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BiYOBOZUNUR KOMPOZIT KEMIK DOKU iSKELELERI: POLIMERIK
FIBER/MALZEME DESTEKLI KRiYOJELLER

Lutfiye Tutkun
Oz

Sunulan tez ¢alismasinin amaci; doku muhendisligi yaklagsimi ile daha hizli ve kaliteli
kemik dokusu olusumu saglamak amaciyla, kriyojel esasli biyobozunur fiberler ile
desteklenmis doku iskelelerinin hazirlanmasi ve karakterizasyonudur. Doku
muhendisliginde kullanilan doku iskelelerinin basarisi, doku iskelesi materyallerinin
Ozellikleri ile belirlenir. Doku iskelesinin mekanik, kimyasal ve geometrik ozellikleri
doku iskelesinin islevselligi agisindan bu kapsam icerisinde yerini alir. Yeni doku
olusumu gerceklesirken doku iskelesi mekanik kararliligini sirdirebilmelidir. ideale
yakin gbzenek yapisi olugturan kriyojel hazirlama teknigi ile elde edilen doku
iskelelerinin en o©Onemli dezavantaji, mekanik olarak zayif olmalaridir. Doku
iskelelerinin ¢esitli biyobozunur fiberler ile desteklenerek mekanik 6zelliklerinin

gelistiriimesi, gerceklestirilen tez ¢alismasinin ana hedefini olusturmaktadir.

Tez kapsaminda yapilan galismalar baslica ¢ ana bdlimden olugsmaktadir. Birinci
bélumde; PLA-PEG [poli(laktat)-poli(etilen glikol)] blok kopolimerlerinin sentezi ve
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Blok kopolimerler; katalizor olarak kalay oktoat
kullanilarak, daha o6nce grubumuzun c¢alismalarinda belirlenen kosullarda
sentezlenmigtir. Kopolimerlerin karakterizasyonu GPC, FTIR, NMR, DSC gibi

yontemler kullanilarak gergeklestiriimis ve kopolimerizasyon konfirme edilmistir.

ikinci bélim; fiberlerin hazirlanmasi ve uretiimesi asamasindan olusmustur. Ug tir
hazir sentetik fiber kullanilmigtir. Bu fiberlerden birincisi “vikril” ya da “polyglactin 910"
ticari isimleri ile satilan, ameliyat ipligi olarak kullanilan polilaktat/glikolat ¢ok flamanli
ipliklerdir. Satin alinma yolu ile temin edilmistir. Vikril; deneysel galismalarda PLA-
PEG blok kopolimerine ilave edilmek Uzere; 3 farkli ¢apta, t¢ farkli boyda ve Gg farkli
matriks/fiber oran’nda hazirlanmistir. ikinci fiber tiri, “katgut” ticari adi ile satilan
dogal kolojen esasl fiberlerden olusan yine ameliyat ipligi olarak kullanilan fiberlerdir.
Satin alinma yolu ile temin edilmigtir. Katgut; jelatin esasli doku iskelesi yapisina ilave
edilmek Uzere yine 3 farkli boyda, Ug¢ farkli gcapta ve Ug¢ farkli matriks/fiber oraninda

hazirlanmistir. Uglincli fiber tir(i ise kitosandir. Kitosan, amin gruplari nedeniyle



pozitif yuk tasiyan kitin tlrevi bir biyosentetik polisakkarittir. Kitosan fiberleri islak
egirme yontemi ile Uretilmistir. PLA-PEG blok kopolimerinin yapisina ilave edilmek

uzere, 3 farkli ¢capta ve 3 farkli matriks/fiber oraninda hazirlanmistir.

Calismanin dguncu boélumdnde, kriyojel hazirlama teknidi ile doku iskeleleri
hazirlanmis ve Kkarakterizasyon calismalari gergeklestiriimistir. Tez c¢alismasi
kapsaminda; 2 farkli yapida polimere 3 farkl fiber ilavesi ile 3 farkli tirde doku iskelesi
hazirlanmistir: Jelatin/katgut, PLA-PEG/vikril ve PLA-PEG/kitosan. Doku iskelelerinin
g6zenek yapilari (boyut, sekil, birbirleri ile baglantili olma gibi), bozunma davranislari,
sisme dereceleri ve mekanik o6zellikleri incelenmis ve bu o6zellikleri birbirleri ile
karsilastirlmistir. Fiber katkil PLLA-PEG ve jelatin esasli doku iskelelerinin SEM
goruntulerinden; fiber c¢api, boyu ve adirlikga matriks/fiber oranina bagl olarak
degisen, ¢ok cesitli gdzenek yapilarina sahip kriyojeller elde edildigi gorulmustir.
Jelatin esasl kriyojelin, PLLA-PEG esasli kriyojele gbre ¢ok daha buyuk gézeneklere
sahip oldugu gorulmastur. Fiber katkisiz PLLA-PEG ve jelatin esasli kriyojellerin, fiber
katkili olanlara gére sisme degerleri daha yluksek bulunmustur. Sonug¢ olarak, fiber
katkisiz kriyojellerin mekanik 6zelliklerinin daha zayif oldugu goriimustir. Bozunma
davraniglari; fiber katkisinin doku iskelelerinin bozunma hizini yavaglattigini
gOstermigtir. Ve son olarak sitotoksisite testleri gergeklestirilerek tez tamamlanmistir.

Testler, kriyojellerin hticre canliligi agisindan verimli olduklarini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik doku muhendisligi, biyobozunur kompozit doku iskeleleri,
biyobozunur polimerler, PLLA, PEG, jelatin, katgut, vikril, kitosan, islak egirme,

kriyojel, mekanik dayanim.
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BIODEGRADABLE COMPOSITES AS BONE TISSUE ENGINEERING
SCAFFOLDS: CRYOGELS REINFORCED WITH POYMERIC FIBERS/MATERIALS

Lutfiye Tutkun
ABSTRACT

The goal of the thesis is to prepare composite polymeric tissue engineering scaffolds
reinforced with biodegradable fibers based on cryogellation method. The success of
scaffolds used for tissue engineering is determined by the material properties of the
scaffold. These include optimized mechanical, chemical and geometrical properties of
the scaffold for effective functioning. The scaffold must be able to provide mechanical
stability to the tissue as it forms. The most important disadvantage of the scaffold
prepared by the cryogellation technique which provides almost ideal pore structure is
to yield mechanically weak structures as a consequence of the resulting small amount
of polymer supporting to the whole structure. Improvement of the mechanical
properties of scaffolds by reinforced with several biodegradable fibers is the main
object of this thesis.

The thesis consists of three main studies. PLLA-PEG [poly(lactat)-poli(ethylene
glycole)] block copolymers were synthesized and characterized in the initial part of
studies. Block copolymers were synthesized in the presence of stannous octoate as a
catalyst under the conditions which were determined in our group studies in the past.
The characterization of the copolymers was conducted by using GPC, FTIR, NMR,
DSC and copolimerization was confirmed.

Fibers were prepared and produced in the second part of the study. Three types of
commercially available synthetic fibers were used. First one is a polylactate/glycolate
multiflament surgical suture material marketed under the trade names "Vicryl” and
“Polyglactin 910”. Vicryl was obtained from the trade company. In order to reinforce
PLLA-PEG copolymers, vicryl fibers were prepared in three different length, diameter
and matrix/fiber ratio in terms of weight. Second fiber type is composed of natural
collagen based fibers which is used as a surgical suture material and marketed under
the trade name “catgut”. Catgut was obtained from the trade company too. In order to
be added into gelatin based scaffolds, catgut fibers were also prepared in three

different length, diameter and matrix/fiber ratio in terms of weight. The third and the



last fiber type is chitosan. Chitosan is a biosynthetic polysaccharide that is the
derivative of chitin and carries a positive charge from amine groups. Chitosan fibers
were produced by wet spinning method. This fibers were prepared in three different
diameter and matrix/fiber ratio in terms of weight so as to added PLLA-PEG based

scaffolds.

Scaffolds were prepared by the cryogelation technique (or gelation at subzero
temperatures) and characterized in the third part of the study. Within the context of
thesis, 3 different type of fibers used to reinforce two different type of polymer based
scaffolds: Gelatin/catgut, PLLA-PEG/vicryl and PLLA-PEG/chitosan. Scaffolds are
characterized in terms of their structure, pore morphology (size, shape,
interconnected etc.), degradation kinetics as well as their swelling kinetics and
mechanical properties. Characterization studies were aimed at making a comparison
between scaffolds. Various pore morphologies were obtained depending on the fiber
diameter, length and matrix/fiber ratio in terms of weight from the SEM images of fiber
added PLLA-PEG and gelatin based scaffolds. In comparison, gelatin based cryogel
has much more large pores than PLLA-PEG cryogel. The non-fiber added PLLA-PEG
and gelatin based cryogels had a higher swelling rate as compared to fiber added
ones. As a consequence, non-fiber added cryogels had weak mechanical properties.
Degradation kinetics revealed that fiber addition to the scaffolds slows down their
degradation rate. In vitro cytotoxicity tests were performed as the last part of the
thesis. All scaffolds had minimal cytotoxicity and demonstrated a good efficiency in

cell viability.

Keywords: Bone tissue engineering, biodegradable composite scaffolds,
biodegradable polymers, PLLA, PEG, gelatin, catgut, vicryl, chitosan, wet spinning,
cryogel, mechanical properties.

Advisor: Prof. Dr. Erhan Biskin, Hacettepe University, Department of Chemical
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1. GIRIS

Yumusgak ve sert doku onariminda uygulanan en énemli yaklagimlardan biri de “Doku
Muhendisligi” dir. Doku muhendisligi; gunumuzde, kemik hasarlarinin giderilmesinde
kullaniimasi 6nerilen en dnemli yaklagimlardan birisidir (Drosse et al., 2008; Bran et
al., 2008). Baslica iki yaklagsim uygulanir. Birinci yaklagimda; primer kemik hucreleri
(genellikle osteoblastlar) veya kok hicreler (genellikle mezenkimal) doku iskelelerine
eklenir (“seed” edilir), daha sonra dogrudan hasarli bolgeye yerlestirilir ve burada (in
vivo olarak) bir yandan biyobozunur polimer bozunarak yok olurken, doku iyilesmesi-
yeni doku olusumu saglanir. ikinci yaklagimda hiicre kiltir ortamlarinda (statik
kosullarda veya biyoreaktorlerde) doku iskeleleri icinde (g6zeneklerinde) hicrelerin g
boyutlu buyimesi ve doku benzeri yapilar olusturmasi saglanir ve bu hibrid yapilar
hasarli kemik dokusuna yerlestirilir ve iyilesme beklenir. Her iki yaklasimda da, doku
iskelesinin doku iyilesme hizina benzer bir hizda bozunarak yok olmasi beklenir. Tabi
ki; hem polimerik doku iskelesinin, hem de pargalanma urtnlerinin toksik olmamasi,
daha genel bir ifadeyle biyouyumlu olmasi gerekir. Doku iskeleleri ¢ boyutlu hicre
baylimesine olanak verecek sekilde birbirine bagh (“interconnected”), genis gézenekli
ve yuksek gozeneklilikte olacak sekilde Uretilmelidir. Burada segilecek Uretim teknigi
son derece onemlidir (Hutmacher et al., 2008; Murphy et al., 2007). Doku iskelesinin
g6zenek yapisi, ayni zamanda biyobozunma hizini gok énemli dl¢ide etkilemektedir.
Yalnizca gdzenek yapisi degil, suphesiz kullanilan polimerin tarl de biyobozunma
hizini etkiler. YUk altinda kalmayan kemik dokusu onariminda, kullanilacak
malzemenin mekanik dayanikliligi birincil Gneme sahip bir parametre degildir. Ancak,

pratik uygulamada fiziksel dayaniklilikta olmasi beklenir.

Sunulan galismada; grubumuzun 6énceki ¢alismalarinda elde edilen bulgular 1s1ginda
kemik dokusu iyilesmesinde kullaniimak Uzere yeni doku iskelerinin Gretimi
amaclanmistir.  Calismada  sentetik  biyobozunur  polimerlerin  kullaniimasi
ongorulmektedir. Uygulanan en basarili tekniklerden birisi de kriyojelasyondur (Bolgen
et al., 2007). Ozellikle ideale yakin gdzenek yapisi olusturan kriyojelasyonda elde
edilen doku iskelelerinin en 6nemli dezavantaji, mekanik olarak zayif olmalardir.
Doku muhendisliginde kullanilmasi planlanan biyobozunur kompozitler, in vivo olarak
hicre baglanmasini ve c¢ogalmasini destekleyecek sekilde mekanik guglUlik ve

elastikiyet sergilemelidirler. ilk kez bu calismada, kriyojellerin yine polimerik



biyobozunur fiberler ile guclendirilerek, mekanik guglerinin de artirlmasi

amaclanmistir.

Calisma kapsaminda; PLLA-PEG blok kopolimerleri, jelatin ve ¢ farkh sentetik fiber
kullanilmistir. ik béliimde PLLA-PEG blok kopolimerlerinin sentezi ve karakterizasyon
calismalari gergeklestiriimistir. ikinci bélim fiberlerin hazirlanmasi ve Uretimi
asamasindan olugsmustur. “Vikril” ve “katgut” ticari isimleri ile piyasada mevcut olan
fiberler satin alinma yolu ile temin edilmigtir. Kitosan fiberleri ise i1slak egirme yontemi
ile Uretilmigtir. Fiberler; boy, ¢ap ve agirlikga matriks/fiber oranlari degistirilerek U¢
farkli oranda hazirlanmiglardir. Calismanin Ggincl asamasinda ise; kriyojel hazirlama
teknigi kullanilarak, fiber katkili polimerik biyobozunur doku iskeleleri hazirlanmigtir.
PLLA-PEG kopolimerlerine vikril ve kitosan fiberleri ilave edilerek, jelatin esasli
kriyojele ise katgut ilave edilerek doku iskeleleri hazirlanmistir. PLLA-PEG
polimerlerine ilave edilen kitosan fiberleri islak egirme yontemi ile Uretilmigtir
(Tuzlakoglu et al., 2005). Hazirlanan doku iskelelerinin mekanik o6zellikleri, sisme
dereceleri, gdzenek vyapilari, bozunma davraniglari incelenerek karakterizasyon
calismalari tamamlanmis ve hazirlanan her bir doku iskelesi elde edilen veriler
dogrultusunda birbirleri ile karsilastinimistir. Son olarak da sitotoksisite testleri ile
kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanimlarinda biyouyumlu olup olmadiklari

belirlenerek tez tamamlanmistir.

Calismanin sonunda; kemik doku muhendisliginde kullaniimak Gzere, polimerik fiber
katkisi ile mekanik ozellikleri gelistiriimis, biyobozunur kompozit doku iskeleleri

hazirlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doku Mihendisligi

Doku muhendisligi; islevsel hlcreleri ve biyomuhendislik Grinu olan biyobozunur
hlcre iskelelerini kullanarak, hastalanmis ya da hasarlanmis dokunun islevini tamir
etmek Uzerine odaklanmistir (Hench et al., 2002). Bu kavram igerisinde; hucreler,
hlcreler arasi etkilesimler ve iletisimler, buylime faktorleri, doku yapisi, farkli doku

tipleri, doku iskeleleri, biyomalzemeler gibi bircok kavram yer almaktadir.

Doku muhendisliginin ana triadi; doku olusumu igin sinyal Uretimi, bu sinyale yanit
veren kok hucre varligi ve ekstraselller matriks olarak doku iskelesinin tam olarak
olusturulmasidir. Doku muhendisliginde elde edilecek basari, gelisimsel biyoloji ve
morfogenezin temel prensiplerinin taklit derecesi ile paraleldir. Yapay doku da
dogal dokular gibi bircok degisik hlcresel element ve onlarin ilgili ekstraselller
matrikslerinden olusur. Hucreler arasi ag baglantilari ve sinyal molekulleri
araciliiyla herhangi bir hicre tipi, ekstraselUler matriksi ile kesintisiz olarak
iletisim ve baglanti halindedir. Canli hlcrenin ve onun olusturdugu dokunun,
dolayisiyla da yapay dokunun temel 06zelligi, uyarilara yanit verebilmesi ve

dreyebilmesidir.

Doku muhendisliginin islevsel hedefleri agisindan bakildiginda 3 ana yaklasimin
s6z konusu oldugu dikkat ¢eker: Hastalanmis ya da hasarlanmis dokularin tamiri
ya da yenilenmesi amaciyla in vitro olarak insan dokularinin tasarlanmasi ve
gelistiriimesi; islevsel insan dokularinin yenilenmesine olanak verecek, hucre
iceren ya da icermeyen cihazlarin geligtiriimesi; hastalanmig i¢ doku ya da
organlarin iglevlerini yerine getirecek, insan dokusu igeren harici cihazlarin

gelistiriimesi.

Doku muhendisliginin klinik uygulamalardaki en iyi bilinen 6rnegi “insan kulakl
fare” oOrnegidir. Bu c¢alismada, sigirin eklem kikirdagindan elde edilen
kondrositlerin polimere (poliglikolik asit-polilaktik asit) ekimi, sonrasinda da bunun
bir fareye implantasyonu gerceklestiriimigtir. Doku iskelesi insan kulag! seklinde
olmakla birlikte insana ait hicbir doku kullanilmamistir. Bu ¢alisma, plastik ya da
rekonstruktif cerrahide kullaniimak Uzere yeni bir kikirdak olugturulmasini

hedeflemistir ve yeni kikirdak implantasyondan 12 hafta sonra olugsmustur (Cao et



al.,1997). Sekil 2.1"de Cao ve arkadaslarinin uygulamasi olan bir doku

muhendisligi 6rnegi gorulmektedir.

Sekil 2.1. Cao ve arkadaglarinin uygulamasi olan bir doku muhendisligi 6rnegi

Literatirde doku muahendisliginin basarili klinik uygulamalari konusunda pek ¢ok
makale bulunmaktadir. Bunlardan biri; Matsumura ve arkadaslarinin, agir kalp
hastaligi olan bebeklerde, kalp-damar cerrahi teknikleri ile doku muhendisligi
arana otograftlari uygulamasidir (Matsumura et al., 2003). Doku muhendisligi
teknikleri ile, hastanin kendine ait hucreler ayristiriimig, kultlrle ¢ogaltiimis ve
poliglikolik asit ve polilaktik asit-e-kaprolakton’dan olusan biyobozunur polimer bir
doku iskelesine ekimi yapilmistir. ilk cerrahi girisim 1999 yilinda gerceklestiriimis
ve 40’in Uzerinde hastada 10 yil suren gozlemler sonucunda doku muhendisligi
otograftiyla iligkili herhangi bir sorun saptanmamistir. Diger bir 6rnek, doku
muhendisligi Uriind solunum yolunun tasarim ve implantasyonudur. Bu ¢alismada
arastirmacilar, otojenik hicreleri matriks icerisinde kuiltire ektikten sonra, bu doku
iskelesini hastanin ana bronsuna implante etmislerdir. Bir doku muhendisligi Grinu
olan bu trakeanin hemen islevsel hale geldigi ve iyi mekanik ozellikler sergiledidi

g6zlenmistir (Macchiarini et al., 2008).

Buna benzer bircok biyomihendislik uygulamasinin halen klinik ¢calismalari devam
etmektedir. Bu yonden bakildiginda doku mihendisligi uygulamalari, organ ya da
doku hasar ve kayiplarinin hastalandirici etkisinin ortadan kaldiriimasinda tek

umut 1511 olarak kargimizda durmaktadir.



2.2. Doku Miihendisligi’nde Hiicre Kavrami

Batdn hicrelerin kdkenini olusturan, farklilasma basamaklarindan gectikten sonra
vucuttaki tim hicre cesgitlerini olusturma potansiyeli tasiyan ana hicreye “kok
hicre” adi verilir. Kok hicreler uygun kosullar saglandiginda da birgok farkli hiicre
tipine donusebilirler. Yaklagik 400 déngl boyunca c¢ogalabilme ve kendilerini

yenileyebilme yeteneklerinin oldugu da gdsterilmistir.

Bu hucrelerden “totipotent” olanlar sinirsiz farklilagsma yetenegine sahip olup;
embriyo, embriyo sonrasi tim organ ve dokular ile embriyo digi membranlarin
kokenini olugturan hicreler olarak bilinmektedirler ve erken embriyonik donemdeki
dollenmis yumurta htcreleridir. “Pluripotent hlcreler” ise, embriyonik dénemde lg
germ tabakasindan koken alan ve yaklasik 200 farkli hicre tipine dénusme
gucune sahip olan hicrelerdir. “Multipotent kok htcreler” ise, pluripotent kok
hdcrelerinin  dontsumu ile olusan ve tek bir yonde farkllasmak Gzere

programlanmis hucrelerdir ve genelde sistemlere ait hicreleri olustururlar.

Kok hucreler 2 cgesit bolinme davranisi sergileyebilirler. Bunlardan birincisi
“asimetrik” bolinme olup, bir kdk hicrenin kok hicre + progenitdr hicreye
bolinmesi seklinde gergeklesir. Progenitdor hicreler de ilerde bolinerek
farkhilagsmis hucrelere donusebilirler. Simetrik bolinmede ise kdk hlcre ya kok
hicre + kok hiicre ya da progenitdr hiicre + progenitor hiicreye boltinir. Dokularda
genellikle populasyon asimetrisi gergeklesir ve progenitdr hicrelerin daha fazla
oldugu gozlenir. Memelilerde kendini yenileyebilen hiicre ve organlarda ikinci tip

bélinmenin daha 6n planda oldugu goralir.

