnegi (X40).



78

Sekil 4.35’de hematoksilen-eozin ile boyanmis referans grubuna ait doku
kesitinde eklem bolgesinde tam kat kayip ve referans madde artiklart goriilmektedir.

Sekil 4.36’da ise toluidin mavisi ile boyanmis kesitte referans madde artiklari

izlenmektedir.

Sekil 4-37: Sakrifikasyon sonrasi alinan {i¢ tabakali doku iskelesine ait doku 6rnegi.
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Sekil 4-38: TCP grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmis doku 6rnegi (X40).

Sekil 4-39: TCP grubuna ait toluidin mavisiyle boyanmis doku 6rnegi (X40).

Sekil 4.37°de sakrifikasyon sonrasi alinan ii¢ tabakali doku iskelesi implante
edilmis diz goriilmektedir ok ile isaretli kisim defektin oldugu bdlgeye isaret
etmektedir. Gozle incelendiginde yerlestirilen iskelenin sertlesip hayvanin dokusuyla i¢

ice gectigi gozlenmistir. Sekil 4.38’deki TCP grubuna ait doku kesitinde gibi kikirdak



80

kayb1 olmadan iyilesme mevcut olup artik madde izlenmemekte ve hafif graniilasyon

dokusu olusumu izlenmektedir. Sekil 4.39°da ise aymi kesitin toluidin mavisi ile

boyanmuis fotografi goriilmektedir.

Sekil 4-40: PRP grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanmis doku 6rnegi (X40).

Sekil 4-41: PRP grubuna ait toluidin mavisine boyanmis doku 6rnegi (x40).
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Sekil 4.40°da hematoksilen-eozin ile boyanmis PRP grubuna ait doku kesitinde
kikirdak kaybi, ii¢ tabakali doku iskelesi artiklari ve yabanci cisim dev hiicre
reaksiyonlar1 goriilmiistiir. Sekil 4.41°de ise toluidin mavisi ile boyanmis kesitte {i¢

tabakal1 doku iskelesi artiklar1 izlenmektedir.

2,5 ~

Skor ortalamasi

Polimer grubu  Referans grubu TCP grubu PRP grubu

Sekil 4-42: Histopatolojik degerlendirme sonucu implant kalintis1 skorlarinin oranlari.

1,2 ~

Skor ortalamasi
o o o
£ (o)} [00]

1 1 1

o
N
I
*
*

Polimer grubu  Referans grubu TCP grubu PRP grubu

Sekil 4-43: Histopatolojik degerlendirme sonucu yabanci cisim dev hiicre reaksiyonu
skorlarinin oranlari.
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Histopatolojik degerlendirmeler sonucunda gruplarin hi¢ birinde inflamasyon
hiicreleri izlenmemistir. Yerlestilen implant kalintilar1 skorlanarak istatistiksel analizle
karsilagtirilmistir istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadigi saptanmistir (Sekil 4.42).
Ayni sekilde yabanci cisim dev hiicre reaksiyonlar1 skorlanip istatistiksel analizleri
yapilmistir. Bu analizler sonucunda PRP grubu ile TCP ve referans gruplar1 arasinda

anlamli fark (p<0,05) bulunmustur (Sekil 4.43).



Tablo 4-10: ICRS’in histolojik degerlendirme sistemi ve gruplarm ICRS’in histolojik degerlendirme sistemini kullanarak skorlanmas. (Istatistiksel dnem
farkliligi, p<0,05, ‘*’ referans grubuyla karsilagtirma.)

ICRS kikirdak doku tedavi skor skalas Polimer grubu TCP grubu PRP grubu Referans grubu
l. Yiizey:

3:Diizgiin/Devamh 3 bacak 2 bacak 1 bacak
0: Devamlilik yok/ Diizgiin degil 3 bacak 4 bacak 6 bacak 5 bacak
1. 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: Fibroz 1 bacak 2 bacak 3 bacak
1. Hiicre dagilim:

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: diizensiz tek tek hiicreler 1 bacak 2 bacak 3 bacak
V. Hiicre popiilasyon canlihigi :

3: Canh hiicer popiilasyonu baskin 5 bacak 3 bacak 3 bacak 1 bacak
1: kismi canlhilik 0: < % 10 canhilik 1 bacak 3 bacak 3 bacak 5 bacak
V. Subkondral kemik

3: Normal 1 bacak 3 bacak

2: Artmus yeniden sekillenme 5 bacak 4 bacak 1 bacak 3 bacak
1: Kemik nekrozu/graniilasyon dokusu 1 bacak 1 bacak 2 bacak 3 bacak

0:Bagimsiz/kirik/kallus

VI. Minerilizasyon
3: Normal 5 bacak 3 bacak 5 bacak 3 bacak
0: Anormal/uygun degil 1 bacak 3 bacak 1 bacak 3 bacak

€8
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Doku kesitleri boyandiktan sonra mikroskop altinda gruplarin yiizey 6zellikleri,
matriks yapilari, hiicre dagilimlari, subkondral kemik yapilari ve mineralizasyonlari
incelenerck ICRS’in histolojik degerlendirme sistemi kullanilarak skorlanmistir (Tablo
4.10). Skorlar arasinda yapilan istatistiksel analiz sonucunda matriks gelisimi TCP ve
polimer gruplarinda referans grubuna gore daha fazla goriilmiistiir ve istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0,05). PRP grubu ile yapilan istatistiksel analizlerde

anlaml fark saptanmamustir.
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TARTISMA