Kullanim alanlari agisindan bakildiginda yenilenmeleri mimkin olmayan beyin,
karaciger, kalp gibi organlarin fonksiyon bozuklugu ya da yoklugunda umut veren
tedavi yontemlerine olanak saglamalari ve kalp kasinin yenilenmesi, Parkinson ve
Alzheimer Hastaligi gibi hastaliklarda islevi bozuk bolumin dokusunun
yenilenmesi, karaciger yetmezligi ve hasarlari, sinir sistemi ve omurilik
yaralanmalari gibi patolojik durumlarda kullaniimalari, ¢ok sevindirici gelismeler

olarak kargimiza ¢gikmaktadir.

Doku muhendisliginde anahtar noktalar; morfojenik sinyal Uretimi, buna yanit

veren kok hicre varligi ve ekstraselller matriks doku iskelesidir. Ana hedefin in
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vitro olarak dokuyu tretip, implante edildikten sonra in vivo olarak tamir, yenilenme
ve islev goérme oldugu dusunuldiginde, kok hiucre kavraminin doku
muhendisliginde ne kadar onemli oldugu bir kez daha anlasiimaktadir. Vicut
dokularina bakildiginda kemik dokusunun kendini yenileme yetisinden yola
¢ikilarak, bu dokunun doku muhendisligi uygulamalarinda prototip olmasina
sasirmamak gerekir. Kemik morfojenik proteinlerinin  Urettigi  sinyaller
dogrultusunda demineralize kemik matriksinde kondrogenez ve osteogenezin

gerceklesmesi, doku muhendisliginin ¢ikis noktasini olusturan fizyolojik modeldir.
2.3.  Kemik Dokusu

Kemik doku muhendisligini anlayabilmek igin Oncelikle bu dokularin degisik
hiyerarsik diizeylerde yapi ve islevlerini anlamak gereklidir. iskelet sistemi, Ustin
Ozelliklere sahip bir bag dokusudur. Kikirdak ve kemikten olusmus bu bag dokusu,
vucudun mekanik dayanikliidini ve korumasini saglar. Bu iki yapi badimsiz
birimler olmakla birlikte, kemik olusumunun bir cesidi olan endokondral
kemiklesme ile kikirdak doku kemik dokuya donusebilmektedir. Intramembrandz

kemiklesme ile de yassiI kemikler olusmaktadir.
2.3.1. Kemigin yapisi ve hiicre bilesenleri

Kemik, birgok hicre tipi ve ¢ogunlugunu kalsiyum minerallerinin olusturdugu bir
matriks (hidroksiapatit kristalleri halinde kalsiyum ve fosfat)ten olusmaktadir.
Organik matriksin gogunlugunu kolojen (%95), geri kalanini ise proteoglikanlar ve
saylisiz kolojen olmayan proteinler olugsturmaktadir. Morfolojik olarak, farkli yapisal
ve islevsel ozellikler sergileyen 2 tur kemik bulunmaktadir: Kortikal ve kansel6z
kemik. Kortikal kemik daha sert ve siki bir yapi sergilerken, kansel6z kemik daha
g6zenekli ve gevsek bir yapi sergiler. Kortikal ve kansel6z kemik yapi arasindaki
farkliliklar sadece yapisal degildir. Histolojik ve yapisal gorunumleri arasindaki
farkhliklar esas olarak islevlerindeki farkliliklara baghdir: Kortikal kemik daha ¢ok
mekanik ve koruyucu iglevler sergilerken, kansel6z kemikte metabolik islevier
(kalsiyum dengesi gibi) daha 6n plandadir. Kemik benzeri bir dokuyu tamamen
dogal yapisina uygun bir sekilde, doku muhendisligi uygulamalari gergevesinde in
vitro olarak Uretebilmek igin her seyden once kemikteki sert doku olusum ve

mineralizasyon asamalarini eksiksiz anlayabilmek ¢ok onemlidir. Kemik tamiri ve



yeniden olusumu surecinde en hassas asama dokunun mineralizasyonudur ve bu
mineralizasyon dogrudan kemik ve kikirdagin ekstraselller matriks ozelliklerine
baglidir. Kolojenler, ekstraselller matriks aginin ana bilesenleri olup, mineralize,
dolayisiyla mekanik olarak dayanikli matriksin olusumunda ¢ok buyuk 6neme
sahiptirler. Tip | kolojen kemigin ana matriks proteini olmakla birlikte, kemik ya da
kalsifiye kikirdak gibi farkli tip dokularda farkli tip kolojenler bulunabilmektedir.
Kolojenler disinda kemigin kolojen olmayan matriks proteinleri (glikoproteinler ve
proteoglikanlar gibi) de s6z konusudur ve bunlar da kemigin yapisal 6zelliklerinin

saglanmasinda ve devamliliginda énemlidirler.

Osteoblast kemik dokusu olusumunda énemli bir hicre tipidir. Eriskin osteoblasti,
daha sonra mineralize olacak olan kemik matriksinin sentezlenmesi ile gorevlidir.
Osteoblastlar, alkalen fosfataz gibi fenotipik belirteglere sahiptir. Bunun yani sira,
kolojen6z ve osteokalsin gibi kolojen olmayan proteinlerin  sentezini
gerceklestirirler.  Osteoblast farklilagsmasinda paratiroid hormon, 1,25-
dihidroksikolekalsiferol, Ostrojen ve glikokortikoidler gibi hormonlarin yani sira

bolgesel faktorler de etkili olabilmektedirler.

Osteositler kemik dokusunda en fazla bulunan hucrelerdir. Erigkin kemiginde
osteoblastlarin yaklasik 10 kati osteosit bulunmaktadir. Osteoblastlardan olgun
osteositlere donugum sirasinda hucreler osteoblastik 6zelliklerini kaybederler.
Osteositler birbirleriyle ve osteoblastlarla ara baglantilar araciidiyla dogrudan
hicresel temas igerisindedirler. Kan kalsiyum dengesinin saglanmasinda ve

kemigin islevsel adaptasyonunda ¢ok énemli role sahiptirler.

Osteoblastlarin tersine osteoklastlar, hematopoetik sistem kok hicrelerinden
koken alan ¢ok c¢ekirdekli hucrelerdir (Suda et al., 1992). Osteoklasti olusturan
promiyeloid oncul hicre, makrofaj ya da dendritik hicreye de farklilagabilir.
Osteoklastlar minerali ¢gozme ve organik kemik matriksi biyobozunuma ugratma
yetenegine sahiptirler. Ayni zamanda yabanci maddelerin de yikilim sureclerinde

yer alirlar (Vaananen et al., 2000).



2.3.2. Kemigin yenilenmesi

Kemik dokusu, ilk gelisimsel sureglerini yeniden olusturabilme yetenegi olan ve bu
nedenle herhangi bir evrede yenilenme ve tamire gidebilen bir dokudur. Kemik
defektlerinin tamiri boyle bir suregtir. Yeni kemik doku olusumunda 3 ana faktor
onemlidir: Kemik olusturucu oncul hucreler, kemik olusumunu artirict buyime
faktorleri ve iletken matriksler (Orban et al., 2002). Kemik tamiri ve yenilenmesi ile
baslayan surecgteki yapici etkilesimler; yeni olusan kemik, defekt bdlgesini
cevreleyen yumusak doku, komsu kortikal kemik ve kemik iligi arasindadir. Bu
tamir bolgesinde topluca yer alan periostal hiicre, kortikal hiicre, gevre yumusak
dokulardan kaynaklanan hicreler ve kemik iligi hicreleri gibi htcreler ve boélgeden
kalkan sinyaller tamir dokusunun ana yapilari ve slreglerinden sorumludurlar.
Tamir dokusunun ilk hicre kaynaginin periost olduguna inanilmaktadir. Periosta
yakin hucreler, morfojen adi verilen sinyal molekulleri Uretirler, ki bu molekuller
¢ogalarak ve farklilasarak yeni kemik olugsumunu saglarlar. Kemik dokusunun
tamir sudrecini baglatan sinyaller, kemigin en disg tabakasi olan periosttan ve
hasarlanan kemik matriksinden kaynaklanmakta olup, bu sinyallerin birgogunun

inflamatuar suregteki sinyallerle ayni oldugu dikkati cekmektedir.
2.3.3. Kemik doku muhendisligi

Kemik doku muhendisligi; dejeneratif, cerrahi ya da travmatik sureclere bagl
olarak olusan kemik doku kaybinda dokunun yenilenmesini hedefleyen bir bilim
dalidir. Ayni zamanda kemik kiriklarinda iyilesmesinin hizlandiriimasi da ilgi alani
icerisindedir. Doku iskelesi bazli doku muhendisligi uygulamalarinda, esas amag
olusturulan doku iskelesinin, hucre etkilegsimleri icin gerekli kosullari saglamasi ve
yeni olugsan dokunun ekstraselller matriks olusumuna destek saglamasidir.
Ekstraselller matriksin fizyolojik iglevlerini taklit eden 3 boyutlu bir doku
iskelesinin, hicrelerin dogal yapilarina kavusmalari surecindeki dénusumde
destekleyici ve koruyucu olmasi ve doku lezyonunu kapatici 6zelliklere sahip
olmasi gereklidir. Doku iskelesi bagisiklik sistemini tetiklememeli, toksik olmamali,
biyouyumlu ve biyobozunur olmali ve kolayca uretilebilmelidir (Karargeorgiou et
al.,, 2005). Doku iskelesi; birbirleriyle baglantili ve dokunun timudne yayilan
(genellikle %901 askin) ic gbdzeneklilige ve yuksek gbzenekli bir yuzeye sahip

olmalidir. Bu durum; hlcre yapismasina, buylumesine, yeniden dizenlenmesine,
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dolayisiyla da in vivo yeni damar olusumu igin gerekli hacimsel boslugun
saglanmasina zemin hazirlayacaktir. Gézeneklerin kendi iglerindeki baglantilari;
besleyici maddelerin ve gazlarin hucre igerisinde yayillmasinda ve hucrelerden
metabolik artiklarin ya da yan Grunlerin uzaklastiriimasinda yararlidir (Vacanti et
al., 1998). Gozenek buyuklugu, gerek doku iskelesinin saglamligi, gerekse islevi
acisindan 6nem tasir. Her ne kadar gézenek buyuklugu arttiginda doku iskelesinin
saglamligi azalsa da, gézenek buyukligu az olan doku iskelelerinde de tikanma
sonucu sivi akigkanhginin durarak beslenme bozuklugu gibi sorunlara yol agmasi
da istenmeyen bir durumdur (Rout et al., 1998). Doku iskelesinin morfoloji,
hidrofiliklik, ytuzey yukleri gibi 6zellikleri; in vitro hlcre yapigmasi, hicre gocu,

fenotip devamliligi gibi 6zelliklerin belirleyicisidir.
2.3.4. Kemik doku muhendisliginde doku iskelesi uygulamalari

Dinamik, ¢ok basarili bir damarlanmaya sahip, metabolik gereksinim durumunda
mineral depolarini hizla harekete gegirme kapasitesine sahip bir doku olarak
kemik dokusu benzersiz bir akilli biyomalzemedir. Bu nedenlerle, in vivo ya da in
vitro kemik dokusu sentezi her zaman ilgi odag! olmakla birlikte ve her ne kadar
biyomalzeme teknolojisi inanilmaz bir ilerleme gdstermis olsa da, su ana kadar bu

Ozelliklerin tamamini karsilayabilecek bir yapay doku henuz sentezlenememistir.

Kemik doku tamirinde kullanilacak bir doku iskelesinin tasimasi gereken ozellikler
bulunmaktadir. istenen gdzenek biyukligi 200-900 um'dir (Schieker et al., 2006).
Hem kimyasal, hem de topografik yuzey o6zelliklerinin, hicre yapismasina ve
gog¢une uygun olmasi ve osteoblastlarin buyulyebilecedi sekilde kemik iletkenligi
Ozelligine sahip olmasi zorunlu olan doku iskelesi, eger, fibrin matriks tutabilecek
nitelikte puariazid bir ylzeye sahip olursa, kemik olusturucu hucrelerin
biyomalzemeye goc¢l hizlanacak ve kolaylasacaktir. In vitro olarak doku iskelesi
yeterli mekanik guglilige sahip olmalidir. In vivo olarak kullanilacak bir doku
iskelesinin ise yerine kondugu orijinal dokunun &zelliklerine ¢ok yakin 6zelliklere

sahip olmasi kosulu vardir.

Bu Ozellikleri tagiyabilecek ve bu nedenle kemik doku muhendisligi
uygulamalarinda kullanilabilecek, metalden seramige ve yumusak, biyobozunur

doku iskelelerine kadar birgok biyomalzeme bulunmaktadir. Seramiklerde,



hidroksiapatit ya da B-trikalsiyum fosfattan olusan doku iskeleleri arastiriimistir.
Hidroksiapatit ve p-trikalsiyum fosfat; tek baslarina iletken olmama, yavas
biyobozunuma ugrama, sert olmalarina ragmen dusik mekanik dayanikliliga sahip
olma gibi 6zellikleri, buyuk defektlerin tamiri noktasinda istenmeyen o6zellikleridir
(Salgado et al., 2004). Ekstraselller matriksin bir bilegkesi olan kolojen, kemik
doku iskeleleri Uretiminde bir segcenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kati sivi faz
ayrimi  yontemiyle elde edilmis olan kolojen/hidroksiapatit kompozit doku
iskelesinin, in vitro olarak, kemik doku olusumunda potansiyel bir malzeme oldugu
gosterilmistir (Liu et al., 2003). Kitosan fiberleriyle guglendiriimis kolojen bazli
g6zenekli doku iskelelerinin, daha yuksek mekanik dayaniklilik sergiledigi ve daha
hizli osteoblast gelisimini sagladigi gosterilmigtir (Li et al., 2005). Yeni yapilan bir
calismada kolojen matrikste, mezensimal kok hucreleri ve endotelyal progenitor
hiicrelerin birlikte kaltariniin in vivo olarak kemik olugsumunu arttirdigr gosterilmistir
(Usami et al., 2008). Kitosanin katyonik yapisi nedeniyle kompozit bilesiminde
kullanilmasi, kemik iyilesmesinde birgok blylume faktorinin de tasinmasini
olanakli kilmistir (Park et al., 2000). imidazol eklenmis (modified) kitosan
yuzeylerinin; kemigin mineralizasyonunu, yeni kemik olusumunu hizlandirdigi ve
mevcut kemik defektinin trabekiler kemikle doldurulup tamirini sagladigi

saptanmistir (Muzarelli et al., 1994).
2.4. Doku iskeleleri

Bir doku iskelesi; hucrelerin G¢ boyutlu yapisinin ve iglevlerinin devamlilhigini
saglamali ve iletisim ve transporta olanak saglayacak altyapida olmahdir. Doku
iskelesi bazli doku muhendisligi kavrami; canh hucreleri, biyomolekulleri ve
dokunun tamir ya da yenilenmesini saglayacak uygun bir G¢ boyutlu yapi, yani
doku iskelesi bilegenlerini icerir. Doku iskelesi; hlcrenin goégune, blyumesine ve
farklilagsmasina altyapi saglamasinin  yanisira, olusturulacak  dokunun
olgunlasmasi ve saglikli kalmasi gerekliliklerini de kargilamahdir. Tum bu
kavramlar ¢ok zor ve karmasiktir; ¢unkl mekanik 6zellikler, yuzey o6zellikleri,
biyobozunum Urdnleri ve tum bunlarin zamana bagli in vitro ve in vivo farkliliklar
gibi faktorleri de g6z énunde bulundurma zorunlulugu vardir (Hollister et al., 2005;
Woodfield et al., 2004). Doku iskeleleri; sadece biyokimyasal degil, ayni zamanda

belli kimyasal ve fiziksel gereklilikleri de karsilamalidir. Herhangi bir doku iskelesi;
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hasarlanan dokunun, birebir 0zelliklerine sahip olamasa da, mekanik
fonksiyonlarini yerine getirecek saglamlik ve sertlige sahip olmalidir. Ornegin,
deriye yonelik hasarda kullanilacak bir doku iskelesi, yara kontraksiyon kuvvetleri
karsisinda saglam kalabilmelidir. Kemik doku muhendisliginde kullanilacak bir
fiksasyon sistemine ait bir doku iskelesinin, asil doku olgunlasana kadar olusacak
yuk bindirici kuvvetlere dayanma zorunlulugu bulunmaktadir (Hutmacher et al.,
2000).

Uc boyutlu doku iskelesi; in vitro ya da in vivo hiicre bilyiimesi siirecinde,
biyomekanik yapisini devam ettirebilmeli ve implantasyon bdlgesinde yeniden
damarlanmaya zemin hazirlamalidir. Hucre yapismasi, hicre gogli ve tim
dokunun gelisim ve yapilanmasini karsilayabilecek altyapiya sahip olmalidir. Bu
nedenle, doku iskelesinin hangi doku igin kullaniimasi planlaniyorsa o dokuya ait
mekanik ve fizikokimyasal 6zelliklerin gbz 6nunde bulundurulmasi gerekir. Kigiye
Ozel planlanan doku iskelelerinde tim bu 6zelliklerin yani sira boyut ve sekil 6n
plana ¢ikabilir (Hutmacher et al., 2000). Klinik uygulama ve ticarilesme noktasinda;
yeniden Uretilebilirlik, yUksek kalite, Uretim maliyeti ve hizi gibi bilesenler de igin
icine girmektedirler. Belli bir dokuyu hedeflese bile, ideal bir doku iskelesinin sahip
olmasi gereken ozellikleri tam olarak tanimlamak c¢ok gugctir. Bu g¢erceveden
bakildiginda da doku muhendisligindeki doku iskelesi uygulamalarinin heniz
emekleme asamasinda oldugunu sdylemek ve Uzerinde daha birgok calisma

yapilmasi gerekliligini vurgulamak ¢ok yanlis olmaz.

Doku iskelesinde dikkat edilmesi gereken ilk kavram go6zeneklilik yapisidir.
GoOzenek boyutu ve gozeneklilik derecesi 6nemli doku iskelesi parametreleridir.
Makrogdzenekler (6rnegin 50 pym Uzerindekiler), doku islevlerinin gelistiriimesi igin
planlanan doku iskelelerinde tercih edilirler. Ornegin boyut olarak 300 pm
uzerindeki goézeneklilik, dokunun damarlanmasi ile iligkili olarak daha ¢ok kemik
doku muhendisliginde istenen bir durumdur. Mikrogozenekler (50 um ve
altindakiler) ise; memeli hucrelerinin 10-20 pm oldugu dusunadlirse, hicre
islevlerinin iyilestiriimesini hedefleyen doku muhendisligi uygulamalarinda tercih
edilirler. Gozeneklilik ve doku iskelesinin mekanik 6zellikleri arasinda yakin bir
iliski s6z konusudur. YUksek miktardaki goézeneklilik (6rnegin %90’nin Gzerinde),

hicre infiltrasyonu ve ekstraselller matriks olusumunu destekleyecek bigimde

11



daha fazla toplam gézenek hacmi sunarken, mekanik dayanikhlikta azalma gibi bir
sorun ortaya gikarabilir. Gozenekler arasi baglanti cok énemli bir faktérdur ve doku
iskelesinin tasariminda mutlaka g6z éntnde bulundurulmahdir. Bir doku iskelesinin
gecirgenligi, baglantili gdézenekler arasindan gegen sivinin, sivinin yogunlugu da
dikkate alinarak, akim hizinin saptanmasi ile belirlenebilir. Ancak ¢ok buylk
g6zenekli ve %100 baglantili doku iskelelerinde, sivi higbir zaman akim direnci ile
karsilasmayacagindan bu kural gecerli degildir. Bu noktada alternatif yaklasim,
mikro bilgisayarli tomografi (u-CT) araciliiyla goruntlu analizidir ve gbdzeneklilik
orani, gézenek boyut dagilimi ve doku iskelesi ylzey-hacim orani saptanmasidir.
Uc boyutlu mikro-CT uygulamasi ile 6- 1500 pm boyutundaki gdzenekleri
incelemek olasidir (Miot et al., 2005).

2.4.1. Doku iskelesi hazirlama teknikleri

Doku iskelesi hazirlamada kullanilan birgok teknik uygulama mevcuttur. Tim bu
tekniklerin kendilerine 6zel avantaj ve dezavantajlari s6z konusudur. Cdzicu
uzaklastirma/parcacik 6zutleme yontemi, siklikla kullanilan ve bir¢cok bilimsel
arastirmada denenmis bir tekniktir. Ozellikle kemik ve kikirdak doku mihendisligi
uygulamalarinda iyi sonuglar elde edilen bir tekniktir. Bu metod ilk kez Mikos ve
arkadaslar tarafindan 1994’te tanimlanmistir ve bir polimer ¢dzeltisi icerisinde
mineraller (sodyum klorid, sodyum tartarat ve sodyum sitrat gibi) ya da organik
(sakkaroz gibi) pargaciklarinin dagilmasi prensibine dayanmaktadir (Mikos et al.,
1994). Bu yontem o6zellikle, poli (L-laktik asit)(PLLA) ya da poli (laktit-ko-
glikolid)(PLGA) doku iskelelerinde kullaniimaktadir (Gomez et al., 2002a). Bu
yontemin avantajlarinin  yanisira dezavatajlari da bulunmaktadir. Toksik
¢ozlculerin kullaniimasi, sadece ince doku iskelelerinin olusturulabilmesi ve
mekanik 6zelliklerinin kontrolslizce bozulabilmesi bu ydntemin dezavantajlari

arasinda sayilabilir (Yang et al., 2001; Gomez et al., 2002b).

Faz ayirma, ¢6zucl uzaklastirma teknigine yakin bir yontemdir. Bu ydntemde;
¢ozlcunun uzaklastiriilmasi yerine, ¢dzicu film suya konur ve bir sonraki faz
inversiyonu asamasi polimerin ¢okelmesine neden olur. Cézucu uzaklastirmanin
kullanildigi ana metodla karsilastirildiginda, kristal depolanmasinin énlendigi ve bu
nedenle daha kalin doku iskelelerinin Uretiminin olanakli hale geldigi dikkat ceker.

Teknik agidan bakildiginda, faz inversiyonu kullanildiginda, trabekuler kemige ¢ok
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benzeyen yapida ve gobzenekler arasi baglantilarin ¢ok gugli oldugu bir doku
iskelesi Uretiminin olanakli hale geldigi goézlenmektedir (Holy et al., 2000).
Deneysel biyolojik calismalar temel alindiginda, bu teknikle dretilen doku
iskelelerinin, osteoblast benzeri hicrelerin blyimesini destekledigi, dolayisiyla

kemik matriks olusumunu hizlandirdig1 gorulmektedir (Karp et al., 2003).

Fiber oOrme/baglama teknigi, fiber benzeri polimerik yapilarin varhidinda
uygulanabilirler. Bu igslemde farkh fiberler, G¢ boyutlu doku iskelesinin icerisine,
farkl boyutta gbzenekler olusturacak sekilde yerlestirilirler. Dedisik boyutlarda
fiberler kullanarak ve degisik sekillerde birlestirerek, doku iskelesi yapisinda
onemli degisiklikler olusturmak mimkun hale gelmektedir. G6zenek buyukliginin
¢ok fazla olmasi sonucunda besleyici maddelerin kaybinin yanisira, istenen
oranda gozeneklilik ve gozenek boyutunun elde edilmesindeki teknik engeller, bu
yontemin dezavantajl olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Mikos et al., 1193; Kim et al.,
1998). Ayrica doku iskelesi gozenekleri icerisinde ¢ozucu kalintilarinin kalabilmesi
ve bu kalintilarin hlcrelere zarar verebilme olasiligi da istenmeyen bir bagka

Ozellik olarak kargimiza c¢ikabilmektedir (Leong et al., 2003).

Erime bazli teknolojiler, siklikla gbzenekli doku iskelelerine gereksinim
duyuldugunda tercih edilirler. Eriyik kaliplama/pargacik 6zutleme, bu teknikler
icerisinde en ¢ok kullanilanidir. Bu teknikle bir polimer, gézenek olusturucu bir
madde ile karigtirilip uygun bir kalip igerisine konur (Thomson et al., 1995). Daha
sonra bu kalip belli bir dereceye kadar isitilir; olusan kompozit malzeme,
icerisindeki gézenek olusturucu maddenin ¢ézinmesi amaciyla, segici bir ¢ozicu
icerisine konur. Bu teknik, yuksek gozeneklilige sahip ve istenen sekilde doku
iskelesi olusturulmasina olanak sagladigi igin oldukga ilgi gekmektedir. Bu teknikle,
g6zenek buylkliglu ve miktarini da ayarlamak mimkin olmaktadir (Lu et al.,
1996).

Gaz ile kopurtme yontemi, yuksek basingli CO, uygulamasini takiben, polimer
disklerinde CO, ¢cokelmesi prensibine dayanmaktadir (Mooney et al., 1996). Bu
yontemin avantajl, yiksek gbézeneklilik derecesine ve ayni zamanda boyutu 100
um’ye ulasabilen gdzeneklere sahip doku iskeleleri Uretebilmektir. Ancak mekanik

dayaniklihigin disuk olmasi ve gozeneklerin yapisal &zelliklerinin  kontrol
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edilememesi bu teknidin dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Shea et al.,
2000).

Isiyla faz ayriminin saglandigi diger bir metod, dondurarak kurutma olup, daha
onceden kaliba konmus homojen polimer ¢dzeltisinin 1sisinin dagurilmesi yoluyla
gerceklestirilir. Faz ayristirici sistem dengelendikten sonra, ¢dzucuden zengin faz
uzaklastiriir ve geriye polimerik kopuk kalir. Bu teknikle dogal ve sentetik
polimerler iceren doku iskeleleri sentezlemek mumkin olmaktadir (Mao et al.,
2003). Elde edilen doku iskelelerinin zayif mekanik 6zelliklere sahip olmalari

nedeniyle ¢ok tercih edilen bir yontem dedgildir.

Uretim tekniklerinin ilerlemesiyle birlikte, son yillarda daha ileri yontemler de
kullanilmaya baslanmigtir. Hizli prototipleme, bunlar arasinda en yaygin kullanim
alanina sahip olandir. Hizli prototipleme, bilgisayara dayali bir tasarim ve Uretim
teknigi olup, i¢ ve dig doku iskelesi yapilarinin hizli tretimine olanak saglar. Bu
yontemin konvansiyonel tekniklere gore avantajlari; tanimlanan ve gereksinim
duyulan i¢ ve dis doku iskelesi mimari yapisinin tam olarak elde edilmesi,
bilgisayar kontroll bir Gretim sureci olmasi, hizli Uretim saglamasi, hucrelerin doku
iskelesiyle daha uyumlu birlesmesi seklinde siralabilir (Leong et al., 2003). Bu
yontem, islemin butln evrelerinin otomasyon ve standardizasyonunu da olanakli
kilar (Hutmacher et al., 2001).

2.5. Kriyojeller

Doku Muhendisligi’'nde; U¢ boyutlu hiicre buyimesi ve dolayisi ile matris igerisinde
yeni dokunun olugsumuna olanak saglamasi igin, doku iskelelerininin ylksek
g6zeneklilikte ve kabul edilebilir boyutlarda birbirleri ile baglantili gézenek yapisina
sahip olmasi beklenir. Kriyojellesme (ya da eksi derecelerde jellesme) teknolojisi;
herhangi bir jel olusturucu sistemden, degisik buyuklikte gézenekli yapiya sahip
makrogozenekli jeller Gretmeyi olasi kilar. Kriyojelasyon esnasinda g¢dzlculerin
¢ogu eksi derecelerde donarlar ve donmus ¢ozucucunun kristalleri porojen gibi
davranir. Cozulmemis maddeler (monomerler ve baslaticilar), polimerizasyon/
¢apraz baglanma reaksiyonlarinin devam ettigi donmamis kuguk bodlgelerde
yogunlasirken; reaktif icermeyen ¢6zucl kristalleri donma esnasinda buydr,

birbirleri ile baglantili donmus ag sistemi olusana kadar diger kristallerle birlegirler.
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Polimerizasyon/gcapraz baglanma reaksiyonlari tamamlandiktan sonra; sistem oda
sicakligina alinir ve birbirleri ile baglantili, ici sivi haldeki ¢oztcu ile dolu buyik
g6zenekli kanallardan olugsmus matris elde edilir. Polimerin cinsi ve &zellikleri
(molekul agirligi, hidrofilik olup olmadigr vb.), c¢b6ziclinin o&zellikleri ve
kriyojelasyon kosullari (sicaklik, sogutma hizi vb.); gézenek boyutu ve dagilhmi,
toplam gozeneklilik, gbzenek duvarlarinin yapisi gibi kriyojel 6zelliklerini dnemli

derecede etkiler.

Kriyojellerin en cekici 6zelliklerinden biri olan makrogdzeneklilik; virds, hicre
cOkeltisi, kirli su ve benzeri pargacik igeren sivilarin incelenmesini mimkin
kilmaktadir (Deraz et al., 2007; Noir et al., 2007). Makrogodzenekli kriyojellerin
blayuk bir kismi, vinil ve divinil monomerlerinin, akiskan ¢ozeltilerde serbest radikal
aracili ko-polimerlesmeleri yoluyla Uuretilir. Monomerler tipik olarak; akrilamid,
dimetilakrilamid, N-izopropilakrilamid gibi akrilik asit turevieri ve 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) gibi metakrilik asit turevleridirler (lvanov et al., 2007; Perez et
al., 2008; Chen et al., 2008). Polimerlesebilen ¢ift bag igeren polimerik jel
oncullerinin (makromerler) yani sira, dzellikle doku muhendisliginde yararlanilacak
olan makrog6zenekli kriyojel sistemlerinin hazirlanmasinda, dekstran metakrilat ve
HEMA-L-laktit- dekstran makromerleri kullanilabilir (Petrov et al., 2006). Serbest
radikal aracili, c¢apraz bagli polimerlesme ile hazirlanan makrogozenekli
kriyojellerin temel Ozelliklerinin; hem reaksiyon karigimlarinin yapisi, hem de
kriyojellesme kosullari gibi parametrelere baglh sekillendikleri gdsterilmistir.
Makrogozenekli kriyojel hazirlanmasinin 2 yolu bulunmaktadir: Birincisi hali
hazirda bulunan kriyojelin modifikasyonu ile kriyojele islevsel gruplar eklenebilir
(6rnegdin polimerlesme sonrasinda modifikasyon) ya da kriyojelin sentezi sirasinda,
beklenen islevi gerceklestirebilecek uygun monomerlerin diger monomerlerle ko-

polimerlesmesi saglanabilir.

1940l yillara uzanan calismalara ragmen, biyomuhendislik alanindaki kullanimi
¢ok eskilere dayanmamaktadir. Kriyojeller tipik olarak, daha buylk molekulli kati
parcaciklarin kismi gegisinin yani sira nano duzeydeki pargaciklarin da tamaminin
gecisine izin veren, birbirleri ile baglantili makrogdzeneklere sahiptirler. Benzersiz
yapilari ve ozmotik, kimyasal ve mekanik Ozellikleri, kriyojelleri; kromatografik

malzeme olarak, molekullerin ve hucrelerin tasinmasinda kullanilan tasiyicilar
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olarak, elektroforez ve immunodiffuzyon tekniklerinde matriks olarak, kati kulttr
vasatlarinda jel altyapisi olarak, biyomuhendislik ve biyoteknoloji alaninda
benzersiz biyomalzemeler haline getirmistir.  Biyolojik nanoparcaciklarin
(plazmidler, virtsler, hiicre organelleri gibi) kromatografisinde de matriks olarak

kullanimlari s6z konusudur.
2.5.1. Kriyojel uygulamalari

Kriyojellerin uygulama alanlarina bakildiginda; kuguk pargacik iceren sivilarin
kromatografilerinde (akrilamid ve dimetil akrilamid), hicrenin ve enzimlerin
kimyasal olarak immobilizasyonunda (polivinilalkol), hicre kultlra igin tasiyici kalip
olusturuimasinda (hidroksietilmetakrilat, dekstran metakrilat, LL-asetat-Dekstran,
Dekstran agaroz, polietilenglikol, N-izopropil akrilamid) (Plieva eta [l., 2007),
medikal amagli matriks olarak (kolojen), kemik doku implantlarinda tasiyici
polimerik matriks olarak (kitosan ve &-trikalsiyum fosfat), hayvan hicrelerinin
kaltard icin jel matriks olarak (oligoetilen glikol monometakrilat ve dimetakrilat) ve
kontrollU ilag saliminda (PVA) kullanildiklari gdéze g¢arpmaktadir (Lozinsky et al.,
2002).

2.5.1.1. Biyoayirmada kriyojeller

Modern biyoteknolojinin en &énemli islevlerinden biri; hedef drlntn, bir
fermentasyon Urininden ya da hlcre sUpernatanindan ayristiriimasi ve
saflagtirimasidir. Kromatografi, bu akim ayristirma teknolojisinde 6nde gelen ve
en ¢ok kullanilan cihazdir. Hassasligi ve yuksek ayrigtirma guctine ragmen klasik
kromatografiler uygulamada pargacik igeren sivilarin analizinde kisitl yeterlilige
sahiptirler. Bu parcaciklar, kromatografik tasiyiciyir olumsuz etkileyerek kolondaki
akimin ya azalmasina ya da tamamen durmasina neden olurlar. Bu nedenle,
hicrenin kolayca tasinabilecegi gozeneklilikte bir kromatografik tasiyici buyik
avantaj saglamaktadir. Kriyojellerin gozenekliligi ise bu noktada, supermakro

g6zenekli kromatografik malzemelerin tasariminda 6n plana ¢ikmaktadir.
2.5.1.2. Biyopolimerlerin immobilizasyonu icin kriyojel matriksler

Geleneksel jel tasiyicilarindan daha iyi sonuglar verdigi icin bazi biyopolimerlerin

(enzimler, polisakkaridler, nukleik asitler gibi) matriksi olarak kriyojellerin kullanimi
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tercih edilmektedir. Biyopargaciklarin ayristirlmasi igin tasarlanan kriyojel
kromatografik kolonlarinin, devamlilik sergileyen supermakro gézenekli yataklarin
varligi nedeniyle, biyoreaktor yapimi igin ¢ok uygun olduklari saptanmigstir. Kuvvetli
su tutucu vyetenedi olan PVA kriyojellerin, akiskan olmayan vasatta
biyokatalizorlerin tasinmasinda son derece etkili oldugu belirlenmigtir. Kriyojel
matriks, organik vasatta enzimin reaksiyonu katalizlemesi igin gerekli olan suyu

saglamaktadir (Filippova et al., 2001).
2.5.1.3. Hucre immobilizasyonunda tasiyici olarak kriyojeller

Degisik kriyojellerin uygun fizikokimyasal ozellikleri ve 6zel gézeneklilikleri, onlarin
hiicre taslyicisi olarak kullanmalarina olanak saglamistir. Ornegin, E.coli
hiicrelerinin kriyo-PAAG’nin aldehit turevleri ile tasinmasinda
supermakrogdzenekli matriksler kullanilmigtir (Lusta et al., 1988). PVA
kriyojelleriyle hicre tutulmasi, ¢ok etkili bir hiicre tasima sistemidir; ¢linku hicre,
substrat ve metabolitlerin diflizyonu agisindan higbir engeli olmayan bir mikrogevre
icerisinde bulunmaktadir (Gordon et al., 1999). PVA'nin biyolojik olarak uyumlu,

toksik olmayan ve dusuk maliyetli yapisi da diger olumlu yanlaridir.
2.5.2. Kriyojel hazirlanmasi

Kriyojellerin hazirlanmasinda kontrol edilebilme zorunlulugu olan parametreler,
¢b6zucunln kristal olusturabilme hizi ve olugan kimyasal reaksiyon sonucu ortaya
ctkan kriyojellesme hizidir.  Kriyojelasyon, temelinde bir polimerizasyon
reaksiyonudur ve donma sicakliginin altinda blyuyen buz kristallerinin birbirine
bagli gdzenekler olusturacak sekilde erimesi prensibine dayanir. Olusumu igin
gerekli ana kosullar; -10 ile -20 °C gibi dlsik sicaklik ve sulu ortamin varligidir.
Kriyojellesme sirasinda birinci onemli asama, kriyojel &ncullerinin, kimyasal
reaksiyonun gercgeklestigi donmamis sivi faz igerisinde yodunlagsmasidir. Bu
durum polimer zincirlerinin, gézenekler igerisinden gézenek duvarlarina taginarak
kriyojel olusmasini saglarken; reaktif icermeyen ¢dzuclnin kristallerinin donma
sirasinda buylumesi ve diger kristallerle birleserek gbzenek c¢ergevesini
olugsturmasi da mikroyapinin olugsmasinda o6nemli bir faktérdur. Kriyojeldeki
g6zeneklerin duvarlarinda mevcut olan polimer konsantrasyonunun yuksek

olmasi, kriyojeli diger jellerden ayiran bir 6zellik olup, ayni zamanda mekanik
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sertliginin ve dayanikhliginin yeterli olmasini saglayan bir unsurdur (Arvidsson et
al., 2003).

Kriyojeller eksi derecelerde ¢dzicunin ¢ogunlukla dondugu bir jellesme asamasi
ile Gretilirler. Bu esnada ¢6zinen maddeler (monomerler ya da makromerler,
capraz badlayicilar, baslatici sistem) donmamis bdlgelerde yer alirlarken, bir
yandan da kimyasal reaksiyon ve jel olusumu vyadrtr. Coézicu kristallerinin
erimesinden sonra, birlesik gézenekli bliyiik bir strekli sistem olusmus olur. islem
sirasinda olugturulan kristallerin sekli ve boyutu, 6rnek ¢6zindikten sonra
olusacak olan gobzeneklerin seklinin ve boyutunun belirleyicisidir. Godzenek
blyukligu; donma hizi, donma 1sisl, solisyondaki monomer/makromerlerin
baslangi¢ konsantrasyonu, ¢apraz baglayicinin igerigi, reaksiyon sivisinin én isisl,
ornek boyutlari gibi faktorlere baglidir (Plieva et al., 2005). Yeniden Uretilebilirlik ve
ticarilesme noktasinda buatun bu faktorlerin standardize edilmesi zorunlulugu

bulunmaktadir.

Donma hizi, kriyojellerin hazirlanmasi sirasinda belirleyici bir parametredir. Donma
hizinin yavas ya da donma isisinin yuksek olmasi, olusan buz kristallerinin daha
blyUk olmasi ile sonuglanir ki, sonugta daha buyuk goézenekli kriyojeller ortaya
cikar (Plieva et al., 2006) .

Baslangi¢c ko-monomer konsantrasyonundaki artis (diger kosullar sabitken); hem
g6zenek duvarlarindaki polimer konsantrasyonunun artigsina, hem de gdzenek
boyutlarinda ve makrogdzeneklerdeki ara baglantilarda azalmaya neden olur.
Kriyojellerdeki gozenek duvarlarinin kalinhdr ve goézenek boyutlari, kullanilan
capraz baglayicidaki monomer/makromer konsantrasyonunun degistiriimesiyle
kolayca degisir (Andac et al., 2008; Perez et al., 2008).

2.6. Biyomalzemeler

Bir biyomalzeme; herhangi bir biyolojik sisteme vyerlestirilerek, mevcut iglev
bozuklugunu dizeltmeyi hedefleyen, inert malzeme olarak tanimlanabilir (Williams,
1999). Bir biyomalzemeyi, diger malzemelerden ayiran en énemli 6zellik, vicuda
yerlestirildiginde ve dokularla temasa gectiginde hasar olusturucu etkisinin
olmamasidir. Son 30 yida, tip ve ligkili uygulamalarda biyolojik olarak

bozunmayan malzemelerden, biyobozunur malzemelere gegisteki hizli ivmenin
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karmasasi yasanmaktadir. Bu egilimin giderek artmasi, dnimuizdeki vyillarda,
birgok kalici protez malzemesinin, yerini, doku tamiri ve yenilenmesinde daha etkin

olan biyobozunur malzemelere birakacaginin gostergesidir.

Bir biyomalzemede mutlaka bulunmasi gereken o6zellikler sunlardir: Malzeme,
vicuda implante edildiginde inflamatuar ya da toksik yanit olusturmamalidir; kabul
edilebilir bir raf dmri olmahdir; biyobozunur bir malzeme ise, bozunma stresi,
dokunun iyilesme ya da yeniden olusma slrecinden daha kisa olmamalidir;
planlanan uygulamaya uygun mekanik ¢zelliklere sahip olmali ve bozunma ile
olusan mekanik Ozellik degisiklikleri iyilesme ya da yeniden olugsma sureciyle
uyumlu olmahdir; biyobozunur bir malzeme ise, bozunma UrUnlerinin toksik
olmamasi ve vlcuttan kolayca uzaklastirilabilir olmasi gereklidir; malzemenin
istenen uygulama igin uygun gecirgenlige sahip olmasi gereklidir; normal doku ve
organlarinkine yakin mekanik o6zelliklere sahip olmaldir; dokunun yeniden

olusumunu ya da iyilesmesini hizlandiracak bir biyoaktif ylizeye sahip olmalidir.

Biyomalzeme kavrami igerisinde Uzerinde durulmasi gereken énemli bir nokta da,
kompozit malzeme kavramidir. Bir kompozit materyal; birbirinden araylzle ayrilan,
kimyasal olarak farkli (metalik, seramik ya da polimerik) iki ya da daha fazla faz
icermektedir (Matthews, F.L., 1994). Doku muhendisliginde kullaniimasi planlanan
biyobozunur kompozitler, in vivo olarak hicre baglanmasini ve c¢ogdalmasini
destekleyecek sekilde mekanik gugclulik ve elastikiyet sergilemelidirler. Polimerler,
genelde esnek ve daha yumusak bir yapi sergilerlerken, seramik ve cam gibi
inorganik materyaller daha sert ve dayaniklidirlar. Polimerler genel olarak esnek
olmalari ve mekanik guglerinin az olmasi nedeniyle fizyolojik kosullarda daha az
dayaniklilik sergilerler. Doku muhendisliginde, kompozit gelistirimesinde
biyobozunur polimerlerle biyoaktif seramik ve camlarin uygun kombinasyonu her
zaman uzerinde tartisilan bir konu olmustur. Bu tartismalarin temelinde, organik
materyalin gucluliguini ve sertligini kullanarak, gelistirilecek materyalde daha

dayanikli mekanik 6zellikler elde etme olasiligi yatmaktadir.
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2.6.1. Biyomalzeme cesitleri

Biomalzemeler genel olarak 4 ana sinifa ayrilabilirler: metaller, seramikler,

kompozitler ve polimerler.
2.6.1.1. Metaller

Metaller, genelde implantlarda, tibbi ara¢ Uuretiminde ve iligkili alanlarda
kullaniimaktadirlar. Cok yuksek mekanik dayanikhliklari nedeniyle, 6zellikle destek

materyal olarak seramik ve polimerlerden ¢ok daha Ustinddrler.