5.1 Bilesenlerin Secilmesi ve Konsantrasyonlarin Belirlenmesi Isleminin
Degerlendirilmesi

Kikirdak dokusunun kuru agirliginin yaklasik % 60°1n1 kollajenler, % 25-30’unu
proteoglikanlar geri kalanini ise yapisal makromolekiillerden kollajen disindaki
proteinler ve glikoproteinler olusturmaktadir (Buckwalter ve ark. 2005). Bu tez
caligmasinda kikirdak tabakasini taklit etmek igin kitozan ve aljinat polielektrolit
kompleksi olusturulmus ve CaCl, ile ¢apraz baglanmistir. Kemik yapisinin organik
bilesenleri kollajenler, kollajen olmayan diger proteinler ve hiicrelerdir, inorganik
baslica elementleri ise kalsiyum ve fosfattir (Korkusuz ve ark. 2011). Kemik dokusunun
agirliginin %70’ini inorganik maddeler olusturur (Tampieri ve ark. 2003). B-TCP ile
hazirlanmis doku iskelelerinin giliclii osteokondaktif etkileri ve osteojenik aktiviteleri
oldugu, sikistirma ve gerilme direnci kuvvetlerinin dogal kanselous kemikle benzer
oldugu bilinmektedir (Lu ve Zreigat 2010). Dogal kemik mineral presipitasyonunda
kemik olusmasi kalsiyum ve fosfat konsantrasyonlarina baglidir (Szpalski ve ark. 2011).
Bu nedenlerden dolayir bu tez calismasinda ara yiiz tabakasi i¢in % 40, subkondral

tabaka icin ise %70 oraninda B-TCP kullanilmustir.

5.2 Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu

5.2.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi Analiz Bulgulari

Sekil 4.1 verilen sonuglara gére C/A/PEK’e ait spektrumda amit-1 ve amit-II
pikleri kaybolmus yerini 1607 cm™de tek bir pik almistir ve amino piki kaybolmustur.
Bu sonuglarla kitozanin yapisindaki pozitif yiiklii amino gruplariyla (-NH») aljinatin
yapisindaki negatif yiiklii karbonil (C=0O) gruplarinin iyonik baglandigi ve kitozan
aljinat polielektrolit kompleksinin olustugu kanitlanmigtir. Capraz baglanmis
C/A/PEK’de ise amit-l1 ve amit-1l piklerinin kaybolup yerine tek bir pikin olusmasi
(Sekil 4.1) aljinat yapisinda bulunan karboksilik gruplarin kalsiyum ile ¢apraz
baglanarak matriks agini olusturdugunun gostergesidir. C/A/PEK/B-TCP ait bulgularda
ise 1607 cm™*deki pikin kaymasi ve 1028 cm™de dalga boyunda olusan pikin varhg
(Sekil 4.2) yapiya B-TCP’nin katildigin1 gostermektedir (Han ve ark. 2010).
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5.2.2 SEM Analizi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Doku iskeleleri kemik ve kikirdak dokularinin biiyiimesini ve damarlanmasini
saglamak i¢in gozenekli bir yapiya sahip olmalidir ve biyokompozit materyalinin
icerisine hiicre gociine, yapismasina ve ¢ogalmasina izin vermelidir. Gézenekli yapilar
besin saglanmasi ve atiklarin taginmasi i¢in 6nemli bir parametredir. Kemik ve kikirdak
dokular1 icin gelistirilen doku iskelelerinin gozenek capi1 ve seklinin incelenmesi
mikroskobik yontemlerle yapilmaktadir. Bu ¢alismada olusturulan doku iskelelerinin
gozenek yapilar1 ve boyutlart SEM kullanilarak analiz edilmistir. Yapilan bir ¢calismada
hidroksiapatit/kitozan/aljinat ile gelistirdikleri doku iskelelerinin hidroksiapatit miktari
arttik¢a iskelelerin gozenek caplarinin azaldigi rapor edimistir. (Jin ve ark. 2008). Tablo
4.1 de goriildiigh gibi B-TCP oram arttik¢a gozenek caplar1 azalmaktadir bu durum
literatiirle uyumlu bulunmustur (Jin ve ark. 2008). Ayrica P grubuna gore TM ve SC
grubu formiilasyonlarinin yapilarinin daha koyu renkte ve ylizeyleri kirigik formda
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5-6-8-9-11-12). Bu yapilarin B-TCP’nin polielektrolit
kompleksinin matriks yapisina girmesinden kaynaklandigir disiiniilmektedir. SEM
bulgularma gore kikirdak tabakasinin goézenek boyutlari 100-250 um arasinda, ara
yiizey i¢in gelistirilen tabaka gozenek boyutu 93-170 um ve subkondral tabaka gdzenek
boyutu ise 90-123 um arasinda degismektedir. Cheung ve ark. (2007) derlemesinde
kemik gelismesi i¢cin optimum gdézenek boyutunun 75 pum ile 250 um arasinda, fibro-
kikirdak icin ise 200um ile 300pum arasinda de8ismekte oldugu bildirilmistir. Bu tez
caligmasinda, gelistirilen lic tabakali doku iskelesinin her bir tabakasi uygulama

bolgesine gore literatiirde verilen degerlerle uyumlu bulunmustur.