Kemik kiriklarinda plaka ve vida olmak Uzere ilk gelistirilen metal “Sherman
Vanadyum celigi” olup 1938 yilinda uretilmigtir ve %0.7-1.4 krom ve %1.5-2.5
vanadyum igermektedir. Ancak 1960’li vyillarda vicut igerisinde asinmaya
ugrayarak saglik acisindan sakincalar olusturdugunun saptanmasi Uzerine
kullanimi birakilmistir. Protez yapiminda kullanilan demir, krom, kobalt, nikel,
tantal, molibden, niyobyum ve tungsten gibi ¢ok sayida metal az miktarda
kullanilmak kosuluyla insan vicuduna biyo-uyumluluk gostermektedir. Metal

protezlerinin biyo-uyumlulugu asinma ile dogrudan iligkili bir olgudur.

Titanyum, 1930’lardan beri biyomalzeme olarak kullanilan bir metal olup, ¢ok hafif
olmasina ragmen c¢ok az miktarda asinmaya ugramasi, yerlegtirildigi biyolojik
bdlgede ¢ok az asinmaya yol acmasi (biyo-uyumlulugu artiran bir ozelliktir) ve
dayaniklihigi nedeniyle, Ozellikle ortopedik cerrahide tercih edilen bir metaldir
(Chen et all.,, 2000; Breme et all., 1998). Hafif olmasi, kimyasallar ve asitlerden
etkilenmemesi, dokuda alerjik reaksiyona neden olmamasi, renk degistirmemesi
de diger avantajli 6zellikleridir. Paslanmaz celik de biyomateryaller arasinda yer
alan bir biyomalzemedir. Oksidasyonu engelleyen ince bir oksid film tabaka
olusturmasi nedeniyle iceriginde en az %12 krom bulundurma zorunlulugu vardir.
Cok gugli olmasi ve vlcut sivilari, enzimler ve pH degisikliklerine ¢ok dayanikli
olmasi nedeniyle FDA tarafindan onaylanmis bir biyomalzemedir. Altin, bakteriyel
kolonizasyona yuUksek direngliligi nedeniyle tipta kullanim alani bulmus bir
metaldir. Altin alagimlari, saf altina gére daha iyi mekanik 6zelliklere sahiptir. Dig
hekimligi alaninda ve ylksek elektrik iletkenligi nedeniyle kalp pillerinde tercih

edilmektedir. Platinyum; aginmaya karsi dayanikliligi, biyo-uyumlu olmasi ve stabil
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elektriksel 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle tercih edilir. Gumus, 6zellikle cerrahi

implantlarda ve mesane kataterlerinde tercih edilir.
2.6.1.2. Seramikler

Seramikler, biyomateryal olarak tercih edilen maddelerden biridir. Seramik
s6zcugu, Yunanca “keramikos” tan gelmekte olup yanmis madde anlamina gelir.
Kemiklerde, eklemlerde ve diglerde, yuksek biyo-uyumluluk 6zellikleri nedeniyle
Ozellikle kaplama olarak tercih edilen biyomalzemelerdir. Sterilizasyonlarinin kolay
olmasi ve biyoinert olmalari da biyomalzeme olarak kullanimlarina avantaj

katmaktadir.

Seramiklerin ana Ozellikleri; sertlikleri, bukulmezlikleri, elektrik ve 1s1 yalitkanhgi ve
asinmaya karsi direngleridir. Kimyasal olarak inert olmalari, vicutta yabanci cisim

reaksiyonu olugturmamalarini sagladigindan avantaj saglayan bir 6zelliktir.

Atomlar arasindaki baglarin farklihdi, bir maddenin 6zelligini belirleyen bir
faktordir; 3 gesittir: metalik, iyonik ve kovalent. ikincil baglar ise, van der Waals
kuvvetleri ve hidrojen baglaridir. Seramiklerdeki atomik baglanma ise iyonik,
kovalent ya da ikisinin karisimidir. Seramikler, biyolojik aktiviteleri agisindan
“biyoaktif” ve “biyoinert” olmak Uzere 2 sinifa ayrilabilirler. Biyoaktif olanlar, doku
ve implant arasinda kimyasal bad olusumuna izin veren bir yapiya sahipken
biyoinert olanlarda bu reaksiyon gb6zlenmez. Yapisal islevlerine gore
biyoseramikler; oksit seramikler, kalsiyum-fosfat seramikleri ve cam seramikleri

olarak siniflandirilabilirler.

Oksit seramikler; inert yapida, oksijen iyonlarinin olusturdugu dizlemde metal
iyonlarinin dagiimasiyla olusan polikristalin seramikler olup, alumina (Al,O3) ve
zirkonya (ZrOz) bu gruptandir. Yuksek yogunluk ve safliga sahip alumina;
asinmaya karsi olan asin direnci, yuksek dayaniklihdl ve biyo-uyumlulugu
nedeniyle Ozellikle ortopedik uygulamalarda tercih edilen bir biyomalzemedir.
Zirkonya (ZrO3), beyaz amorf bir toz olup zirkonyumun dioksitidir. Biyoinert 6zelligi
nedeniyle vicutla etkilesime girmez. Dusuk termal iletkenligi, asinmaya kargi
direncliligi, yuUksek biyo-uyumlulugu nedeniyle, 6zellikle protezlerde ¢ok tercih

edilir. Bukulmeye karsi ¢ok direngli olmasi, in vivo olarak ¢cok daha az bakteri
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kolonizasyonuna yol agmasi ve ¢ok dusuk oranda inflamasyon olusturmasi da
tercih nedenleri arasindadir (Yildirim et all., 2003; Rimondini et all., 2002).

Kalsiyum-fosfat seramikleri ise kalsiyum ve fosfat atomlarinin ¢oklu oksitleri
seklinde olup; hidroksiapatit [Cas(PO4)30H], trikalsiyum fosfat [Cas(PO4)2] ve
oktakalsiyum fosfat [CaH(PO,)3.20H] bu grupta yer almaktadirlar. Hidroksiapatit,
¢ok sert vyapili, seramik bazli kalsiyum fosfattir. Hidroksiapatit seramik
biyomalzemeler, kemige benzer sekilde gozenekli olarak da Uretilebildiklerinden,
doku muhendisliginde doku iskelesi yapiminda yaygin olarak tercih
edilebilmektedirler. Sentetik hidroksiapatit (Cai0(PO4)s(OH)2), kemik ve dis kadar
dayaniklilik saglayan bir kimyasal yapiya sahiptir. Hidroksiapatit seramikler,
vucuda yerlegtirildiklerinde doku buylUmesini ve kemik kaynasmasini artiracak
biyoaktiflige sahiptirler. Kemik kiriklarinin doldurulmasinda sentetik gozenekli
kalsiyum fosfat seramikler kullanilirken, dis implantlarinda kaplama malzemesi
olarak hidroksiapatit malzeme kullaniimasi dikkat cekicidir. Trikalsiyum fosfat
seramikleri, gozenekli ve emilebilir malzemeler olup, ¢ene gibi nispeten dusik
dayaniklilik gerektiren uygulamalarda sert dokunun yerini alma iglevini yerine

getirirler.

Cam ve cam-seramikler; lityum/aluminyum ya da magnezyum/aluminyum
kristalleri iceren camlar olup, iskeletteki sert bag dokusunun tamiri ve
yenilenmesinde kullanilirlar. Emilebilen biyoaktif camlarda ise, silika gruplarinin
bazilar kalsiyum, fosfor ya da sodyum ile yer degdistirmislerdir ve kemigin yeniden

uretilmesinde artan bigimde kullaniimaktadirlar.
2.6.1.3. Kompozitler

Kompozit, iki ya da daha fazla sayida biyomalzemenin birlesmesi ile olusan, yapiyi
olusturan bagimsiz biyomalzemelerin orijinal 6zelliklerinden farkh 6zellik tasiyan
¢ok fazl bir malzemedir. Matriks olarak tanimlanan tasiyici bilegkeye, cesitli
gUglendirici malzemeler katilarak yuksek dayanikliiga ve dusik elastik module
sahip olmalari hedeflenir. Kullanilan matriks genelde polimerlerden, guglendirici
madde ise c¢ogunlukla cam, karbon ya da polimer lifler, bazen de toz

seramiklerden olusur.
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Kompozitlerin yapisal igeriklerinde yapilan degisikliklerle asinmaya direnc,
kirilganligin azaltiimasi ve metal iyonlarinin organizmaya yayilmasi 6nlenebilir ya
da azaltilabilir. Batin bu yapisal saglamliklarina ragmen hafif olmalari da énemli

bir avantajdir.
2.6.1.4. Biyobozunur polimerler
2.6.1.4.1.Sentetik polimerler

Sentetik polimerler, doku muhendisliginde 6nemli yer tutmaktadirlar. Polimer
kimyasinin gelismesiyle; biyobozunurlugun hizi ve mekanizmasi, hidrofiliklik ya da
hidrofobiklik, sisme ve mekanik gucluluk gibi O6zelliklerde de degisiklikler
yapilabilmektedir. Bu degisiklikler; polimer ana ya da yan grup kimyasal yapisinin
degistiriimesi, polimer molekul agirhgr ya da por buyuklugu gibi o6zelliklerin
farklilagtiriimasi ile gergeklestirilebilir. Bircok doku muhendisligi uygulamasi igin,
tek bir polimer yeterli fiziksel ya da biyolojik 6zelligi sunamayabilir. Bu nedenle;
degisik kimyasal ve biyolojik 6zellige sahip ¢oklu monomerler sentezlenebilir ya da
bir doku iskelesi yapiminda birden ¢ok monomerin karisimi ya da Kkatkisi
gerekebilir. Ornegin polietilen ve ultra yiiksek molekil agirlikli polietilen, diz ve
omuz eklemi protezlerinde kullanildiklarinda birbirlerinden ¢ok farkli davraniglar
sergileyebilirler.  Ultra  yuksek molekdl agirhkli  polietilen,  polietilenle
karsilastirildiginda daha az iltihabi doku olusumuna neden olmaktadir. Molekiler
agirhk artinlarak polimer zinciri daha uzun ve daha sert bir materyal haline
getirilebilir. Kopolimerler ve polimer karigimlari; hem biyomateryal yapiminda, hem

de doku iskelesi sentezinde sonsuz olasilik sunabilir.
2.6.1.4.1.1. Lineer alifatik poliesterler

Lineer alifatik poliesterler, hem tip, hem de biyomihendislik alaninda yaygin
kullanim alani bulan sentetik biyo-bozunur polimerlerdir (Dunn et all., 1995;
Behravesh et all., 1999). Lineer alifatik poliesterler arasinda poliglikolid (PGA),
polilaktit (PLA), polikaprolakton (PCL), polihidroksibutirat ve bunlarin ko-
polimeleri(6r, polilaktit-co-glikolid) sayilabilir. Hem PGA, hem de PLA, tipta sikca
kullanilan (6r, yara kapama) polimerlerdir (Tablo 1) (Sodian et all., 2000; Saxena
et all., 1999; Oberpenning et all., 1999; Suggs et all., 1998; Bryant et all., 1999).
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Hucre ¢ogalmasini arttirmalari ve degisik hicre ve doku tiplerine farklilagabilmeleri

Ozellikleri de tercih edilmelerini saglamaktadir.

PGA ve PLA biyobozunum 6zelliklerine bakildiginda, ya pasif hidrolizle ya da daha
farkli yikillm mekanizmalari ile bozundugu goze carpar. Kitle halindeki bozunuma
odaklandigimizda, kutle boyutu degisiklik sergilemezken polimer molekuler
agirliginda azalma oldugu goéze c¢arpar. Kutle degisikliginin olmamasi, belli kitle
sekillerini gerektiren doku mulhendisligi uygulamalari igin bir avantaj
saglamaktadir, ancak molekuler agirliktaki kayip mekanik o6zelliklerde belirgin
derecede azalmaya yol agmaktadir. Bu nedenle poliesterler ilk basta mekanik
dayaniklilik sergilemekle birlikte, zaman gectikge dayaniklilik kaybedeceklerinden
ortopedik uygulamalarda kullanildiklarinda olumsuzluklarla karsilasilabilmektedir
(Muggli et all., 1999). Biyo-bozunurluk; su alimina, pH’ya, kristallesme 6zelligine,
molekuler agirliga, 1siya maruziyete ve gézeneklilige gore degisir. PLA ve PGA’nin
yikim urunleri laktik asid ve glikolik asidir. Bu iki urin ¢evre dokularda pH

azalmasina neden olarak inflamasyona ve zayif doku gelisimine yol agar.
2.6.1.4.1.2. Poliglikolidler

Poliglikolid, biyotip uygulamalarinda ilk kullanilan biyobozunur polimerlerden
biridir. Yiksek derecede kristallik sergileyen bir polimerdir (%45-55) ve bu ylzden
organik ¢ozuculerde ¢ok dusuk ¢ozundrlik ve yuksek tensil modul sergiler. Camsi
gecis sicaklii 35-45 °C arasinda degisir ve erime sicakhgi da 200 °C’nin
Uzerindedir. DusUk ¢ozundrligine ragmen birgok doku  muhendisligi
uygulamasinda yer almistir (Gunatillake et al., 2006). Yiksek duzeyde fiber
olusturucu yetenegi nedeniyle, emilebilen sutur yapimi agisindan ilk olarak
arastinimistir. 1969 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir. Yiksek kristallesme
yetenegine bagli olarak ¢ok basarili mekanik 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle kemik
fiksasyonunda da kullaniimaktadir. Vlcutta glisine ¢evrilerek idrarla atilir ya da
karbondioksit ya da suya cgevrilerek sitrik asit dongusune katilir (Maurus et al.,
2004). Bu nedenle, poliglikolidin dezavantajlarinin Gstesinden gelmek icin glikolid

birimleri iceren birgok kopolimer Uzerine ¢alisiimaktadir.
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2.6.1.4.1.3. Polilaktitler

Optik olarak aktif, D- ve L-laktit olmak uUzere 2 sekli bulunmaktadir. Bu
monomerlerin polimerlesmesi, yari-kristallesmis polimer olusumunu
saglamaktadir. Rasemik (D,L)-laktit ve mezolaktitin polimerlesmesi, amorf
polimerlerin olugsmasi ile sonuglanir. Poliglikolide benzer sekilde, poli(L-
laktit)(PLLA) da yuUksek kristallesme o6zelligine sahiptir (%37) ve kristallesmenin
derecesi molekuler agirliga ve polimerlesme islemi sirasindaki parametrelere
baghdir (Middleton et al., 2000). Camsi gegis sicakli§i 60-65 °C arasinda degisir
ve erime sicakligi da vyaklasik 175 °C'dir. Poli(L-laktit), poliglikolidle
karsilastirildiginda yavas ¢6zinen bir polimerdir ve ylksek tensil modulu (yaklasik
4.8 Gpa) nedeniyle yuk tasiyici uygulamalarda basariyla uygulanan bir
biyomalzemedir. Ozellikle ortopedik uygulamalarda tercih edilir. Tendon ve
baglarin tamirinde de kullanilabilmektedir (Cooper et al., 2005). Poliglikolidden
daha hidrofobik olmasi nedeniyle biyobozunurlugu daha yavastir. Vicutta toplam
erime suresi 2-5.6 yiIl arasinda degisebilmektedir (Bergsma et al., 1995).
Biyobozunumun hizi, martiksin g6zenekliligi kadar polimerlerin kritallesme
derecesine de baghdir. Polimerin 6 ay igerisinde gucunu kaybettigi bilinse de, ¢cok
uzun sureler kutlesinde belirgin bir degisiklik olmamaktadir. Bu nedenle, L-laktitin
glikolidle ya da DL-laktitle birgok polimeri Uzerine galismalar yogun bir sekilde
devam etmektedir. Poli(DL-laktit), L- ve D-laktit birimlerinin geligigiizel dagilimina
bagh olarak olusan amorf bir polimerdir ve 55-60 °C arasinda bir camsi gegis
sicakligina sahiptir. Hidrolize oldugunda bu polimer 1-2 ay igerisinde gicunu, 12-
16 ay icerisinde de kultlesini kaybeder. Gugsuz, dolayisiyla hizli biyobozunuma
sahip olan bir polimer olarak poli(L-laktit), ilag tasima sistemlerinde ve dokunun
yeniden olusumunu hedefleyen doku muhendisligi uygulamalarinda doku iskelesi

olarak tercih edilir (Maurus et al., 2004).

Vicutta normal bir metabolik yan trin olarak dnce laktik aside, sonrasinda da su
ve karbondiokside donlserek sitrik asit dongusune katilir. L-laktik asitin yapisi

sekil 2.2’de gorulmektedir.
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Sekil 2.2. Poli (L-laktik asit)’in yapisi

Biyomuhendislikte PLA kullaniminin avantaj ve dezavantajlari s6z konusudur.
Avantajlari: Ekolojik olarak zararl degildir. Misir, bugday, piring gibi yenilenebilir
kaynaklardan elde edilen PLA; biyobozunur, geri dontsimllU ve yapisal olarak
sabittir. Uretimi sirasinda karbon dioksid tiiketilir. Bu surdirtlebilirligi ve ekolojiye
dost Ozellikleri nedeniyle tercih edilen bir polimerdir (Dorgan et al., 2001). Biyotip
uygulamalarinda, PLA'nin en dikkat ¢ekici 6zelligi biyouyumlulugudur. Biyouyumlu
bir malzeme, dokular Uzerinde toksik ya da karsinojenik etki gostermemelidir. Ayni
zamanda yikihm Grdnleri de doku iyilesmesini olumsuz etkilemez (Athanasiou et
al., 1996). PLA; diger polimerler olan poli(hidroksi alkanoatlar), poli(etilen glikol) ve
poli(kaprolakton) ile karsilastirildiginda daha iyi Uretilebilirlik 6zelliklerine sahiptir.
Bircok yontemle kolayca uretilebilir. PLA Uretimi sirasinda, diger petrol bazlh
polimerlerle karsilastirildidinda yaklasik %25-55 dizeyinde az enerji harcanir.
Gelecekte bu oranin %10 daha dusurllecegi tahmin edilmektedir. Maliyetler

dusunuldagunde bu oran ¢ok 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Vink et al., 2003).

Dezavantajlari: Duslk uzama kapasitesine sahip, kirilgan bir madde olmasi bir
olumsuzluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yuzden saglamlik gerektiren doku
muhendisligi uygulamalarinda kullanilamamaktadir. Ana iskeletindeki ester
gruplarinin hidrolizi ile biyobozunuma ugrar ve biyobozunum hizi; kristallik
derecesi, molekuler agirlik, molekuler agirlik dagihmi, morfoloji, suyun polimer
icerisine yayllma hizi gibi etkenlere baglidir (Tokiwa et al., 2006). Biyobozunum
hizi, biyomedikal uygulamalarda dikkate alinmasi gereken bir 6zelliktir. Bu noktada
dusuk biyobozunum hizi, biyotip uygulamalarinda, PLA'nin olumsuz bir &zelligi
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Diger polimerlerle karsilastinildigina hidrofobik
Ozellik cok 6n plana c¢ikmaktadir (Dorgan et al., 2000). Reaktif yan zincirlerin
yoklugu nedeniyle yuzey Ozelliklerinin  gelistirimesi  zorunlulugu bazi

uygulamalarda olumsuzluk olarak kargimiza ¢gikmaktadir.
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2.6.1.4.1.4. Polilaktit-ko-glikolid

Uzerinde arastirma yapilmis diger ko-poliesterlerle karsilastirildiginda, poli(laktit-
ko-glikolid) polimerleri Uzerine ¢ok fazla yodunlasildigi géze carpmaktadir. Ko-
polimerlesmede hem L-, hem de D- laktitler kullaniimislardir. Olusumlarina
bakildiginda %50-75’in amorf polimerler oldugu goériimektedir (Gunatillake et al,
2006). Miller ve arkadasglari, 50/50 poli(laktit-ko-glikolid)’in ¢ok hizli hidroliz olmasi
nedeniyle hidrolitik biyobozunumunun son derece hizli oldugunu gdstermislerdir
(Miller et al., 1977). Ara ko-polimerlerin, homopolimerlerle karsilastirildiginda daha
dayanikh oldugu bulunmustur. 50/50 poli(DL-laktit-ko-glikolid)'in yaklagik 1-2 ay
icerisinde biyobozunuma ugrarken, 75/25'in 4-5 ay, 85/15'in 5-6 ay icerisinde
biyobozunuma ugramasi buna bir érnektir (Middleton et al., 1998). Poli(laktit-ko-
glikolid)’lerin degisik oranlardaki drtnleri ticari olarak gelistiriimis ve biyotip
uygulamalarinda denenmiglerdir. %90 glikolik asit (GA) ve %10 L-laktik asid (LA)
iceren bir ko-polimer olan Vicryl® de cok filamanli bir siitur malzemesi olarak ticari
kullanima sunulmustur. Panacryl® de ticari olarak gelistirilmis ve biyobozunumun
yavaslatiimasi igin LA/GA oranlari degistiriimis bir ko-polimerdir. Tek filamanli
suturlarin  gelistiriimesi amaciyla birgok ko-polimer sentezlenmistir. Bunlar
arasinda poli(glikolid-ko-trimetilen karbonat) ve poli(glikolid-ko-kaprolakton)
sayllabilir. PLGA’nin diger bir uygulamasi da doku birlestirici mes, sutur
gUglendirici, deri tamir malzemesi ve duramater yamasi seklinde karsimiza
ctkmaktadir. Doku muhendisligi uygulamasi sonucu elde edilmis olan deri grefti
Dermagraft® da Vicryl Mesh’lerinin doku iskelesi olarak kullanildigi bir teknikle
uretilmistir. PLGA’nin ester baglarinin hidrolizi aracilidiyla yigin erozyonu ile
yikildigi ve biyobozunmanin; LA/GA orani, molekul agirhgr ve matriksin sekli ve

yapisi gibi bircok parametreye bagli oldugu gdsterilmistir.

Biyouyumlu bu ko-polimerlerin bu kadar tercih edilmesinin ana nedenleri; FDA'in
bunlarin insanlarda kullanimina izin vermis olmasi, degdisik yapi ve igeriklerde ticari
seri uretime uygun olmalari, kontrol edilebilen biyobozunum hizlarina sahip
olmalari ve daha &nceki biyobozunur sutur malzemeleri ile karsilastirildiginda
klinik acidan daha basarili olmalaridir. Tium bu nedenlerden &tirl, bunlarin,
kontrollU ilag/protein tagsima sistemleri olarak gegici tip uygulamalarinda ve doku

iskelesi olarak doku muhendisligi uygulamalarinda kullanimlari Gzerine birgok
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calisma yapilmaktadir. Hlcre adezyonunda ve ¢ogalmasinda basarili sonuglar
vermesi Uzerine PLGA doku muhendisligi uygulamalari igin de potansiyel bir aday
haline gelmistir. PLGA'ya dayali olarak U¢ boyutlu doku iskelelerinin
gelistiriimesinin  planlandigi  mikro ve nanouretim Gzerine birgok c¢alisma
gerceklestirilmistir (Kim et al., 2006; Lu et al., 2004; Katti et al., 2004).

PLGA-kolojen matriks ise hali hazirda, doku yenilenmesi igin hazirlanmis bir
membran olarak (Cytoplast Resorb®) ticari formlarda kullanilmaktadir. Lupron
Depot®; prostat kanserinde ve endometrioziste, gonadotropin salgilatici hormon
analoglarinin salinimi igin PLGA’dan olusturulmus bir ilag tasiyici sistemidir.
Kullanilan PLGA’'nin yapisina ve polimerin ilag ya da proteinle etkilesimine bagl

olarak hizl ya da yavas salinim profilleri gdzlenebilmektedir (Ueda et al., 2003).
2.6.1.4.1.5. Polidioksanon

Biyobozunur polilaktitler ve glikolidler biyotip uygulamalari i¢in ¢ok filamanh
suturlarin gelistiriimesine zemin hazirlamis olsalar da, tek filamanl suturlarin
gelistiriimesi igin de birgok arastirma yudratiimektedir. Cok filamal suturlar, hem
kullanimlari sirasinda artmis enfeksiyon riski tasirlar, hem de cildin delinmesi
sirasinda daha hasar verici bir yapiya sahiptirler. PDS, 1980’lerde PDSs adi
altinda uretilen tek filamanli ilk sttur malzemesidir. PDS ayni zamanda kuguk
kemiklerin fiksasyonunda kullanilan vida olarak da kullanim alani bulmustur. PDS;
renksiz, yari-kristallesmis bir polimer olup p-dioksanondan dretilir. Polimerin, -10 —
0 °C arasinda degisen ¢ok dislik bir camsi gegcis sicakligi mevcuttur. Yiksek
kristalize yapisi ve hidrofobikligi nedeniyle yavas bozunan bir polimer olarak kabul
edilir. PDS, glikoksilata yikilir ve idrarla atilir ya da poliglikolidler gibi énce glisin,
sonra da karbon dioksid ve suya donusur (Maurus et al., 2004). PDS’in modult
(yaklasik 1.5 GPa), poliglikolidierle karsilastiniidiginda ¢ok dusuktir. Polimerin,
hidrolitik bozunumla 1-2 ay igerisinde guculni, 6-12 ay igerisinde de kutlesini

kaybettigi bilinmektedir.
2.6.1.4.1.6. Polikaprolakton

Polikaprolakton yari-kristallesmis bir poliesterdir ve nispeten daha ucuz
monomerik birim olan ¢-kaprolaktonun, halka acilma polimerlesmesi ile elde

edildigi icin de ilgi odagl olmus bir polimerdir. Birgok organik ¢ozlcu igerisinde
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¢Oziinebilmesi, disik bir erime (55-60 °C) ve camsi gegis sicakligina (-60 °C)
sahip olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle ¢ok fazla miktarda polimerle karigimlar
olugturabilme yetenegine sahiptir. Polimer, hidrolize olabilen alifatik ester
halkalarina sahip oldugu icin hidrolitik yikilima ugrar, ancak biyobozunum hizi
nispeten daha yavastir (2-3 yil). Dusuk biyobozunum hizi, yiksek gegirgenligi ve
toksik olmamasi nedeniyle PCL, ilk olarak ilag-asi tasima sistemleri igin
dusundlmuastar. Uzun sureli gebelik onleyici bir malzeme olan Capronor bu
polimerden yapilmistir ve levonogestrel tagsinmasinda kullaniimigtir (Nair et al.,
2006). PCL'ye dayanan mikro- ve nano- duzeyde ila¢ tasima sistemleri Gzerine
calismalar surmektedir. PCL’ler biyouyumlulugu nedeniyle doku muhendisliginde
doku iskeleleri olusturulmasinda da yaygin olarak denenmektedirler. PCL’nin
kalsiyum fosfatla olusturdugu kompozitler, doku muhendisligi uygulamalarinda

doku iskelesi olarak kullanilmaktadirlar.
2.6.1.4.1.7. Politrimetilen karbonat

Yuksek molekul agirlikli politrimetilen karbonat (PTMC), trimetilen karbonattan
elde edilir. Yuksek miktardaki bukulebilirligi ve zayif mekanik gucl nedeniyle, bir
elastomerik alifatik poliester olan PTMC, yumusak dokunun vyeniden
yapilanmasinda kullanilacak implantlarda denenmigtir. DUsUk molekul agirhigi
nedeniyle de ila¢g tasima sistemlerinin gelistiriimesinde biyomalzeme olarak
denenmigtir.  Yukarida tanimlanan poliesterlerden farkli olarak, yuzey
biyobozunumuna ugrar ve in vivo yikilimi, in vitro yikilmindan ¢ok daha hizhidir.
Bu durum buyuk olasilikla enzimatik yikilima baghdir (Zhang et al., 2006). Mekanik
Ozelliklerinin zayif olmasi nedeniyle, diger siklik laktonlarla birgok ko-polimeri

denenmigtir.
2.6.1.4.1.8. Bakteriyel poliesterler

Bakteriyel poliesterler, dogal olarak olusabilen ve bakteriler tarafindan eneriji
kaynag! olarak olusturulabilen biyobozunur maddelerdir. Bu sinifin en ¢ok bilinen
dyesi, poli(3-hidroksibttirat” olup, ilk olarak 1920'de “Bacillus mageterium”
bakterisi tarafindan Uretildigi saptanmigtir. PHB, ester baglarinin hidrolitik yikilimi
ile ylizey asinmasina ugrar ve 160-180 °C dlizeyinde bir erime isisina sahiptir.

Bakteriyel sentez yolunun yanisira birgok kimyasal sentez yolu da tanimlanmistir.
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Bu madde, birgok ¢dzlcul igerisinde ¢ézunebilmesinin yanisira film, kurecik, fiber
gibi bircok sekil ve yapida sentezlenebilir. PHB’nin hidrolitik yikilimi, kanin normal
bir bilegseni olan (kan konsantrasyonlari 0.3-1.3 mM), D-3-hidroksibtirik asit ile
sonuglanir. Ancak, sentetik poliesterlerle karsilastirildiginda, ylksek kristalligine

bagh olarak ¢ok daha dusik bir biyobozunum hizina sahiptir.
2.6.1.4.1.9. Poliuretanlar

Biyobozunur olmayan poliuretanlar ve poli(eter Uretanlar); biyouyumluluklarinin
yuksek olmasi ve mekanik 6zellikleri nedeniyle, kalp pili ve damar grefti gibi tibbi
implantlar olarak uzun sdredir kullaniimaktadirlar. Biyobozunur olmayan
polidretanlarin biyolojik uyumlarinin ¢ok iyi olmasi ve Uretimlerinin ¢ok kolay
olmasi nedeniyle biyobozunur poliiretan sentezi konusunda da c¢ok g¢aba

sarfedilmistir.

PoliGretanlar, genellikle diizosiyanatlarin, alkol velveya aminlerle
polikondensasyon reaksiyonu sonucu olusurlar (Scycher et al., 1999). Ancak
kullanilan  4,4o0-metilendifenildizosiyanat ve  toluen  diizosiyanat  gibi
diizosiyanatlarin ¢ok toksik olmalari nedeniyle, polilretanlarin sentezinde diger
biyouyumlu diizosiyanatlar arastirlmigtir. Lizin diizosiyanat (LDI) ve 1,4-
diizosiyanobutan bunlardan bazilaridir. LDI'nin poliester diol ya da triolleri ile
reaksiyonu sonucunda da biyobozunur poli(ester Uretan)lar sentezlenmistirler
(Storey et al. ,1994). Bu biyobozunur politiretanlarda, laktit/glikolid ko-polimerleri
gibi alifatik poliesterler ya da polikaprolaktonlar yumusak bdlimlerin, polipeptitler
de sert bolumlerin olusumunda kullanilmiglardir (Zang et al., 2000). Biyobozunur
elastik poli(ester Uretan) olan Degrapol de, doku muhendisligi uygulamalarinda
yuksek gozeneklilikli doku iskelelerinin tretiminde kullaniimistir (Saad et al., 1997).
Bu malzemelerin ayni zamanda hicre yapismasi ve ¢ogalmasini da

hizlandirdiklari gosterilmigtir (Bonzani et al., 2007).
2.6.1.4.1.10. Poliester amidler

Amid baglarinin hidrojen baglama yetenedi ve ester baglarindan kaynaklanan
yuksek biyouyumluluga badli olarak, bu polimerler ¢ok iyi mekanik ve isisal
Ozelliklere sahiptirler. Poli(ester amid)lerin biyobozunumu ester baglarinin hidrolitik

yikilimi ile gerceklesmektedir. Poli(ester amid)lerin, simetrik bisamid diol ve
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suksinil kloridden kaynaklanan mekanik guglalikleri, bu biyomalzemelerin
biyoemilir situr malzemesi olarak denenmelerine neden olmustur (Pricilla et al.,
2006). Losin ya da fenil alaninin yer aldigi poliester karisimlari da bazi kuguk

molekulll ilaglar ve peptitlerin tasinmasinda da ticari olarak kullaniimiglardir.

2.6.1.4.1.11. Poli(orto esterler)

ilac tasima sistemi olusumunda kullanilan bazi biyobozunur polimerlerin asinma
dezavantajlarinin ¢ok fazla olmasi nedeniyle, daha hidrofobik polimerler
sentezlenmesi kaginilmaz hale gelmigtir. Alza sirketi, ila¢c salinim uygulamalarinda
kullanilmak Uzere daha hidrofobik, ancak yluzey asinma 6zelligi 6n planda olan
poli(orto ester)leri (Alzamer) geligtirmistir. Orto ester baglari hidrolize yatkin
olmakla birlikte, olusturulan polimerin, sivi vasatta asinma derecesi ¢ok dusuktUr.
Ayrica bu polimerlerin biyobozunum hizi, pH duyarhliklari ve camsi gegis Isilari
diyollerin eklenmesi ile kolayca ayarlanabilmektedir. Su ana kadar 4 farkli sinif
poli(orto ester) gelistiriimistir (Heller et al., 2002). Bunlardan poli(orto ester) lll,
polimer zincirlerinin bukulebilirliginin yiksek olmasi nedeniyle oda isisinda jel
kivamina gelebilmektedir. Bu polimerden 5-florourasilin saliminin ¢ok iyi olmasi
nedeniyle 6zellikle gozle ilgili tibbi uygulamalarda calismalar yapilmistir (Heller et
al., 2005).

2.6.1.4.1.12. Polianhidridler

Yuzey asinma Ozelliklerinin ¢ok iyi olmasi nedeniyle bu biyobozunur polimerler,
Ozellikle ilag tasima sistemlerinde Uzerinde en fazla arastirma yapilmis
polimerlerdir. 1932’de gelistiriimisler ve ilk kez fiber olusturucu polimer olarak
tekstil endlstrisinde kullanilmiglardir Hill et al., 1932). in vitro ve in vivo ilag salimi
ve biyouyumluluk testlerini takiben bu polimerler 1996'da FDA tarafindan da

onaylanmisglardir.
2.6.1.4.1.13. Poli(anhidrid-ko-imid)

Polianhidridlerin  mekanik performanslarinin iyi olmamasi, daha kuvvetli
polianhidlerin sentezlenmesini zorunlu hale getirmistir. Bunun Uzerine, polimere
imid baglanmasi ile elde edilen poli(anhidrid-ko-imid)lerin ¢ok daha basaril yluzey

asinma Ozelliklerine sahip oldugu anlasiimistir. Arastirmalarda poli(anhidrid-ko-
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imid)’in bazi tdrlerinin, 6zellikle kemik doku muhendisligi uygulamalarinda ¢ok
basarili mekanik dayanikllik sergiledikleri ortaya konmustur (Attawia et al., 1996).
Fare tibia modelinde bu polimerlerin kemige uyumluluklari arastirilmis ve tedavi
edilmemis kemik defektlerinin 12 gun igerisinde iyilestigi saptanmistir (Ibim et al.,
1998)

2.6.1.4.1.14. Polipropilen fumarat

Ortopedi uygulamalarinda kullaniimak Uzere mekanik guclulige sahip,
biyobozunur ve enjekte edilebilen bir biyomalzeme olarak Uretilmistir (Peter et al.,
1997). Biyobozunum Urunleri, trikarboksilik asit dongusunde dogal olarak bulunan
fumarik asit ve ila¢ formulasyonlarinda seyreltici olarak kullanilan 1,2-propan
dioldlr. Birgok ¢alismada ¢apraz baglama ya da seramik malzemelerle olusturulan
kompozitleri araciligiyla, ortopedik uygulamalara uygun mekanik 6zelliklere sahip

turevleri denenmistir (Temenoff et al., 2000).
2.6.1.4.1.15. Polialkil siyanoakrilat

Biyobozunur akrilat polimerleri i¢erisinde en fazla kullanilan gruptur. Ayni zamanda
ilag tasima sistemleri icin nanopargacik gelistiriimesinde ilk kullanilan biyobozunur
polimerlerdir. En hizli biyobozunuma ugrayan polimerlerden biridir ve
biyobozunum hizi, alkil yan gruplarinin uzunluguna baghdir. Poli(metil
siyanoakrilat) gibi daha kisa alkil tlrevleri sivi ortamda birka¢ saat icerisinde
biyobozunuma ugramaktadir, ancak siyanoasetik asit ve formaldehid gibi toksik
yikilim UrUnlerinin olusumuna neden olurlar. Bu nedenle arastirmalarin ¢ogu, oktil
ve izobutil siyanoakrilat gibi uzun zincirli tirevler GUzerine yodunlagsmistir. Yuksek
polimerlesme hizlarina bagli olarak bu monomerler doku yapistiricisi olarak
denenmiglerdir. Dermabond (2-oktil siyanoakrilat), bolgesel cilt uygulamalarinda

FDA tarafindan onaylanmigs bir doku yapistiricisidir.
2.6.1.4.1.16. Polifosfazenler

Nitrojen ve fosfor atomu iceren bir polimer grubudur. Yan gruplarinin kimyasal
Ozellikleri hidrofobik elastomerler ya da hidrofilik hidrojellerin sentezine zemin
hazirlar. Kemik doku muhendisliginde uygulamalari bulunmakla birlikte kullanimi

¢ok yaygin degildir (Nair et al., 2006, b).
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2.6.1.4.1.17. Polifosfoesterler

Polifosfoesterler, 1970’lerde biyomalzeme olarak gelistiriimis bir bagka fosfor
iceren polimer grubudur (Penczek et al., 2005). En onemli 6zellikleri, yluksek
biyouyumluluklari ve nuikleik asit gibi biyomakromolekullere olan benzerlikleridir.
Polifosfoester, fizyolojik kosullarda hidrolitik ve enzimatik olarak biyobozunuma
ugrarlar. Polifosfat iceren ve suda ¢oéziunen polifosfoesterler, gen tasiyicisi olarak

denenmiglerdir (Wang et al., 2002).
2.6.1.4.1.18. Polietilen glikol

Polietilen glikol (sekil 2.3), biyotip uygulamalarinda uzun zamandir
kullaniimaktadir. Sinirli protein ve hicre yapismasi sergilediginden ve bagisiklik
sistemini uyarici etkisi dusuk olup, disuk antijenlik sergilediginden, protein ve
hicre yapigsmasini engellemek Uzere tibbi cihazlarin kaplamasi amaciyla
kullaniimaktadir (Alcantar et al., 2000). Gecmiste PEG biyomalzemeleri, ameliyat
sonrasi seroma olusumu ve doku vyapisikliklarinin engellenmesinde de
kullanilmigtir (Hill-West et al., 1994).
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Sekil 2.3. Poli (etilen glikol)'in yapisi

PEG’in kendine has oOzellikleri, hem doku, hem de hicre muhendisligi
uygulamalarinda bu biyomalzemeyi 6n plana c¢ikarmistir. Adezyon peptitlerinin
hidcre islevleri Uzerindeki etkisini arastiran c¢alismalarda PEG, hicreye
biyouyumlulugu ve inert olusu nedeniyle kullanilmistir (Maheshwari et al., 2000).
Yuksek molekdl agirhikli PEG, doku muhendisligi yontemleriyle in vivo kikirdak
doku olusturmak Uzere kullaniimigtir (West et al., 1999). Primer kondrositler,
100.000 molekul agirlikh PEG ile karistirilarak cgiplak fareye subkutan olarak
enjekte edilmis, implantasyondan sonraki 2 hafta igerisinde farede yeni kikirdak

dokusu olugsmustur (Elisseeff et al., 2000).
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2.6.1.4.2.Dogal polimerler
2.6.1.4.2.1. Proteinler ve poli(amino asit)ler

Proteinler, birgok dokunun ana yapisal bileskesini olusturan, G¢ boyutlu katlantil
yap! sergileyen, dogal yapinin ana elemanlarindan biri olmalari nedeniyle
suturlarda, kan durdurucu ajan olarak, doku mihendisliginde doku iskelesi olarak
ve ila¢ tasima sistemlerinde yaygin olarak denenmis ve kullaniimis amino asit
polimerleridirler. Protein bazli biyomalzemeler, dodal kontrolll yikilim sirecleri ile
biyobozunuma ugrarlar (Altman et al., 2003). Vicudun proteinleri sentezlemesi
baglica dért basamaktan olusur. ik basamak, degisik amino asitlerin peptit
baglariyla bir arada tutuldugu lineer yapi olan primer yapidir. Bu lineer yapllar,
hidrojen baglari araciligiyla sekonder yapilari olustururlar. Sekonder baglarin Gg
boyutlu yapi olusturacak sekilde bir araya gelmesiyle tersiyer yapilar, diger
proteinlerle etkilesecek sekilde organize olmalariyla da kuaterner yapilar olusur
(Haarer et al., 2006).

2.6.1.4.2.2.Kolojen

Kolojen, vicutta en fazla bulunan protein olup, derinin ve kas-iskelet sistemi
dokularinin ana bilegkesidir. 300.000 molekul agirhginda olup, 300 nm.
uzunlugunda gubuk tipi polimerlerden olugsmaktadir. 22'den fazla tanimlanmis tipi
olup, vlcutta en sik raslananlar Tip I-IV arasindakilerdir. Tip | kolojen vicutta en
¢ok bulunan kolojendir. Herbiri; %33’Und glisin, %25’ini prolin ve %25’ini
hidroksiprolinin olusturdugu, her polipeptitin yaklasik 1050 aminoasitten olustugu
Uc polipeptit alt tnitesinden meydana gelir. Kolojenin alt Gniteleri, vicuttaki serbest
aminoasitlerden sentezlenir ve fibroblast, osteoblast basta olmak Uzere uygun
hicrelerde transkripsiyon, translasyon ve post-translasyonel modifikasyona
ugrarlar. Kolojenin glisin igerigi kolojen zincirinin bukulebilirligini saglar. Kolojen
vucuttaki, kolojenaz ve metalloproteinazlar araciliiyla enzimatik yikilima ugrar.
Birgok yonden biyotip uygulamalari agisindan arastirilmigtir. Tabaka, tup, sunger,
kopuk, nanofibréz matriks, pudra, enjekte edilebilir akiskan sollsyon gibi bir¢ok
formu sentezlenmis ve ticarilestiriimistir. Calismalar gostermistir ki, biyotip
uygulamalarinda kolojenin biyobozunum hizi, enzimatik 6n muamele ya da capraz

baglanma gibi yontemlerle degistirilebilmektedir. Pihtilasma mekanizmasinin
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baslaticisi olmasi 6zelligi ile kan durdurucu olarak birgok uygulamada yer almigtir.
Piyasada bircok kolojen esasli kan durdurucu malzeme, cerrahi uygulamalarda

kullaniimakta ya da denenmektedir.