5.2.3 Sisme Testi

Doku iskelelerinin su tutma kapasiteleri fizolojik sivilarin igerisine alinmasi,
besin veya atik maddelerin taginmasi igin Kritik parametrelerden biridir bu nedenle
Kitozan/aljinat matriksin hidrofilik karakterleri ¢ok Onemlidir. Aljinatin daha Once
yapilan ¢alismalarda kendi agirliginin 200-300 kat su absorblama kapasitesinin oldugu
bulunmustur (Venkatesan ve ark 2014). Yapilan bir ¢calismada karboksimetilseliiloz ve
kitozanla olusturulan polielektrolit kompleksin icerisine kalsiyum fosfat ilave
edildiginde polielektrolit komplekse gore kalsiyum fosfath iskelelerin daha diisiik sisme
kabiliyetlerinin oldugu gosterilmistir (Salama ve El-Sakhaw 2014). Mohamed ve ark.
(2014) yaptig1 caligmada ise Kitozan, jelatin ve hidroksiapatit ile olusturduklari 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 yapisinda hidroksiapatit orani arttik¢ca sisme yiizdelerinin azaldigini yani
iskele yapisinda kristal yap1 orani arttik¢a su absorplama kapasitesinin diistiiglinii rapor
etmistir. Bu tez calismasinda pH 7.4 PBS icgerisinde geceklestirilen sisme testi
sonuglarma gore, aljinat orami arttikca su absorplama kapasitesinin arttig1 ortaya
cikmigtir. Ayrica formiilasyonlarda B-TCP miktar1 arttik¢a sisme oranlarin yiizdesinin
azaldigi gozlenmistir (Tablo 4.3). Sisme testi sonuglari literatiirlerle uyumlu

bulunmustur.

5.2.4 Biyobozunma testi

Biyomateryallerin uzun siireli implantasyon siiresi boyunca biyobozunma
davraniglart kritik rol oynamaktadir. Biyobozunan polimerlerden olusturulan doku
iskelelerinin implante olduklar1 bolgede yeni doku olusumuna kadar mekanik
Ozelliklerini siirdiirmeleri ve biyobozunma iiriinlerinin iz birakmadan yok olmasi
beklenmektedir (Venkatesan ve ark. 2012). Kitozan gibi dogal polimerlerin yapisi
genelde hidrofilik ortamda stabil degildir sulu ortamda bozunmaya ugrarlar. Kitozan
bazli polimerlerle olusturulan doku iskeleleri yilizeyine hiicre tutunmasini saglayan ve
biyobozunarak yeni olusan dokuya kiitle transferi yapan yapidadirlar. Bu tezde
biyobozunma deneylerinde in vivo biyobozunmadan sorumlu birincil enzim lisozim
enzimi kullanilmistir. Lisozim enzimi kitozan zinciri tzerinde bulunan N-
asetilglukosamin gruplarini hidroliz etmektedir (Sowjanya ve ark. 2013). Capraz
baglanmis kitozan ve aljinatin polielektrolit yapisindan dolayr kemigin matriks yapisina
benzemektedir. Tablo 4.4’¢ bakildiginda SC grubundaki biyobozunma diger
tabakalardan daha fazla bulunmustur. Bu grupta B-TCP igerik orani polimer matriks
oranina gore daha fazla oldugu i¢in (% 70 B-TCP/% 30 polimer) kitozan ve aljinatin
polielektrolit yapisi bozulmus olabilecegi diisiiniilmektedir. TM grubu sonuglarina
bakildiginda ise polielektrolit kompleks korunarak B-TCP’nin matriks yapisina girmis
oldugu sonucuna vartlmistir. Mohamed ve ark. (2014) yaptigi ¢alismada ise Kkitozan,
jelatin ve hidroksiapatit ile olusturduklari doku iskelelerinin yapisinda hidroksiapatit
orani arttikga biyobozunmanin arttigini rapor etmislerdir. Bu ¢alisma sonuglarinin bizim

calismamizla uyumlu oldugu goriilmistiir.

5.2.5 Mekanik Dayamkhhik Testi
Kemik ve kikirdak doku iskelelerinin sahip olmasi gereken en Onemli

ozelliklerden biri yeterli mekanik dayanikliliktir. Bu iskelelerin maruz kalacaga yiiklere
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dayanikli olmasi1 beklenmektedir. Olusturulan doku iskeleleri bu mekanik 6zelliklerini
yerlerine yeni kemik dokusu gelisimi tamamlanana kadar korumalidirlar. Dolayisiyla
doku iskelelerinin mekanik dayaniklilik 6zelliklerinin arastirilmasi ve gelistirilmesi ¢ok
onemlidir. Insan viicudunda ekstraselliiler matriks dokuya sertlik ve elastikiyet gibi
mekanik dayaniklilik o6zellikleri saglamaktadir. Ekstraselliiler proteoglikanlar ile
kollajen ve elastin gibi fibroz proteinler, bir ¢apraz bag ag yapida oriiliirler. Boylece
ekstraselliiler matriksin dayaniklilik ve elastikiyeti saglanir. Kollajen, kondroitin

siilfatla 1:1 oraninda birleserek kikirdagi olustururlar.