Ekstraselller matriksin ana elemanlarindan biri olmasi nedeniyle, hicre
yapismasli, c¢ogalmasi ve farklilagsmasi hedeflenen birgok doku muhendisligi
uygulamasinda ve yara iyilesme uygulamalarinda yerini almistir. Ticarilestirilen
bircok malzeme, FDA tarafindan da onaylanmistir (Purna et al., 2000).
Antibiyotikler gibi duguk molekdl agirlikli ilaglarin bolgesel tasinmasi Uzerine de
birgok arastirma gergeklestiriimistir. Birgcok kolojen bazli gentamisin preparati
piyasada kullaniimaktadir (Gruessner et al., 2001). Protein ve ilag tagima iglevinin
yani sira, gen ve plazmid DNA'nin tasinmasinda da kolojenin kullanilabilirligi
arastirimaktadir (Sano et al., 2003). Omurilik cerrahisi uygulamalarinda kullanilan
Uc boyutlu kolojen matriksler Gzerine yapilan galismalar da gbze carpmaktadir
(Narotham et al., 2004). Benzer sekilde fibriler kolojen, hidroksiapatit ve
trikalsiyum fosfattan olusan sentetik kemik grefti Collagraft da FDA onayi almistir.
Kolojenin birgok formu; kalp-damar cerrahi, kas-iskelet sistemi ve sinir dokusu
muhendislik uygulamalarinda doku iskelesi olarak, bir¢cok biyomuhendislik

uygulamasinda aragtiriimaktadir (Duan et al., 2007)
2.6.1.4.2.3. Elastin

Elastin, damarsal yapilarin ve akciger dokusunun ana proteinidir ve tropoelastin
molekullerinin kovalent baglanmasindan olusan ¢apraz bagli polimer yapisindadir.
Tropoelastin molekulleri, duz kas hucreleri ve fibroblastlar tarafindan yapilir.
Trombositlerle ¢gok az etkilesime girdiginden sentetik vaskuler greftlerin biyolojik

kaplamasi olarak kullaniimigtir (Woodhouse et al., 2004).
2.6.1.4.2.4. Elastin benzeri peptitler

Elastin benzeri peptiler, dort amino asit disinda, insan tropoelastininin tekrarlayan
pentapeptitlerinden olusturuimus yapay polipeptitlerdir. ELP’ler ¢ok Ust duzey bir
biyouyumluluga sahip olup bagisiklik sistemini higbir sekilde uyarmazlar ve yikilim
uriinleri tamamen dogal olup toksik degildirler. Ozellikle kikirdak doku miihendisligi

uygulamalarinda biyomalzeme olarak denenmektedirler (Liu et al., 2004).
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2.6.1.4.2.5. Albumin

Kan proteinlerinin  %50’sinden fazlasini olusturan, 66 kDa agirliginda, suda
¢bzunen bir proteindir. Esas iglevi, kan akimindaki hidrofobik yag asitlerini tagimak
ve kan pH’ini devam ettirmektir. Prealbuminler, karacigerde sentezlenirler ve kan
akimina verilmeden 6nce bircok islemden gecerler. ileri dizeydeki kan
biyouyumlulugu nedeniyle albumin gen tasinmasi amaciyla kullaniimistir (Chuang
et al. ,2002). Kalp-damar cerrahi araglarinda kaplama biyomalzemesi olarak ve

cerrahi yapistirici olarak kullanimlari mevcuttur.
2.6.1.4.2.6. Fibrin

Kolojene ¢ok benzeyen, kanin pihtilasmasi suUrecinde iglev goéren bir
biyopolimerdir. Fibrinojenden olusur. Fibrin biyomalzeme olarak ilk kullanilan
biyopolimerlerden birisidir. Enjekte edilebilmesi, biyouyumlulugu, biyobozunur
olmasi bircok ekstraselller matriks proteinine sahip olmasi en 6nde gelen
avantajlaridir. Fibrin matriksleri, gok basarili hiicre tagiyicidirlar. Bioseed®, kronik
yaralarin tedavisinde kullanilan fibrin ve keratinositlerin birlestirildigi ticari bir
preparattir. Fibrin-bazli hicre tasiyicilarinin en énemli 6zelligi, tasinacak huicre

cesidine gore matriks ozelliklerinin degistirilebilmesidir (Wong et al., 2003).
2.6.1.4.2.7. Hyaluronik asit

Hyaluronik asit, ilk kez 1934’de g6zun vitréz sivisindan elde edilmistir ve kesfinden
bu yana, biyomalzeme olarak ilgi odagi olmaktadir. Glikozaminoglikan ailesinin bir
uyesi olup, ailenin diger Uyeleri kondroitin sulfat, keratan silfat, dermatan sulfat ve
heparan sulfattir. Proteinlere kovalent olarak baglanmaz, suda ¢ézunuir ve akiskan
sivilar olusturur. Vicuttaki toplam miktarinin yarisi ciltte bulunur ve bu polimerin
yaridémrii dakikalarla haftalar arasinda degisir. ilk zamanlarda yapilan ¢alismalarda
hyaluronik asidin bag dokuda pasif bir yapisal bileske oldugu dusunulse de, daha
sonraki calismalarda, embriyojenez sirasinda hucrenin gdégune, farklilagsmasina,
ekstrasellUler matriks yapisinin organizasyonuna dogrudan etki eden, metastazda
onemli rol oynayan, yara iyilesmesinde ve inflamasyonda aktif goérev alan bir
polisakkarid oldugu anlasiimistir (Weigel et al., 1997). Mezensimal ve epitelyal
hlcre gocunu ve farklilasmasini uyararak, yeni damar yapimini hizlandirarak doku

tamirinde de oOnemli rol oynar. Hyaluronik asidin viskbz formilasyonu olan
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Ossigel®, kemik kiriklarinin iyilesmesinin hizlandirimasinda kullanilan sentetik
kemik grefti olarak kullaniimaktadir. Yuksek molekil agirlikh akiskan hyaluronik
asit sollisyonu (Amvisc®) da katarakt ameliyatlarinda, kornea naklinde ve glokom
cerrahisinde duyarli goézler icin kullanilan ticari preparatlardir. Ayni sekilde
osteoartritli hastalarda kullanilan ve eklem aralhidina enjekte edilen (Synvisc®,

Orthovisc®) hyaluronik asit preparatlari da bulunmaktadir.
2.6.1.4.2.8. Kondroitin sulfat

Calismalar gostermigstir ki, yara iyilesmesinin en dnemli fazi, fibroblast hicreleri
tarafindan salgilanan glikozaminoglikanlarin hidrofilik bir matriks olugturarak
iyilesme icin uygun bir ortam olusturmalaridir. Farelerin embriyonik fibroblast
hicrelerinde yapilan bir calismada, sentezlenen glikozaminoglikan zincirlerinin
¢ogunlugunun kondroitin silfattan olustugu saptanmis ve biyotip uygulamalarinda
bu maddenin kullanima ¢ok uygun bir biyomalzeme oldugu vurgulanmigtir (Kosir
et al., 2009). Kondroitin sulfat, ozellikle eklem kikirdaginda en ¢ok bulunan
glikozaminoglikandir. Calismalarda gosterilmistir ki, kondroitin sulfat, kikirdak
dokusunun metabolik yanitlarini uyarir ve inflamasyon engelleyici etkiler gosterir.
Ayni zamanda hucre ic¢i sinyal olusumu, hucre tanima ve ekstraselller matriks
bilegkelerinin hicre-ylzey glikoproteinleri ile birlesmesi gibi islevleri de
bulunmaktadir (Chan et al., 2005). Biyouyumlulugu, immunojenik olmamalari gibi
Ozellikleri nedeniyle kondroitin sulfat hirojelleri, yara kapama uygulamalarinda
yaygin olarak denenmislerdir (Gilbert et al., 2004; Kirker et al., 2002). Kondroitin
sulfat, kondrosit fenotipinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi icin kikirdak
doku muhendisligi uygulamalarinda doku iskelesi olarak da incelenmigtir.
Kondroitin sulfat ve kolojen gibi dogal ya da sentetik polimerlerin birlesmesinden
olusan kompozit uygulamalari da arastirmalarin konulari igerisinde yer almistir. Bu
calismalarda gosterilmistir ki, kondroitin sdlfat kullanimi ile ekimi yapilan
kondrositlerin biyoaktiviteleri arasinda ¢ok siki, olumlu bir iligki s6z konusudur (Van
Susante et al., 2001).

Biyotip uygulamalarinda potansiyel biyomalzemeler olarak Uzerinde arastirma
yapilan diger biyoaktif polisakkaridler ise heparan sulfat, keratan sulfat ve

dermatan sulfattir.
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2.7. Biyomalzeme Olarak Kolojen, Jelatin ve Katgut
2.7.1. Kolojen

Kolojen, doku ve organ olusumunda ve hucrelerin birgok biyolojik islevinde ¢ok
onemli rol oynayan bir proteindir. Birgcok dogal polimer ya da sentetik analoglari
biyotip alaninda ve biyomalzeme olarak kullaniimistir, ancak kolojenin 6zellikleri
onu biyomalzeme olarak daha 6n plana ¢ikarmaktadir. Kolojen ¢ok iyi bir ylzey-
aktif ozellige sahiptir. Bu nedenle lipidden yoksun yapilara ¢ok daha kolay
girebilmektedir. Sekil 2.4’de kolojenin yapisi gorulmektedir. Kolojen basarili
biyobozunum 6zelliginin yani sira diguk antijeniklige ve albumin gibi diger dogal
polimerlerle kargilastinldiginda daha Ustin biyouyumluluk o6zelliklerine sahiptir.
Biyotip uygulamalarinda kolojenin avantajli kullaniminin esas nedeni, fiberler
olugturarak ekstra saglamlik ve stabilite sergilemesidir. Kolojenden olusan bir¢ok
ilag tasima sistemlerinde in vivo emilim; glutaraldehit, formaldehit, acil azid,
hegzametilen diizosiyanat gibi maddelerin ¢apraz baglanmasi yoluyla kontrol
edilebilmektedir. Kolojenin biyotip alaninda uygulamalari ¢ok yaygindir.
Oftalmolojide koruyucu malzeme olarak, yanik ve yaralarda sunger seklinde,
protein tasinmasinda tablet seklinde kullanimlarinin yani sira transdermal
uygulamalari ve gen tasima sistemlerinde kullanimi da s6z konusudur. Doku
muhendisliginde hicre kultliri matriksi olarak, kalp-damar cerrahide de yapay kan

damari ve kapakgik olarak da kullaniimigtir (Kemp et al., 2000).

Sekil 2.4. Kolojenin yapisi

Kolojen kullaniminin avantajlari sunlardir: Kolaylikla elde edilebilir ve yasayan
organizmalardan saflastirilabilir. Antijenik dedgildir. Biyobozunur ve biyoemilebilirdir.
Biyotip uygulamalari icin yeterli mekanik dayanikliliga ve guglulige sahiptir. Kan
pthilagsmasini uyararak kan durdurucu 6zellige sahiptir. Bircok degisik formda

sentezlenebilir. Capraz baglanma Uzerinde yapilan degisikliklerle biyobozunurlugu
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degistirilebilir. Islevsel farkli gruplar eklenerek kolaylik degisik nitelikte

biyomalzemeler elde edilebilir. Sentetik polimerlerle uyumludur.

Kolojen kullaniminin dezavantajlari sunlardir: Saf tip | kolojen elde edilmesi son
derece maliyetli bir islemdir. izole edilen kolojende farkliliklar bulunabilir (¢capraz
baglanma yogunlugu, fiber boyutlari farkhliklari gibi). Hidrofilik 6zelligi nedeniyle
kolaylikla sismesi ve daha hizli salinim sergilemesi bir olumsuzluk olarak
karsimiza cikabilir. Hidrolitik yikilimla karsilastirildiginda enzimatik biyobozunum
hizinda farkliliklar goralebilir. Deli Dana Hastaligi ve minerallesme gibi istenmeyen

durumlar ortaya gikabilir.
2.7.2. Jelatin

Kolojenin kontrolli kismi hidrolizi ile elde edilen bir proteindir. Sekil 2.5’'de jelatinin
yapisi gorulmektedir. Jel-sivi donusim kolayligi, sicak akiskan sollsyonlarinin
viskozitesi, koruyucu kolloid gibi hareket edebilme yetenegi, su gegirgenligi, soguk
suda ¢o6zunmezken sicak suda c¢ozunebilme 6zelligi jelatine ayricalik saglayan
Ozelliklerdir. Ayni zamanda besleyici 6zelligi vardir. Bu 6zellikleri jelatine gida

sanayide ve farmakoloji alaninda kullanim alanlari yaratmistir.

Sekil 2.5. Jelatinin yapisi

Jelatinle; gucll, orta derecede bukilebilir 6zellikte, suyu emebilen kaplamalar
uretmek mumkindidr ve bu ydnuyle fotograf filmlerinin ve ilag kapsullerinin
uretiminde  ideal bir  biyomalzemedir.  Kimyasal vyapisi  yodnunden
degerlendirildiginde, jelatinin tek bir kimyasal madde olmadidi gorulur. Analizlerde;
glisin (%26.4-30.5), prolin (%14.8-18.0), hidroksiprolin (% 13.3-14.5), glutamik asit
(%11.1-11.7) ve alanin (%8.6-11.3) en fazla olmak Uzere arjinin, aspartik asit, lizin,
serin, 16zin, valin, fenil alanin, treonin, izoldsin, hidroksilizin, hitidin, metyonin ve

tirozin aminoasitlerini yapisinda bulundurdugu saptanmigtir (Eastoe et al., 1955).
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2.7.3. Doku iskelesi olarak jelatin ve kolojenin karsilagtiriimasi

Jelatin; denatlre bir polimer oldugundan, jelatinin doku iskelesi materyali olarak
olarak secilmesi, kolojene bagli olabilecek immunojenite ve patojen gegisini
engeller. Kolojen-bazli jelatinin biyolojik fonksiyonel gruplari daha fazladir ve doku
iskeleleri uygulamalari icin daha uygundur. Bir doku iskelesinin en 6nemli
Ozelliklerinden birisi mekanik dayanikliligidir. Kolojenin heliks yapisi ve ¢apraz
baglarin fazlahginin daha fazla mekanik gugluliuk sagladigi saptanmistir. Sisme
kapasitesi, Ozellikle hicre kulturlerinde, olusturdugu U¢ boyutlu yapi nedeniyle,
hlcrelerin rahat hareketine ve birbirleriyle ve matriksle tam iletisimine alt yapi
sagladigr icin onemli bir Ozelliktir. Kolojen ve jelatinden sentezlenmis doku
iskeleleri bu o6zellikleri yonuyle karsilastirildiginda aralarinda 6nemli bir fark
saptanmamistir. Biyobozunumlari agisindan degerlendirildiginde jelatinin, kolojene
gore ¢ok daha hizli biyobozunuma ugradigi gorulmektedir. Ayni bulgulara,
lizozimle yapilan in vivo biyobozunum incelemesinde de ulasiimigtir. Ancak
biyobozunum hizinin fazla olmasinin, ila¢ kapsullerinin yapimi gibi bazi biyotip

uygulamalarinda bir avantaj oldugu gézden kagiriimamalidir.

Doku iskelelerine yapisan fibroblast hicrelerinin sayisi (5 saat suresince) ve, 24
ve 48 saat igerisinde Ureme gdsteren fibroblast hlcre sayisini baz alarak, hucre
yapismasi ve ¢ogalmasi agisindan kolojen ve jelatini karsilastiran bir ¢galismada
ise her iki biyomalzemenin bu baglamda birbirinden c¢ok farkl bir islevsellik
sergilemedikleri saptanmistir (Ratanavoraporn et al.,, 2006). Ancak jelatinin
kolojene gore ¢ok daha kolay sentezlenebilmesi ve ¢ok daha ucuz olmasi dnemli

bir avantaj olarak karsimiza ¢gikmaktadir.
2.7.4. Katgut

Ameliyat iplikleri, herhangi bir nedenle birbirinden uzaklasan yara dudaklarini
birbirine yaklastirmak, kanamayi Onlemek amaciyla damarlarin baglanmasini
saglamak gibi islevleri goren dogdal ya da sentetik, steril malzemelerdir. Katgut
dogal ameliyat iplikleri sinifinda yer alan, koyun barsaginin mukoza alti gézenekli
dokusundan ya da sigir serozasindan (barsagin en dig katmani) Gretilen, yapisinin
¢ogunlugunu kolojenin olusturdugu bir biyomalzemedir. Temizlenen ve yag dokusu

alinan pargalar, birlestirilir, bakular ve kurutulur. Kullaniminin 1800 yil dncesine
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dayandigi rivayet edilse de ilk sistemli kullanimi 1840’li yillarda baglamis ve
1930’lara kadar ipekle birlikte alternatifsiz bir ameliyat ipligi olarak kullanimlari
devam etmigtir. Gerilme direncinin zayif olmasi, dogal yapisi nedeniyle c¢abuk
biyobozunuma ugramasi ve ylksek doku reaktivitesi yuzinden kullaniimasi
birakilmak tzeredir. Dokudaki direncini yalnizca 4-5 gun korur, yaklagik 2 hafta
icinde doku guvenligi tamamen kaybolur. Doku iginde tamamen yok olmasi ise 70
gunu bulur. Bu zayifigin ortadan kaldirilabilmesi icin; katgut krome asit tuzlari ile
kromizasyon islemine maruz birakilip, biyoemilirligi geciktirilmis ve krome katgutler
uretilmistir (Moy et al., 1992).

2.8. Biyomalzeme Olarak Kitosan

Yapisal olarak kitosan; D-glikozaminin geligigtizel bir sekilde N-asetilglikozaminle
B(1,4)-baglari sonucu olusan lineer bir polisakkariddir. Sekil 2.6'da kitin ve
kitosanin yapisi gorulmektedir. Kitosan, artropod iskeletinden elde edilen ve

tamamen asetilenmis bir polimer olan kitinden elde edilir.
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Sekil 2.6. Kitin ve kitosanin yapisi

Kitosanin insanlarda agizdan uygulamalarda toksik olmadigi saptanmis ve FDA
tarafindan gida katkisi olarak onay almislardir. Kitosanaz, lizozim ve papain gibi
enzimlerin kitosani in vitro olarak yikilima ugrattiklar bilinmektedir (Nordtveit et al.,
1996). Kitosanin in vivo yikilimi ise asetillenmis kalintilarin hidrolizi ile lizozomlarca
gergeklestirilir. Kitosanin biyobozunumu ile asetilasyon derecesi ve polimerin

kristalligi arasinda ters baglanti s6z konusudur (Shi et al., 2006). Bu nedenle
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kitosanin kimyasal yapisi Uzerindeki oynamalar, ¢ozunurliguni ve biyobozunum
hizini dogrudan etkiler. Hizli biyobozunum, kitosanda mevcut olan hidrojen
baglarinin bozulmasi ile iliskilendiriimigtir. Bir c¢alismada, dedisik yogunlukta
¢apraz baglar igeren jel olusturmak igin degisik konsantrasyonlarda gluteraldehid
kullanilmig ve farelerde ciltalti ve periton igine vyerlestirilen implantlarin
biyobozunum hizlari incelenmigtir. DUslUk yogunlukta ¢apraz baglara sahip olan
jellerin 14 gun icerisinde ciltaltinda %80, peritonda %91 oraninda biyobozunum
sergiledikleri saptanmigtir. Yuksek yogunlukta ¢apraz bag igeren jellerin ise 14
gunlik sure sonunda agirlikga belirgin bir azalma sergilemedikleri gozlenmigtir
(Azab et al., 2006). In vivo olarak kitosan, implant bélgesinde ¢ok az yabanci cisim
reaksiyonu olusturur. Sekil 2.7'de cerrahi sutur Vicryl®le karsilatirildiginda
kitosanin doku reaksiyonu mikroskopik olarak goérulmektedir. Vicryl®'le
karsilastiriidiginda kitosanin g6z ardi edilebilir bir doku reaksiyonu olusturdugu

gorulmektedir.

Kitosan bazli jelin implante edildigi dokunun kesitleri Vicryl®'in kullanildigi dokudan alinan drnek kesitler

(Doku reaksiyonunun gok 6n planda oldugu gérilmektedir)
(Minimal doku reaksiyonu gézlenmektedir)

Sekil 2.7. Vicryl® ve kitosanin olusturdugu doku reaksiyonunun mikroskopik
goranimu

Kitosan, vlcutta var olan glikozaminoglikanlar ve hyaluronik asitle yapisal
benzerliklere sahiptir ve reaktif amino gruplarinin varligi nedeniyle organik
kimyasal ve biyolojik igslevlerin gergeklestiriimesi noktasinda c¢ok uygun bir
biyomalzemedir. Kitin ve kitosanin makrofajlar Uzerinde uyarici etkiye sahip
olduklari ve notrofillerin iglevlerini arttirdiklar gosterilmigtir (Suh et al., 2000). Bu
Ozellikleri sayesinde kazandiklari antibakteriyel ve kanama durdurucu islevleri,
bunlari yara iyilesmesine yonelik biyotip uygulamalarinda ¢ok etkili dodal polimerik

biyomalzemeler haline getirmistir (Burkatovskaya et al., 2006). Daha da 6tesinde
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yikilimlari sonucu olusan oligomerlerin makrofaj fonksiyonlarini arttirdiklari
belirlenmistir. Biyobozunum sonucu olugan N-asetilglikozaminin, deri dokusunun
ana bileskesi olmasi nedeniyle doku iyilesmesinin ¢cok daha az skar olusumu ile
sonuglandigi gosterilmistir. Bu nedenlerden dolayi, kitosan ¢ok basarili bir yara

iyilestirici biyomateryaldir.

Kitosan Uzerindeki pozitif elektrik yiku, onun mukéz membranlarin negatif elektrik
yuku ile etkilesmesini saglayarak mikdéz membranlara baglanmasinda artisa
neden olur ki, bu mekanizma, bircok kitosan-bazli biyoyapigkan ilag/asl tasima
sistemleri Uzerine calismalara ilham kaynagi olmustur (Martinac et al., 2005).
Akigkanlar icerisinde ¢o6zunebilme 6zelligi nedeniyle jel, nanofiber, nanokurecik ve
mikroklrecik gibi bircok sekilde Uretilebilirligi ve c¢ok Ust dizey biyouyumluluk
Ozellikleri sergilemesi kitosani, ila¢g tasima sistemlerinde ve doku muhendisligi
uygulamasi olarak doku iskelelerinin yapiminda umit vaad eden bir biyomalzeme
olarak ilgi odagi haline getirmigtir. DNA ile birlesme 6zelligi sergilemesi nedeniyle
gen tasima sistemlerinde de arastirmalara konu olmustur (Mao et al., 2001).
Kitosanin kikirdak, deri ve kemik muihendisligi uygulamalarinda doku iskelesi
olarak kullanimi Uzerine de c¢alismalar yapilmaktadir (Shi et al., 2006). Hucre
membraninin gegirgenligini artirma o6zelligi ve mukdz membranlarla birlesme
egilimi, kitosanin agizdan ya da burundan asi uygulamalarinda kullanimini
gundeme getirmigtir. Bu mekanizmadan hareketle kitosan bazli, solisyon ya da

mikrokurecik seklinde birgok asi formulasyonu gelistirilmistir.
2.9. Polimerik Fiberler

Fiberler olarak bilinen doku muhendisligi malzemeleri; dogdal, sentetik, organik ve
inorganik olmak Uzere genis bir spektrumu icermektedir. Fiber, boyu ¢apinin en az
100 kati olan malzeme olarak tanimlanir, ancak yapay fiberler duyulan
gereksinime gore istenen boy/gcap oraninda sentezlenebilirler. Hem dogal, hem de
sentetik fiberler biyotip uygulamalarinda yaygin olarak kullaniimaktadirlar.
Ozellikle tipta yaygin kullanim alani bulan polimerik fiberler kuru egirme, islak

egirme ve eriterek egirme yontemleri ile elde edilebilirler.
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2.9.1. Polimerik fiber tGretim teknikleri
2.9.1.1. Eriterek egirme

Eriterek egdirme yontemi kismen daha kolay bir teknik gerektirir. Bu ydontemde,
erimis polimer, Uzerinde “spineret” adi verilen, ¢ok sayida delikler bulunan bir
plakaya yuksek basingla pompalanir. Sivi polimer spineret ylzeyinden asagiya
dogru akarken sogutucu gazlar araciligiyla katilasir. Daha sonra fiberler, ilk
hizlarina uygun bir sekilde bir makara Uzerine sarilir, sonrasinda da isitilarak
gerilirler. Son olarak fiberler, sait bir hizla dénen bobin tGzerine sardirilirlar. Isinin
fazla olmasi, polimerlerin monomere donluserek vyapisinin bozulmasina ve
hidrolize neden olabileceginden islem mumkin olan en dusuk sicakliklarda

gergeklestiriimelidir.
2.9.1.2. Kuru egirme

islemin adi kuru egirme olarak gegse de, islemin baslangicinda kullanilan ¢dziici
nedeniyle polimer islaktir. Kuru egirmede isleme, polimeri organik bir ¢éztclde
cozerek baslanir. Bu asamada polimer, bazi katkilarla karistirilabilir. Polimer
solisyonu spinneret plakasindaki ince deliklerden gecgerken fiberler olusur.
Kullanilan sicak hava ya da gazlar araciligiyla, filamanlar ¢éztcuden arindirilir.
Hem eriterek egirme, hem de kuru egirme islemlerinde poli(laktit), poli(glikolid),
poli(kaprolakton) ve bunlarin ko-polimerlerinden ticari dretim amaclanan

biyobozunur fiberler elde etmek mimkunddr.
2.9.1.3. Islak egirme

Islak egirme, fiber edirmede kullanilan en eski yontemdir. Kuru egirmede oldugu
gibi, polimer uygun bir ¢ozici icerisinde ¢ozundr. Ancak spineretten gecerken,
polimer bir ¢oktirme banyosuna girer. Bu banyo hem polimerin kimyasal olarak
¢okmesini saglar, hem de ¢6zuclyu ortamdan uzaklastirarak filamani sertlegtirir.
Islak egirme ile diger iki egirme yontemi arasindaki farklilik, 1slak egirmede egirme
isleminin, vizkositesi ¢gok daha ylksek bir sivi igerisinde olmasidir. Islak egirme
yontemi, daha ¢ok kuru ya da eriterek egirme yontemi ile elde edilemeyen kitin ve
kitosanin Uretiminde kullanilir. Hidroksil, asetamido ve amino gruplarindan

kaynaklanan guglU zincirler arasi kuvvetler, kitin ve kitosanin erime sicakligini
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yukseltirler. Bu nedenle, kitin ve kitosan eldesinde eriterek egirme yontemini
kullanmak mimkun degildir. Bunun yani sira bu iki dogal polimer, sadece ¢ok
yuksek kaynama sicakliklari olan polar ¢oziculerde ¢ozunebilirler. Kitin fiberleri
olusturma noktasinda, bir¢ok ¢6zucU-¢oktirict sistemi denenmistir. Kitin
fiberlerinin egirilebilirligi, coktirme banyosunun isisinin arttirilmasi ya da uygun bir
plastiklestirici eklenmesi ile artirilabilir. Iyi mekanik dzelliklere sahip fiberler elde
etmek icin, islemin sonunda baz fiziksel ya da kimyasal islemler uygulanabilir ki,
bu islemlerin de en az egirme islemi kadar, fiberin kalitesi Uzerine etkisi oldugu

saptanmigtir (Tuzlakoglu, 2005).
2.9.2. Fiberle gli¢lendirilmis kompozitler

Fiberle guglendirilmis kompozitler; mekanik astunlukleri, metalle
karsilastirildiklarinda asinma gdstermemeleri, iyi baglanma 6zellikleri ve tamir ve
yenilenme kolayhgi gibi 6zellikleriyle bircok doku muhendisligi uygulamasinda
diger biyomalzemelere tercih  edililer. Fiber malzemelerin  ¢aplari;
mikrometrelerden (10-100 pm gibi) nanometrelere degistiginden, polimerik
malzemelere eklendiginde ¢ok buylk yuzey alanlar saglamalari, bukulebilirlik
Ozelligini cok arttirmalari ve Ustin mekanik Ozellikler (sertlik ve dayanikhlik gibi)

saglamalari cok dnemli avantajlardir.

3 c¢esit guclendirme bulunmaktadir: Kisa fiberler ile, kesintisiz fiberler ile ve
pargaciklar (tozlar) ile. Ozellikle fiberle gliglendirme yapilmis sentetik kompozit
malzemelerde, fizyolojik oldugu kadar mekanik Ozelliklerin bircogu da bazi
degdiskenlere baglidir. Bunlar; ana malzemenin mekanik ve fizyolojik 6zellikleri ve
yapisal icerigi, guclendirme sekli, guclendirme malzemesi ve matriksi olusturan
yapllar arasinda meydana gelen baglar seklinde siniflandirilabilirler. Bu
parametrelerdeki degisiklikler degisik performansta kompozit malzemelerin

olugmasiyla sonugclanabilir.
2.9.2.1. Guglendirme malzemeleri

Biyouyumlu olan fiber ve parcaciklar, biyokompozit malzemelerin

guglendiriimesinde kullanilabilirler.
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2.9.2.1.1.Karbon fiberler

Karbon (ayni zamanda “grafit” olarak da bilinir); biyouyumlulugu, inert davranigi,
yuksek modul ve gugclulik sergilemesi, direncliligi ve nem emici 6zelligi nedeniyle
guglendirmede yaygin olarak kullaniimaktadir. Total diz ve kalga protezleri ile, ig
ve dig fiksatorler, ortopedik vida ve plakalar basta olmak Uzere agirlik tasima
gerektiren birgok biyotip uygulamasinda karbon fiberlerin guglendirici etkisinden

yararlaniimaktadir.
2.9.2.1.2.Cam fiberler

Biyokompozit Uretiminde yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Daha ucuz olmakla
birlikte karbon fiberlere nazaran daha az biyouyumludurlar. Ancak seffaf
olmalarindan kaynaklanan ustinlukleri nedeniyle saglamhigin geri planda kaldigi

estetik uygulamalarda tercih edilirler.
2.9.2.1.3.Aramid fiberler

Aramid fiberler; polimid ve poliamid gibi polimerlerden yapilirlar. Birgok polimerik
fiber, genelde yeterli saglamlik ve dayanikliiga sahip olmamakla birlikte aramid
fiberler bunun istisnasidir. Molekuler yapidaki oynamalarla degisik 6zelliklerde
sentezlenmeleri mimkindur. Yiksek dayaniklilik o6zelligi sergilerler. 300°C'ye

varan isilarda kullanimlart mimkunddar.
2.9.2.1.4.Diger polimerik fiberler

Ultraylksek agirlikli polietilen fiberler buna bir érnektir. Cok dusuk yogunluklu olup

cok hafiftirler, alkalilere ve neme direnglidirler, agsinmaya karsi ¢ok dayaniklidirlar.
2.10. Sitotoksisite

Doku ve hucre kulturleri, uygun testlerle birlikte uygulandiginda biyouyumlulugun
¢ok basarili bir belirleyicisidirler. Birgok 6zel ve detayli hicre kilturt ydntemi,
malzeme Uretiminde vya da islenmesinde kullanilan  hammadelerin
biyouyumlulugunun degerlendiriimesinde kullaniimaktadir. Hlcre ya da doku
kultdrd yonteminin; ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi, insan dokusunda

biyomalzemenin denenmesine olanak saglamasi, toksik malzemelere duyarli
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olmasi, doz-yanit egrisi olusturabilmesi gibi avantajlari bulunmaktadir. Bunun
disinda ¢abuk ve kantitatif sonug vermesi ve direk inceleme ya da odlgime izin

vermesi gibi ¢cok olumlu yanlari da bulunmaktadir.

Sitotoksisite testlerinin amaci, tibbi araglarda ya da tibbi ara¢ parcalarinda
kullanilan polimer ve elastomer pargalarin, memeli hicre kalttrleri kullanilarak,
biyouyumlulugunun saptanmasidir. Sitotoksisite yontemleri; hicre 6lumu de dahil
olmak Uzere, bazi hlcresel ve hucrei¢i yapilarin ve/veya fonksiyonlarin kaybini

Olcer.

Bircok sitotoksisite yontemi tanimlanmistir. Bunlar; mikrofizyometri (metabolik hiz
Olciima), uridin uptake inhibisyonu (membran hasari), nétral kirmizi uptake (genel
sitotoksisite), total protein (genel sitotoksisite), koloni olusturma etkinligi (6limcal
sitotoksisite), floessein sizinti testi (hlGcre membran hasari), MTT boya
reduksiyonu (mitokondria hasari), kristal viyole boyanma (6lumcul sitotoksisite),
alkalen fosfataz salinimi (membran hasari), hicreigi ATP belilenmesi (genel

metabolik toksisite).
2.10.1.MTT testi

MTT testi ise, in vitro kosullarda uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontem olup,
hdacrenin canliligina dayanarak sitotoksisiteyi 6lgme prensibine dayanir. Bu
yontem; hizli, kolay ve yuksek oranda dogruluga sahiptir. Bir tetrazoliyum tuzu
olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdar); canli hucre
mitikondrisinde bulunan siksinat dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglanarak
islev goren sari renkli bir maddedir. Bu baglanmanin sonunda; suda ¢éziinmeyen,
ancak izopropanol gibi organik ¢ozucilerde kolayca ¢6zinen koyu mavi renkte
kristaller olusur. Co6zunmuds olan bu boya, konsantrasyona bagimii
spektrofotometrik yontemle gorindr bir dalga boyunda 6lculebilen absorbanslar
vermektedir. Bu yolla, indirek olarak ol¢llen hicre metabolik aktivitesi, yasayan
hlcre sayisi ile iliskilendiriimektedir. Hizli, kolay ve ¢ok sayida érnegin kisa surede
caligilabildigi bir test olmasi nedeniyle tercih edilen ve yaygin olarak kullanilan bir

yontemdir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolimde tez kapsaminda gergeklestirilen calismalar ¢ ana baslik altinda
sunulmustur. Birinci bdlimde poli(L-laktat)-poli(etilen glikol) (PLLA-PEG) blok
kopolimerinin sentezi ve karakterizasyonu, ikinci bolumde fiberlerin hazirlanmasi
ve Uretilmesi, Uclncl bolumde ise doku iskelelerinin hazirlanmasi ve

karakterizasyonu ile ilgili olarak yapilan deneysel ¢alismalar tanitilmigtir.
3.1. Polilaktat-PEG Blok Kopolimerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Polietilen glikol ve laktat blok kopolimerleri katalizér olarak kalay oktoat
kullanilarak daha 6nce grubumuzun c¢alismalarinda basariyla uygulanan
kosullarda gergeklestirilmistir. Kopolimerler GPC, NMR, DSC, FTIR gibi yontemler
kullanilarak karakterize edilmigtir. Deneysel c¢alismalar asagida verilen alt

basliklarda ayrintili olarak sunulmustur.
3.1.1. PLLA-PEG blok kopolimerinin sentezi

PLLA-PEG blok kopolimerlerinin sentezlenmesi amaciyla L-laktat (LLA) (Purac,
Almanya) dimeri, ve 6000 molekul agirliginda poli(etilen glikol) (PEG 6000)
(Aldrich, Almanya) ve katalizor olarak kalay oktoat (SnOcty;) (Sigma, ABD)
kullanilmigtir. Laktat dimeri yapisal olarak nem ¢eken bir maddedir. Bu nedenle
kullanilmadan 6nce toluen iginde 70°C’de ¢6zulmus (agirlikca 30%) , daha sonra
yavas yavas oda sicakligina sogutulup kristallesmesi saglanmistir. Kristallenen
dimer filtre edilip, tolienin uzaklasmasi amaci ile vakum altinda kurutulmustur.

PEG ve ¢oziculer satin alindidi gibi kullaniimistir.

TUm polimerizasyonlarda PEG/LLA dimeri orani 1/300 mmol/mmol olacak sekilde

sabit tutulmustur. Dimer/katalizér orani agirlikga 1000°dir.

Kopolimerizasyon yiginda cam tup tipi reaktorlerde gerceklestiriimistir. Buradaki
polimerizasyon reaksiyonu  Sekil 3.1’de  sematik  olarak  verilmigtir.
Polimerizasyonlar onceki calismalarda elde edilen bulgular i1sidinda PEG/LLA
dimeri orani 1/300 mmol/mmol ve dimer/katalizér orani 1000 olacak sekilde
gerceklestirilmigtir. LLA dimeri ve PEG 6000 belirtilen oranda karistiriimis reaktore
konmus, reaktorin bulundugu silikon banyosu sicakhigi 116°C’a getirilmistir.

Karisimdan 15 dakika sure ile yuksek safliktaki azot gazi gegiriimis ve belirtilen
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oranda katalizor ilave edilmistir. Azot gazi gegirmeye devam edilerek katalizorin
sivi fazda tamamen dagiimasi saglanmigtir. Karsimin tamamen gergeklesmesinin
ardindan reaktorin agzi kapatilip sicakhgr 120°C olan etlv igerisine alinmis ve
polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in bu kosullarda 24 saat bekletiimistir. Oda
sicakligina sogutulan reaktordeki polimer susuz kloroformda ¢dzilmus ve soguk
metanol ile (-18°C) ¢okturiimustur. Reaksiyona girmemis PEG’in uzaklastiriimasi
amaciyla distile su ile yikama islemi gerceklestiriimistir. Bu iglemlerin ardindan

elde edilen kopolimer vakum altinda etlivde kurutulup ve 4°C’de saklanmistir.
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Sekil 3.1. Isi ve katalizor varliginda PLLA-PEG kopolimerizasyon reaksiyonu
3.1.2. PLLA-PEG Blok kopolimerinin karakterizasyonu

Sentezlenen PLLA-PEG blok kopolimerleri cesitli yontemler ile karakterize
edilmigtir. Polimerlerin molekdl agirhigi tayini igcin GPC (“Jel Gegirgenlik
Kromatografisi”) (Shimadzu, Japonya) kullaniimigtir. Dar molekul agirhgi
dagilimina sahip polistiren standartlar (Merck, Almanya) kullanilarak kalibrasyon
islemi gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi ve mobil faz akis hizi sirasiyla 25°C ve

1.0 ml/dak olarak segilmigtir.

NMR spektrum dlgumleri, 400 MHz ve 13°C sabit sicaklikta galistirilan bir NMR-
spektrofotometresi (Brucker UltraShield 400, Almanya) kullanilarak kaydedilmigtir.
Numuneler CDCl; igerisinde ¢ozunmus (1 ml igerisinde yaklasik 4 mg polimer) ve
dahili standart olarak tetrametilsilan kullanilmigtir. Kimyasal kaymalar ppm

cinsinden verilmigtir.

Kopolimerlerin 1sil 6zelliklerinin incelenmesi, erime ve camsi gegis sicakliklarinin
belirlenmesi amaci ile Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) (Shimadzu DSC-
50, Japonya) kullaniimistir. Calismalar 10 °C/dak’lik bir 1sitma hizinda 25°C’den
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200°C’ye kadar supurici gaz olan azot atmosferi (100 mil/dak) altinda

yarutdlmastar.

FTIR spektrumlari 1500-4000 cm™ dalga boyu araliginda ATR-FTIR (Shimadzu
DR 8101, Japonya) cihazi ile incelenmistir. Farkli spesifik gruplara ait pikler
spektrumlarda gosterilmektedir.

3.2. Fiberlerin Hazirlanmasi ve Uretilmesi

Sunulan tez kapsaminda iki hazir ameliyat ipliginden (“katgut” ve “vikril”) elde
edilen fiberler ve c¢aligmada islak egirme (“‘wet spinning”) ile dretilen kitosan
fiberler kullanilmistir. Katgut hayvan bagirsaklarindan elde edilen dogal kolajen
esasli fiberlerden olusan biyobozunur bir ameliyat ipligidir; cok uzun yillardir klinik
olarak kullanilmaktadir. “Vikril” ticari adi ile satilan ameliyat iplidi, ¢cok Kkatli
polilaktat/glikolat kopolimerlerinden sentetik olarak Uretilmektedir. En yaygin ve en
basarili biyobozunur ameliyat ipligidir. Uctincl fiber tiiri ise kitosandir; yine dogal
kokenli bir polimerdir, pozitif yukli olmasi nedeni ile 6zel uygulama alanlar bulmus

bir biyomateryaldir. Sunulan ¢alismada istenilen gapta Uretimi gergeklestirilmistir.
3.2.1. Katgut fiberlerinin hazirlanmasi

Calisma kapsaminda Ug¢ farkli ¢capta (2/0, 4/0 ve 6/0 olarak adlandirilan; sirasiyla
395 um, 245 ym ve 192 ym ¢aplarinda) katgut fiber (Boz Absorbable Sterile Plain
Catgut, PC1261, PC1000 ve PC 1229) Orhan Boz (Ankara) firmasindan temin
edilmistir. Bu farkli ¢apl fiberlerden; 1, 3 ve 6 mm olmak Uzere 3 farkli uzunlukta
fiberler, kesilerek hazirlanmistir. ikinci gruptaki calismalarda ise ayni boyda
olanlardan ug¢ farkli ¢apta olanlar (395 ym, 245 pm ve 192 pm) kullaniimigtir.
“Jelatin/HA/okside dekstran” dan hazirlanan doku iskelelerine hazirlama sirasinda
bu fiberlerden farkh miktarda yuklenerek hem fiber ¢apinin hem de uzunlugunun

etkileri arastirilmigtir.
3.2.2. Vikril fiberlerinin hazirlanmasi

Vikril poli(glikolat-laktat) kopolimeridir. Sunulan c¢alismada bu kopolimerden
uretiimis Uc¢ farkh capta fiber kullaniimistir. Bunlardan ikisi; 2/0 ve 3/0 olanlar,
(Polyglactin 910, Violet Braided Absorbable Suture, W9136 ve W904H) Ethicon

firmasindan (ABD) satin alma yoluyla temin edilmistir. Uglinclsl, 4/0 olan,
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(Absorbable Synthetic Braided Violet, Surgical Suture, LS7062) Orhan Boz
Firmasi’ndan temin edilmistir. Bu ipliklerden 1, 2 ve 4 mm uzunlugunda farkli ¢ap
ve uzunluklarda fiberler kesilmigtir. Bu fiberlerden PLLA-PEG blok kopolimerine

farkl miktarlarda yuklenerek fiber dolgulu doku iskeleleri elde edilmigtir.
3.2.3. Kitosan fiberlerinin islak egirme yontemi ile Uretilmesi

Bu boélimde “Islak Egirme Ydntemi” ile farkli ¢aplarda kitosan fiberler Uretilmistir.
Kitosan (Fluka Biochemica 22741, Isvicre), asetik asit (Merck K27574156,
Almanya), sodyum sulfat (AnalaR 10264, Almanya), sodyum hidroksit (Merck
B639062, Almanya) ve mutlak etanol (Carlo Erba, 4146082, Almanya), satin
alinma yoluyla temin edilmis ve dogrudan kullaniimistir. Fiber Uretimi icin siringali
pompa (Kent Scientific, ABD) ve 3 farkli ¢apta igne (0.7, 0.9 mm Mediplus,
Hindistan ve 0.8 mm Ayset Steril Siringa, Turkiye) kullaniimigtir.