Yapilan calismalarda dogal polimerlerin sentetik polimerlere oranla daha iyi
biyolojik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. En ¢ok kullanilan dogal polimerlerden
biri kitozandir. Kitozanin ¢ok iyi biyouyumluluk 6zelligine sahip olmasiyla beraber
zay1f mekanik 6zellikleri olmasi bir¢ok ¢alismayla ispat edimistir (Liu ve Ma 2004; Li
ve ark. 2005). Bu tez g¢alismasinda kitozanin mekanik ozelliklerini diizeltmek igin
aljinat ile polielektrolit kompleks olusturulmustur, bu kompleks kikirdak tabakasinin
ekstraselliiler matriksini taklit etmek i¢in gelistirilmistir. Ayrica bu dokunun fibroz
proteinlerin ¢apraz bag ag yapisimi taklit etmek ve mekanik dayaniklilik giiclini
arttirmak i¢in aljinat {izerinde en iyi iyonik ¢apraz baglamay1 saglayan CaCl; ile ¢apraz
baglanmasi saglanmistir (Sun ve Tan 2013). Tablo 4.5’de go6zlendigi gibi P grubunda
aljinat konsantrasyonu arttik¢a yirtilma i¢in gereken kuvvet artmaktadir. Bu bulgularin
capraz baglanmis aljinatin daha iyi mekanik 6zelliklere sahip olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. 2010 yilinda Han ve ark. yaptigi ¢alismada Ca?* ile capraz baglamis
aljinatin mekanik O6zelliklerinin arttigin1 rapor etmislerdir. Sherwood ve ark. (2002)
yaptiklari ¢alismada ise polimer (polimer/B-TCP) orani arttik¢a elastikiyetin arttigini
gostermiglerdir. Bolim 4.2.4’de verilen sonuglara gore genel olarak P grubunun en
yiiksek elastikiyete sahip oldugu soylenebilir. Shuai ve ark. farkli oranlarda poli(laktik-
ko-glikolik) ve HA kullanarak olusturduklari doku iskelelerine sikistirma kuvveti testi
uygulamislardir. Bu test sonuglarinda HA miktan arttikca sikistirma kuvveti arttigini
gozlemlemislerdir fakat HA miktarinin daha fazla arttirilmasi sikistirma kuvvetinde
azalmaya yol agmustir. Tablo 4.5’e bakildiginda gruplarin en yiiksek gerilim
dayanikliligina sahip konsantrasyonlarinin gerilim dayanikliligit TM7(6,08)>P5(5,85)
>SC7(4,59) seklindedir. B-TCP igermeyen P grubuna gore % 40 B-TCP igeren TM
grubunun gerilim dayaniklilig1 fazladir. TM grubuna gore B-TCP miktar1 arttirilmig SC

grubunun gerilim dayanikliligi diisme gdstermistir. Bu bulgu Shuai ve ark. bulgularim
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destekler niteliktedir. Mekanik dayaniklilik testi bulgularinin literatiirle uyumlu oldugu

sonucuna varilmistir.

5.3 Model ila¢ Deksametazonun Sahm Sonuclarinin Degerlendirilmesi
Deksametazon giiglii antiinflamatuvar ve antiproliferatif etkiye sahip
glukokortikoit tiirevi bir ilagtir. Biiyime hormonuna benzer yapiya sahip olmasi
nedeniyle bu tez c¢alismasinda deksametazon model ilag olarak kullanilmistir.
Deksametazonun sec¢ilmesinin bir diger nedeni ise noniyonize formda olan ilaglarin
salim mekanizmasini aydinlatmak i¢in kullanilmis olmasidir (Liao ve ark. 2005).
Analizler UV spektrofotometre kullanilarak gergeklestirilmistir. Deksametazonun
maksimum absorbans verdigi dalga boyu (A max) 242 nm olarak bulunmustur. Bulunan
degerin literatiirlerde belirtilen degerle uyumlu oldugu gorilmistiir (Duarte ve ark.
2009). Uygulanan yontemin dogrulugu, kesinligi ve beklenen sonucu verdigini
kanitlamak icin yontem validasyonu yapilmistir. Dogrusallik, geri kazanim, yontem
tekrar edilebilirligi ve tekrar elde edilebilirlik gibi validasyon deneyleri yapilarak
kullanilan miktar tayini yonteminin gecerliligi ispatlanmistir. Daha sonra hazirlanan ii¢
tabakali doku iskelesine gomme teknigi kullanilarak deksametazon yiiklenmistir. Bu
iskelenin enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir ve % 78,661 oraninda enkapsiilasyon
kapasitesinin oldugu bulunmustur. Yapilan salim c¢alismalarinda deksametazonun
tamami 72 saat icerisinde salinmustir. Ila¢ salim1 baslangicta yiiksek (3. saat % 78,275),
sonrasinda yavas etkin madde salimi1 seklinde seyir etmistir. Doku iskelesinin i¢
kisimlarina kolaylikla girmeye baslayan ¢ozeltinin etkin madde salimini hizlandirdig: %
78,275’e ulastiktan sonra ise muhtemelen azalan etkin madde miktarina bagli olarak

deksametazon saliminda yavaglama meydana geldigi diisiiniilmektedir.

Yapilan kinetik hesaplamalarda beklendigi tizere polimerik sistemlerin
cogunlukla uyum gdsterdigi Higuchi (r?=0,796), Hixson Crowell (r?=0,936),
Korsmeyer-Peppas (r*=0,999) kinetik modellerinde en yiiksek korelasyon katsayisi elde
edilmistir. Hixcon crowell korelasyon katsayisi diger modellere gore ¢ok daha yiiksek
bulundugu i¢in bu kinetik profiline daha uyumlu oldugu seklinde yorumlanmuistir.
Krosmeyer-Peppas kinetik hesaplamalarinda ‘n’ degeri 0,263 bulunmasi nedeniyle
salim mekanizmasinda Fick’e uyan diflizyon kontrollii salimin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Salim derisim gradyanina gore gerceklesmektedir ve etkin maddenin

molekiiler 6zelligine baghdir. Tigh ve ark. (2009) yaptigr bir ¢aligmada kitozana
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gomme teknigi ile deksametazon yiiklenmistir ve salim profillerinin Fick’e uyan
difiizyona uyumlu oldugu bulgular1 bu ¢alismay1 destekler niteliktedir. Yapilan diger bir
calismada ise deksametazon yiiklii liflerden salim ¢alismasi yapilmistir sonu¢ olarak
yine Fick’e uyan difiizyonla uyumlu salim profili elde edilmistir. Polimerik tasiyici
sistemlerde genelde sisme ve biyobozunma kontrollii salim profilleri gézlenmektedir.
Polimerik matriks/gémme sistemlerinde kullanilan polimerik matriks ilaca gore inert ise
dissoliisyon ortami matriksin igerisine girer ve ila¢ polimerin gozeneklerinden difiize
olur (Nokhodchi ve ark. 2012). Bu ¢alismada Fick’le uyumlu salim profilinin ortaya
cikmasi deksametazonun kiiciikk molekiiler agirliga sahip olmasindan kaynaklandig

distiniilmektedir.

5.4 Doku lskelelerinin In Vitro Sitotoksisitesi ve Epiderm™ SIT Bulgularmnin
Degerlendirilmesi

Biyometaryallerin dogrudan canli dokuya temas etmeleri nedeniyle piyasaya
stirilmeden once biyouyumluk testlerinin tamamlanmis olmas1 ve ISO standartlarina
uygun olamalar1 gerekmektedir. Fizikokimyasal ozelliklerinin yani sira biyolojik
ozelliklerinin de canli dokuyla uyumlu olmasi 6nemlidir. Biyometaryalin biyolojik
olarak uyumlu oldugunu gostermek i¢in baslangi¢ testi olarak in vitro hiicre kiiltiirii
testleri kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda 1SO 10993-5 standardinda 6nerildigi gibi
L929 fare fibroblast hiicreleri kullanilarak hiicre canlilik testi yapilmigtir. Boliim 4.5°de
verilen Sekil 4.19-22°ye baktigimizda fibroblast hiicreleri saglikli, ig seklinde,
sitoplazmik uzantilara sahip ve yaygin tek tabaka olusturduklari ve miidahale edilmemis
medyum kontrolle ayn1 yapiya sahip olduklar1 goriilmektedir. Sekil 4.24°deki DMSO ile
inkiibe edilmis hiicreler (pozitif kontrol) yuvarlak formda kalip, flaska yapismamistir ve

% relatif hiicre canlilik oran1 % 12,08 bulunmustur.

Kitozan ve aljinat en ¢ok kullanilan dogal polimerlerdendir. Dessi ve ark. (2013)
yaptiklar1 bir ¢alismada kemik yapisini taklit etmesi igin gelistirdikleri kitozan ve
TCP’li doku iskelelerinde farkli konsantrasyonlarda TCP kullanarak hiicre canlilik ve
proliferasyon etkilerini MG63 osteoblast hiicre hattin1 kullanarak arastirmislardir. Bu
calisma sonunda TCP miktar1 arttik¢a hiicre canlilik oranlarinin arttigini bulmuslardir.
TCP varliginin osteojenik hiicre biiyiimesine, yapismasina ve proliferasyonuna neden
oldugunu rapor etmislerdir. Sekil 4.25°deki grafikte % 100 ekstraksiyon

konsantrasyonundaki 6rnek gruplari karsilastirildiginda en yiiksek hiicre canlilik orani
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en yiiksek B-TCP iceren subkondral tabaka grubunda saptanmis ve bu sonuglarin Dessi
ve ark. sonuglariyla paralel oldugu goriilmiistiir. Swain ve Sarkar’in (2014) yaptiklar
calismada ise L929 fibroblast hiicre hatt1 kullanarak nanohidroksiapatit/jelatin/polivinil
alkol ile olusturduklari doku iskelesinin sitotoksisitesini indirekt yontem kullanarak
aragtirmiglardir. En yiiksek sitotoksisite en yiiksek konsantrasyondaki ekstraktla
muamele edilen hiicrelerde goriilmiistiir. Bu calismada % 40 hiicre canliligi bile
sitotoksik kabul edilmemistir. Ug tabakali doku iskelelerinin ekstrakt konsantrasyonlar1
arttikca hiicre canlilik oranlarinda hafif bir azalma olsa da % 76,89’un altina
diismemistir. Hiicreler li¢ tabakali doku iskelesinin %100’liik ekstrakti ile muamele
edildiginde hiicre canlilik oraninin medyum kontrole gore anlamli olarak (p<0,05)
azaldig1 ancak hiicre caliliginin biyouyumluluk testlerinde sinir kabul edilen %70’in
tizerinde oldugu gozlenmistir. Kullanilan hammaddelerin yani1 sira iiretim teknigi,
kullanilan ¢oziiciiler ve yardimci maddeler doku iskelesinin biyouyumlulugunu
degistirebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada kollajen ve TCP kullanilarak hazirlanan
doku iskelesinin sitotoksisitesi 1.929 fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak arastirilmistir.
Doku iskelesinin iliretimi asamasinda hidroklorik asit ve capraz baglayicit ajan olan
glutaraldehit kullanilmasina ragmen {iretilen doku iskeleleri sitotoksik ¢ikmadigi
seklinde yorumlanmistir (Zou ve ark. 2005). Vittelova ve ark. (2014) gelistirdikleri deri
doku iskelelerinin biyouyumluluklarimi fare fibroblastlart kullanarak incelemislerdir.
Calismalar sonucunda en diisiik hiicre canlilig1 asetik asit kullanarak iirettikleri iskelede
bulunmustur. Bu sonucun asetik asit kalintisindan kaynaklanabilecegini rapor
etmiglerdir. Yapilan bir diger c¢alismada ise aljinat filmini CaCl; ile capraz
baglamislardir. Olusturulan filme hiicre canlilik testi yapilmistir. Calisma sonucunda
hiicre canliliginin diisiik ¢ikma nedenini CaCl, artiklarina dogrudan temas eden
hiicrelerin yasamamasi olarak gdstermislerdir (Lee ve ark. 2013). Bu tez calismasinda,
liretim asamasinda ¢oziicii olarak asetik asit ve ¢apraz baglama materyali olarak CaCl,
kullanilmistir daha sonra etanol ve su yardimiyla bu maddeler uzaklastirilmaya
calisilmigtir. Sitotoksisite test sonuglarima gore bu maddelerin doku iskelesinden
tamamen uzaklastirildigr disiiniilmektedir. Sekil 4.25’e bakildiginda konsantrasyonlar
arasi ve gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklar goriildiigli fakat hi¢bir grup ya
da konsantrasyonun % 70 hiicre canlilik orani siirmin altina inmedigi goriilmektedir.
Yapilan sitotoksisite ¢aligmalari sonucunda, iiretilen ii¢ tabakali iskelenin ve her bir

tabakasinin sitotoksik olmadig1 bulunmustur.
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Epiderm SIT sonuglarina bakildiginda (Sekil 4.26) ti¢ tabakali doku iskelesinin
negatif kontrole gore relatif doku canlilik oran1 % 70,9 cikmistir. Ug tabakali iskele
irritan degildir ¢iinkii bir kimyasalin irritan kabul edilebilmesi i¢in relatif doku
canliliginin % 50’nin altinda ¢ikmasi gerekmektedir (Kandarova ve ark. 2009). Hem
sitotoksisite hem de iritasyon ¢alismalarinda olusturulan iskelenin biyuyumlu oldugu ve

biyometaryal olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

5.5 In Vivo Osteokondral Defekt Modeli Bulgularinin Degerlendirimesi

Kitozan ve aljinat biyobozunabilen, biyouyumlu ve diisiik imiinojenik cevaba
ve ekstraseliiler matrikste bulunan glikozaminoglikanlara benzeyen yapilara sahip olan
iki dogal polimerdir. Kitozan osteoblastlarin biiyiimesini destekleyen, mineralize
matriks olugmasini, kemik olusumunu destekleyen bir yapiya sahip olan polisakkarit
tiirevi katyonik bir polimerdir (Di Martino ve ark. 2005; Rinaudo 2008). Aljinat ise
anyonik yapida polisakkarit tlirevi polimerdir. Kitozanin tek basina biyouyumluluk
ozellikleri cok iyi iken mekanik 6zellikleri zayiftir, aljinat ise negatif yiiklii oldugu i¢in
hiicreler aljinata baglanmak istemezler bu nedenlerden dolayr bu tez calismasinda
kikirdak tabakay1 taklit etmek amaciyla aljinat ve Kitozanla polielektrolit kompleksi
olusturulmustur. Tablo 4.11°de verildigi gibi kitozan aljinat polielektrolit kompleksi
yerlestirilmis polimer grubu ile ii¢ tabakali doku iskelesi yerlestirilmis TCP grubunun
matriks olusumlari referans grubuna gore daha iyi bulunmustur ve istatistiksel olarak
anlamli fark c¢ikmigtir. Bu durumun kitozan ve aljinattan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Florczyk ve ark. (2013) yaptiklar1 c¢alismada kitozan ve aljinat
polielektrolit kompleksine kemik morfogenetik proteini ve mezenkimal kok hiicre
yiikleyerek siganlarin kafataslarinda olusturduklar1 defekt bolgesine yerlestirmislerdir.
Bu ¢alisma sonucunda s6z konusu polielektrolit kompleksinin kemik dokusu yerine
kullanilabilecegi anlasilmistir. Histopatalojik degerlendirmelerde TCP ve polimer
gruplariin ylizey 6zellikleri, matriks yapilari, hiicre dagilimlari, subkondral kemik
yapilar1 ve mineralizasyonlarinin skor ortalamalarinin referansa gore yiiksek oldugu
gorilmistlir fakat aralarinda matriks olusumu haric istatistiksel fark bulunamamistir.
Fizyolojik ytiki diisiik oldukea kii¢lik canli olan sicanin bu parametreler i¢in saglikli
bir sonu¢ elde edilmesine izin vermedigi diisliniilmektedir. Daha biiyiik deney hayvani
kullanilarak, daha ¢ok denek sayisiyla deneyler tekrar edildiginde gruplar arasinda

daha fazla anlamliliin olusabilecegi diistintilmektedir.
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Hasarli doku iyilesme siirecinde graniilasyon dokusu, implantin etrafimi
sararken yabanci cisim dev hiicreleri implantin yiizeyine yapisirlar. Eger bu hiicreler
doku iskelesini fagosite edemezlerse yabanci cisim implanti tamamen izole etmek i¢in
fibroz doku kapsiil seklinde implantin etrafin1 sarar. Histopatolojik incelemeler
sonucunda higbir hayvanin defekt bolgesinde ya da etrafinda inflamasyon hiicrelerine
ve fibroz kapsiil olusumuna rastlanmamistir ve implantlarin etrafinda normal yabanci
cisim dev hiicre reaksiyonlar1 gézlenmistir. Ayrica kesitlerde hem polimer grubunda,
hem de ti¢ tabakali doku iskelesinin kalintilarinin bulunmasi fagositik hiicrelerin
implant materyalini pargaladigl ve yeni doku olusumu ile kalintilarin uyum igerisinde
oldugu gozlenmistir. Bu durum biyobozunur polimerler ve B-TCP’nin
kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Elde edilen histopatolojik goriintiilerde ii¢
tabakali iskelenin biyobozunma zamaninin iyi ayarlanmis oldugu goriilmektedir.

Biyobozunur bir implantin basarili bir sekilde tasarlandig diisiiniilmektedir.

Ferretti ve ark. (2006) yaptiklari ¢alismada genipin ve polietilen glikol ile
gelistirdikleri  hidrojelleri, sicanlarin  dizlerinde osteokondral defekt agarak
uygulamislardir. Bu deney sonucunda inflamasyonun goriilmemesi nedeniyle
hidrojellerin biyouyumlu oldugu rapor edilmistir. Bir¢ok ¢aligmada ise etrafinda kapsiil
olusmayan implantlar biyouyumlu kabul edilmistir. (Liuyun ve ark. 2009; Kim ve ark.
2010; Uzun ve Bayindir 2011). Bu galismada ii¢ tabakali iskele ve polimer gruplarinda
inflamasyonun goriilmemesi, implantlarin ¢evrelerinde kapsiil olusmamasi ve saglikli
biyobozunmanin  gergeklesmesi  olusturulan iskelelerin  biyouyumlu oldugunu

gostermektedir.

In vitro salim c¢alismalarinda {i¢ tabakali doku iskelesine yiiklenen
deksametazonun kontrollii salim yaptigi anlagilmigtir. Biliylime hormonuna yapisal
benzerliginden dolayr deksametazon in vitro salim g¢alismalarinda model ilag olarak
kullanilmigtir. In vivo hayvan deneylerinde ise kontrollii saliminin gergeklesecegi
diistintilerek ii¢ tabakali doku iskelesine PRP yiiklenerek etkinligi diger gruplarla
karsilagtiritlmistir. Gruplara histolojik skorlama yapildiginda yabanci cisim dev hiicre
reaksiyonu en ¢ok PRP grubunda goriilmiistiir. PRP grubu referans ve TCP gruplart ile
karsilastirildiginda PRP ile her iki grup arasinda anlamli fark (p<0,05) goriilmiistiir
(Sekil 4.40). Diger histolojik parametreler i¢in bir karsilastirma yapildiginda ise PRP

grubuyla diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir. Biiyiime
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hormonlarinin  konsantre bir sekilde verilmesi igin siklikla kullanilan PRP
uygulamasinin etkileri bu c¢alismada test edilememistir. Bergen ve ark. (2013)
koyunlarin talus bolgesinde olusturduklari hasara PRP uygulamislardir ve calisma
sonunda PRP’nin talusun iyilesme siirecinde etkisiz oldugunu rapor etmislerdir.
PRP’nin iyilesme siirecini hizlandirict etkisinin rapor edildigi caligmalarin ¢ogunda
kontrol grubu ve istatistiksel olarak yeterli denek sayisinin olmadig1 goriilmiistiir (Park

ve ark. 2012).

Doku iskelelerinin sterilizasyonunda, kuru ve buhar sterilizasyonlar1 polimerde
degradasyona ve hidrolize neden olmasi nedeniyle tercih edilmemektedir (Premnath ve
ark. 1996). Gama isinlariyla sterilizasyon biyomateryal ve medikal {iriinlerin
sterilzasyonu i¢in en giivenilir tekniklerden biri sayilmaktadir. Ancak Draget ve ark.
(1997) aljinatin gama 1sinlariyla yapilan sterilizasyonu sonucu serbest radikallerin
meydana gelecegini ve felakete yol agabilecegini rapor etmislerdir. Etilen oksit
sterilizasyonu polimerik materyallerde ve 1siya duyarli materyallerde kullanilmaktadir.
Griffon ve ark. (2006) kitozanla olusturduklar1 doku iskelesinin sterilizasyonunu etilen
oksitle yapmuslardir. Literatiirdeki rapor edilmis c¢alismalar incelendikten sonra ve
aseptik kosullarda iretim imkanlarinin olmamasi nedeniyle artik birakma riskine
ragmen iskelelerin sterilizasyonunda % 70 etanol’den sonra etilen oksit sterilizasyonu
kullanilmigtir. Histopatolojik bulgularda enflamasyonun ya da herhangi bir yan etkinin

goriilmemesi kullanilan sterilizasyon tekniginin uygun oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

5.6 Sonuc Ve Oneriler

Calismamizda sonug olarak; osteokondral doku rejenerasyonunu destekleyecek
ozelliklere sahip p-trikalsiyum fosfat, kitozan ve aljinat polimerleri kullanilarak
monolitik yapida {i¢ tabakali doku iskelesi iiretilmistir ve bu iskelelerin klinik
uygulamalarda kullanilabilirliginin belirlenmesine yonelik bulgularin elde edilmesine

calisilmigtir. Calisma kapsaminda elde edilen 6nemli sonuclar asagida 6zetlenmistir.

e Dondurarak kurutma yontemiyle slinger yapisinda igsel baglantili gozeneklere
sahip doku iskelelerinin {iretimi gergeklestirilmistir.

e Ug farkli tabaka icin farkli oranlarda B-TCP, kitozan ve aljinat polimerleri
kullanilarak formiilasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

e FT-IR spektrofotometrisi kullanilarak aljinat, kitozan ve B-TCP arasindaki

kimyasal etkilesim aciklanmuistir.
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Lisozim enzimi varhi@inda gergeklestirilen biyobozunurluk deneylerine ait
sonuglar, doku iskelelerinin lisozim varliginda biyobozundugunu gostermistir.
Doku iskelelerinin her bir tabakasimin su tutma kapasiteleri sisme testleriyle
Olciiliip sonuglar literatiirlerle karsilastirilmistir.

Yapilan mekanik dayaniklilik testleri sonucunda literatiirlerle karsilastirma
yapilmustir.

Karakterizasyon ¢alismalari, farkli polimer ve B-TCP bilesimlerine sahip doku
iskelelerinin sigsme, biyobozunurluk, gozeneklilik ve mekanik ozelliklerinin
farkli oldugunu ortaya koymustur. Yapilan bu caligmalarin degerlendirilmesi
sonucunda kikirdak tabakasi igin P4, ara yiiz TM6 ve subkondral tabak i¢in SC6
kodlu formiilasyonlarin osteokondral dokunun yapisina daha uygun oldugu
sonucuna varilmistir.

Secili ti¢ tabakali doku iskelesine gomme teknigi ile deksametazon yiiklenip
enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir. Enkapsiilasyon etkinligi % 78,661
olarak bulunmustur.

Deksametazon yiiklenmis iskeleyle salim galismalar1 yapilmistir. Caligmalar
sonucunda doku iskelelerinden gergeklesen deksametazon salimi 72 saatte
tamamlanmuistir.

Bu sistemlerden deksametazonun saliminin, g¢ogunlukla Korsmeyer-Peppas
kinetik modeline uyum gosterdigi tespit edilmistir.

L929 fibroblast hiicre hatt1 ile yiiriitiilen sitotoksisite hiicre kiiltiir ¢aligmalari
kapsaminda yapilan MTT analizleri sonucunda secili her bir tabaka ve ii¢
tabakali monolitik yapmin biyouyumlu oldugu ve biyometaryal olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Yapay doku Epiderm™ iizerinde gergeklestirilen deri irritasyon testi
calismalarinda olusturulan ii¢ tabakali doku iskelesi irritan olmadigi sonucuna
varilmistir.

Yapilan hayvan deneyleri sonucunda iiretilen ii¢ tabakali doku iskelesinin
sitotoksisite deneylerini destekler nitelikte biyouyumlu oldugu kanitlanmistir.
Biyobozunan implantin yeni olusan dokuyla yer degistirme zamanlamasi,

olusturulan doku iskelesinin istenen biyobozunma karakterine sahip oldugunu
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gostermistir. Ayrica matriks olusumu agisindan referans materyale gore daha iyi

oldugu istatistiksel ¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikmistir (p<0,05).

e Tezden sonra yapilabilecek ¢alismalar ve Oneriler asagida yer almaktadir;

Cekme gerilimi test sonuglarini desteklemesi i¢in mekanik dayaniklilik
testlerinden ayrica sikistirma tekniginin gelecek caligsmalarda yapilmasi
planlanmaktadir.

Hayvan deneylerinde referans ile ii¢ tabaka karsilagtirldiginda tig
tabakali iskelenin daha iyi sonuglar verdigi goriilmektedir. Ancak
aralarindaki fark matriks olusumu haricinde istatistiksel olarak anlamli
c¢ikmamistir. Hayvan sayisi arttirilarak ve/veya tavsan ya da koyun gibi
daha gelismis hayvanlarda denendigi taktirde aralarindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli ¢ikacagi diisiiniilmektedir.

Ayrica kontrol grubunun sayisal azlig1 nedeniyle kontrol grubuyla diger
gruplar arasinda istatistiksel bir karsilagtirma yapilamamistir. Yapilacak
ilave caligmada kontrol grubunun sayisinin da arttirilarak caligilmasi
planlanmaktadir.

Ug tabakali doku iskelesinin farkli etkin maddeler ve 6zellikle tedavinin
baslangicinda yiiksek etkin madde salimi istenen durumlar agisindan

incelenmesi ve gelistirilmesinin yararli olacag: diistiniilmektedir.
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