0.33 g kitosan, 7.5 ml %Z2’lik asetik asit ¢Ozeltisi icerisinde karistirilarak 1 gin
suresince oda sicakliginda c¢ozulmastir. Cozelti daha sonra siringall pompa
araciligi ile sabit hizda (0.66 ml/saat) ¢oktirme ortamina (15 ml 0.5 M Na,SO,, 5
ml 1 M NaOH ve distile su) enjekte edilerek fiber olusumu saglanmigtir. Fiberler
sentezlendikten sonra 24 saat boyunca ¢oktirme ortaminda bekletilmistir. Fiberler
distile su ile birka¢ kez yikanmig, daha sonra %30’luk etanol igerisinde 4 saat,
%50’lik etanol igerisinde 1 gece bekletiimislerdir. Sonrasinda silindirik plastik kalip
Uzerinde oda sicakhidinda kurumaya birakilmiglardir. Farkh ¢apta (298 um, 207 ym
ve 176 ym) kitosan fiberlerden farkli yikleme oranlarinda hazirlanarak PLLA-PEG

kopolimerlerine yuklenerek doku iskeleleri hazirlanmistir.
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Sekil.3.2. “Islak Egirme Yontemi” ile kitosan fiber Gretimi
3.3. Doku iskelelerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Sunulan tez calismasi kapsaminda Sekil 3.3'de gorulen sogutma sistemi
(kriyostat) kullanilarak kriyojel teknigi ile farkli 6zelliklerde doku iskeleleri
hazirlanmistir. Kriyojeller iki farkh polimerden; PLLA-PEG ve jelatinden Uretilmistir.
Tez kapsaminda sentezlenen PLLA-PEG kopolimerlerine satin alinma yoluyla
temin edilen sentetik biyobozunur vikril ameliyat ipliklerinden elde edilen fiberler ve
dogal kokenli kitosandan baglanarak “islak egirme” ile Uretilen fiberler yuklenmistir.
Jelatin esasli kriyojellere ise yine satin alma yoluyla temin edilen dogal kokenli
katgut ameliyat ipliklerinden elde edilen dogal biyobozunur fiberler kullanilmigstir.
Fiberlerin polimer faza yuklenmesi kriyojelasyon sirasinda gerceklestiriimistir.
Kullanilan fiber gap ve boyutlari ve yukleme orani degistiriimistir. Doku iskelelerinin

hazirlanmasi ile ilgili izlenen yontemler asagida iki ayri alt grupta sunulmustur.
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Sekil 3.3. Doku iskelelerinin hazirlanmasinda kullanilan kullanilan sogutma
(kriyostat) sistemi

3.3.1. Jelatin esasli doku iskelelerinin hazirlanmasi

Jelatin esasli kriyojellerin hazirlanmasi igin; jelatin (Sigma G7765, ABD), dekstran
(Biochemica A2249, molekul agirligi: 40000, Almanya), sodyum periodat (Merck,
Almanya), diamonyum hidrojen fosfat (Merck, Almanya), kalsiyum hidroksit
(Merck, Almanya) ve seluloz diyaliz membrani (Sigma, ABD) kullaniimistir. Doku
iskelelerinin hazirlanmasinda once capraz baglayici okside dekstran sentezi
gerceklestirilmis, daha sonra kriyojeller hazirlanmistir. Bu iki adim asagida iki alt

grupta sunulmustur.
3.3.1.1. Dekstran oksidasyonu

Sunulan ¢alismada jelatin fazinin c¢apraz baglanmasi igin kullanilan okside
dekstran S$Sekil 3.4'de sematik olarak gosterilen periyodat oksidasyonu ile
hazirlanmistir. 5 g (0.0309 mol) dekstran (Molekul agirhigi: 40000) 50 ml saf su
icerisinde ¢6zulmls ve igerisine 6.6 g (0.0309 mol) sodyum periodat (molekdl
agirhgr: 213,9 g/mol) ilave edilmigtir. Reaksiyon karanlikta, oda sicakhginda 1 saat
surede gerceklestiriimigtir. Elde edilen okside dekstran, 4°C’da Ug¢ gun suresince

distile suya karsi (belli araliklarla degistirilen) diyaliz islemine tabi tutulmustur.
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Uriin bir giin boyunca -10°C’da birakilmis ve daha sonra 1.5 giin siresince
liyofilize edilerek kurutulmustur. Kuru okside dekstran sonraki kullanimlar igin derin

dondurucuda saklanmistir.
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Sekil 3.4. Dekstranin sodyum periodat ile oksidasyonunun sematik gérinumu
3.3.1.2. Hidroksiapatit yuklu jelatin kriyojellerin hazirlanmasi

Hidroksiapatit (HA) yukla jelatin kriyojellerin  hazirlanmasinda ilk adim HA
partikulleri igeren suspansiyonlarin hazirlanmasidir. Bunun igin 0.3 M diamonyum
hidrojen fosfat ¢ozeltisi hazirlamak Uzere; 0.594 g diamonyum hidrojen fosfat
(Molekdl agirligri: 132.06 g/mol) 15 ml distile su igerisinde ¢ozulmugstir. Benzer
sekilde, 0.5 M kalsiyum hidroksit ¢Ozeltisi hazirlamak Uzere; 0.555 g kalsiyum
hidroksit (Molekul agirligi: 74.09 g/mol) 15 ml distile su igerisinde ¢ozulmustur.
Daha sonra 15 ml diamonyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi, 15 ml'lik kalsiyum hidroksit
¢Ozeltisi icerisine manyetik karistirici Uzerinde surekli karisma ortami saglanarak
damla damla ilave edilmistir. Homojenitenin saglanabilmesi amaciyla stuspansiyon
2 saat slresince karisma islemine tabi tutulmustur. Bu islem sirasinda HA

partikulleri olusmus ve HA partikallerini igeren sulu stuspansiyonlar elde edilmigtir.

Jelatin doku iskelelerinin hazirlanmasi i¢in 0.44 g %45’lik jelatin 4.5 ml'lik HA
suspansiyonuna ilave edilmistir ve iyice karismasi saglanmistir. Cozelti daha
sonra buz kaliplari Uzerine alinmistir. Sekil 3.5'de sematik olarak gosterildigi gibi
jelatin’in g¢apraz baglanmasi amaciyla sunulan c¢alisma kapsaminda okside

dekstran kullanilmigtir. %4’lUk okside dekstran ¢ozeltisi hazirlamak Uzere; dnceki

o4



adimda hazirlanan 0.16 g okside dekstran 4 ml distile su igerisinde ¢ozulmustar.
0.5 ml'lik %4’luk okside dekstran g¢odzeltisi jelatin/hidroksiapatit karigsimina ilave
edilmistir. Bu karisim 8 mm ¢apli bir ucu kapal kiguk cam tuplere aktarilmigstir.
Tupler -12°C’da etanol ile sogutulmus kriyostat cihazi igerisine konulmustur. 1 saat
boyunca kriyostat cihazi igerisinde -12°C’da bekletiimiglerdir. 1 saat sonrasinda
kriyostat cihazi igerisinden c¢ikarilan tipler 24 saat suresince derin dondurucuda,
24 saat suresince de %70’lik etanol icerisinde bekletilmislerdir. Kriyojeller 4°C’da

saklanmislardir.

Bu kriyojellere farkli ¢aplarda (395 ym, 245 pym ve 192 uym), boylarda (1 —3 — 6
mm) ve miktarlarda (0.066 — 0.05 — 0.1 g fiber/0.2 g jelatin) katgut'den hazirlanan
fiberler ilave edilmistir. Bunun igin reaksiyon ortamina c¢apraz baglayici ilave
edilirken fiberler de konmus ve homojen dagihimlari saglanmigtir. Daha sonra

sogutma ve kriyojelasyon iglemleri yukarda belirtilen sekilde uygulanmistir.
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Sekil 3.5. Jelatin’in oksidekstran ile gapraz baglanmasi
3.3.2. PLLA-PEG doku iskelelerinin hazirlanmasi

PLLA-PEG kriyojel hazirlanmasi da jelatin kriyojellerin dretiminde kullanilan
kriyostat sisteminde gercgeklestirilmistir. %5 (agirlik/hacim) konsantrasyona sahip
0.25 g polimer ¢ozeltisi 5 ml 1,4-dioksan igerisinde ¢dzulmustir. Cozelti 8 mm
capl tiplere konmus, -20°C’de 3 saat sure ile kriyostatda tutulmustur. Bu surenin
sonunda donmus yapl, ayni sicakliktaki etanol icerisine alinarak -12 °C’lik
sogutucu igerisinde 12 saatlik slUre ile ¢ozlicu fazin ekstraksiyonu igin
bekletilmistir. Ekstraksiyon islemi 1 gin suresince +4°C’de devam etmis, duzenli
araliklarla etanol, ayni sicakliktaki taze etanol ile yenilenmistir. Elde edilen doku
iskeleleri azalan etanol konsantrasyonlarinda (% 95, 75, 50, 25 ve 0) su ile

yikanmisg ve 4°C’da saklanmiglardir.
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Bu kriyojellere farkh boylarda (1- 2— 4 mm) ve miktarlarda (0,0625 - 0,083 - 0,125
g fiber/0.25g PLLA-PEG) vikrilden hazirlanan fiberler veya farkli caplarda (298-
207— 176 uym) ve miktarlarda (0,0625 - 0,083 - 0,125 g fiber/0,25g PLLA-PEG)
kitosan fiberler ilave edilmistir. Bunun icin tUpler igindeki polimer ¢ozeltilerine
kriyostata alinmadan fiberler de konmus ve homojen dagilimlari saglanmigtir.
Daha sonra sogutma ve kriyojelasyon islemleri yukarda belirtilen sekilde

uygulanmistir.
3.3.3. Doku iskelelerinin karakterizasyonu

Jelatin ve PLLA-PEG polimerlerinden hazirlanan kriyojeller ve bunlarin fiber
dolgulu formlar gesitli yontemler ile karakterize edilmistir. Bu yontemler asagida

kisaca tanitilmistir.

Doku iskelelerinin kimyasal yapi analizi Bolum 3.1.2'de belirtilen sekilde FTIR ve
NMR ile yapiimistir. Yine ayni bolumde belirtilen sekilde 1sil davraniglari DSC ile

bulunmustur.

Kriyojellerin en dnemli 6zelliklerinin baginda hizli ve 6nemli miktarda sismeleridir.
Bunun icin kriyojeller elde sikilmis ve kagit ile kaba islakliklari alinmis ve
tartimistir. Daha sonra sulu ortama konularak sismeleri izlenmistir. Kriyojellerin
hemen hemen hepsinin 1-2 dak icinde sistikleri gozlenmistir. Sismis halde yine
kagit ile kurutulan kriyojellerin agirliklari bulunmustur. Asagidaki ifade ile “yluzde

sisme” deg@erleri hesaplanmigtir.
“Ylzde Sisme” = {(son tartim —ilk tartim) / son tartim } x 100

Kriyojel doku iskelerinin mekanik o6zellikleri ve dayanimlari Sekil 3.6’da fotografi
verilen bir mekanik test cihazinda (Llyod Instruments, LK-5K, ingiltere) sikistirma
modunda analiz edilmistir. Testler oda sicakliginda 500 N kuvvet ile 10 mm/dak
sabit sikistirma hizi ile gergeklestiriimis; sikistirma gerilimine karsi %boyut

degistirme degerleri kaydedilmistir.
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Kriyojellerin gézenek yapilari bir Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, Hitachi TM-
1000, Japonya) ile goéruntilenmistir. Bu amacla sulu ornekler kademeli olarak

etanol kullanilarak suyu giderilerek ve kaplama yapilmadan incelenmiglerdir.

Kriyojellerin sulu ortamlarda bozunma hizlari tamponda (PBS ¢dzeltisinde, pH:
7,4) zamana karg! agirlik azalmasi ile belirlenmistir. Bu amagla; her bir érnekten 1
cm’lik 4 adet kesit alinmigtir. Agirliklar tartilmis ve kaydedilmistir. Daha sonra
hazirlanan PBS ¢ozeltisi igerisine sodyum azid (mikrobiyal kontaminasyonu
oOnlemek icgin) ilave edilerek, kesitler kiigik cam siseler igerisindeki bu ¢ozelti
icerisine alinmistir. Hazirlanan her bir kesitin 2., 4., 6. ve 8. haftanin sonunda
agirliklar tartilmis ve kaydedilmigtir. Bozunma hizlari karistirmasiz ortamda oda

sicakliginda yapilmistir.

Sekil 3.6. Sikistirma testlerinde kullanilan mekanik test cihazi (Llyod Instruments
LK-5K, Ingiltere)
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Sekil 3.7. Biyobozunma test sistemi.

Kriyojellerin hiicre canliligi Gzerindeki etkileri MTT testi ile belirlenmigtir. MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazolium) (Sigma, ABD) ‘den temin edilmistir.
Yapilan ¢alismada MTT, hem dogrudan hem de dolayli sitotoksisitenin tayini igin

kullaniimistir.

MTT testi 96 kuyucuklu plaklarda gercgeklestiriimistir. Bu plaklarin satirinda 12
kuyucuk, stitununda ise 8 kuyucuk bulunmaktadir. ilk siituna sadece hiicre ekimi
yapilmis; higbir aktif madde ile etkilestiriimemistir. Bu sttun pozitif kontrol olarak

kullanilmig ve en yuksek absorbans bu sutunda elde edilmistir.

Calismada vikril katkili PLLA-PEG kriyojel, kitosan katkili PLLA-PEG kriyojel, fiber
katkisiz PLLA-PEG kriyojel, fiber katkisiz jelatin/HA kriyojel ve katgut katkili jelatin
kriyojellerin sitotoksisite arastirmasi yapilmigtir. Her bir o6rnek igin 4 kuyucuk
kullanilmigtir. YUzde canllik hesaplanirken bu 4 kuyucuktan alinan absorbans
degerleri degerlendirilmistir. Orneklerde 48 saat siire sonucunda olusan
sitotoksisiteleri belirlenmigtir. MTT testi icin 96 kuyucuklu plakalara L929 Fare
Fibroblast hucreleri ekilmistir (10.000 hicre/kuyu) ve hicreler DMEM/F12
(Dulbeco’s Modified Eagle Medium), %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve % 0.5
Penisilin Streptomisin antibiyotik ¢ozeltisi icerisinde inkibe edilmistir. Dogrudan
sitotoksisite tayini igin; orneklerden esit boyutta kuglk parcalar, hicreler ile
etkilestirilmistir. Dolayli sitotoksisite testi i¢cin drnekler hicre besiyeri igerisinde

inkUbe edildikten sonra bu besiyeri kuyulara aktarilarak hicrelerin bu besiyeri ile
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inkUbe edilmesi saglanmistir. Sonuglar 570 nm’de absorbans okuyan c¢oklu plak

okuyucu spektrofotometre kullanilarak elde edilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan calismada kriyojellerin hazirlanmasinda kullanilan ilk polimer PLLA-PEG
kopolimeridir. Bu kopolimerler ve benzerleri H.U., Biyomiihendislik AD’de baska bir
doktora tezi kapsaminda, Dr. Sinan Egri tarafindan sentezlenmis, kriyojeller
hazirlanmis ve deney hayvanlarinda kranial defektlerin iyilesmesinde doku
iskeleleri olarak kullanilabilirlikleri ayrintili olarak arastiriimistir. O tezde de kriyojel
olusturmada bu polimerin secilmesinin nedeni bu tezinde genel bilgilerinde
aciklandigi gibi hem PLLA'In biyomateryal olarak en yaygin kullanilan biyozunur
polimer olmasi hem de PEG in suda ¢6zinebilen en dnemli biyouyumlu sentetik
polimerlerden biri olmasidir. PLLA ve PEG homo ve kopolimerleri toksik 6zellik
gOstermemeleri ve biyobozunur olmalari dolayisi ile bir¢ok farkh biyomedikal
uygulamada (ilag salim sistemleri, implant vb.) tercih edilmektedirler (Anderson et
al., 1976; Schope et al. 1976; Wise et al. 1976; Wise et al. 1978; Wise et al. 1980;
Grijmpa, 1991). PEG; biyoinert bir polimer olarak bilinmektedir ve hucreler ve
proteinler ile etkilesime girmemesi nedeni ile, yuzey 6zelliklerinin degistiriimesinde
¢ok yaygin kullanim alani vardir (Altankov et al., 2000; Amiji ve Park, 1992;
Hubbel, 1995). PLLA ve PEG kopolimerlerinin suda ¢éztinmedikleri ancak %60’a
varan kapasitede su absorplayabildikleri rapor edilmistir (Sawhney ve Hubbell,
1990; Churchill et al, 1985; Cohn ve Younes, 1988).

Sunulan tez olusturulurken PLLA-PEG kopolimerlerinden hazirlanan kriyojellerin
mekanik o6zelliklerinin gelistiriimesi gereksinimi dikkate alinmis ve polimerik
fiberler ile gulglendiriimeleri (“reinforced” edilmeleri) ongorulmustir. Polimerik
fiberler ile plastiklerin guclendiriimesi plastik teknolojisinde 6nemli uygulama
alanlari bulan bir yaklagimdir. Kolay bigim verilebilir olmalari, metallere oranla
daha dusuk yogunlukta olmalari, korozyona kargi dayanimlarinin yanisira, sertlik
ve dayanikllik 6zelliklerinin disik olmasi plastik malzemelerin glglendirilmesi igin
¢alismalar yapilmasina neden olmustur. Bu amagla 1950’li yillarda polimer esasli
kompozit malzemeler gelistiriimigtir. Polimerik kompozitlerin tercih edilmelerinin
nedenleri arasinda; termal kararlilik, yiksek mukavemet, sertlik, asinmaya karsi
direnc gibi 6zelliklerinin yanisira hafif olmalari sayilabilir (Mayer, 1993). Tez
kapsaminda, ilk kez bu c¢alismada bu kriyojellerin iki tar fiber kullanilarak
guclendiriimesi amaglanmigtir. Bunlardan birincisi “vikril” (Ethicon, ABD) ticari

ismiyle bilinen klinik olarak yaygin bir sekilde uygulanan biyobozunur ¢ok flamanli
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ameliyat ipliklerini olusturan fiberlerdir. Bir laktat-glikolat kopolimerinden Uretilen bu
fiberler, PLLA-PEG kopolimeri ile iyi uyusacagi ve yapida kolay ve kriyojel yapida
homojen dagilacadi 6ngorusuyle segilmigtir. Bu fiberlerin ¢aplari ortalama 480,
337 ve 247 pm dir, bunlardan farkli uzunluklarda fiberler kesilmis, PLLA-PEG

kriyojeller olusturulurken yapiya farkl miktarlarda ilave edilmigtir.

ikinci tir fiber kitosandan tez kapsaminda farkli caplarda Gretilmistir. Genel Bilgiler
boliuminde tanitildigi gibi, kitosan bir dogal polimer olan kitinden elde edilen
biyoesasli, yara iyilesmesindeki 6nemli pozitif katkilari olan biyouyumlu dolayisiyla
cesitli biyomedikal uygulamalarda kullanimi arastirilan dnemli bir polimerdir. Tez
kapsaminda “islak egirme” ile farkli ¢aplarda tretilmig, 3 farkli yikleme miktarinda
(Matriks/fiber orani: 2/1, 3/1, 4/1; sirasi ile 0.25/0.125 g; 0.25/0.083 g ve
0.25/0.0625 g ) PLLA-PEG kriyojellere ilave edilmistir.

Tez kapsaminda kriyojel olusturulmasinda degerlendirilen ikinci materyal jelatindir.
Jelatin bagd dokusun temel maddesi olan dogal polimer kolojenin denatire
formudur. Kolojen ve jelatin Genel Bilgiler boliminde ayrintili olarak tanitiimistir.
Satin alinma yoluyla temin edilip bu tezde kullaniimistir. Jelatin kriyojellerin
hazirlanmasinda yeni bir teknik kullaniimigtir. Bu teknik HU, Biyomiihendislik
AD’de devam eden bagka bir doktora calismasinin (ilyas inci) kapsaminda
geligtirilen yeni bir yontemdir. Burada hidroksiapatit (HA) partikGllerinin
suspansiyonu olusturulup; bu ortamda jelatin, oksi dekstran ile ¢apraz bagli
kriyojeller haline donustiriimektedir. Oksidekstran bu galismada da dekstranin
periyodat oksidasyonu ile sentezlenmistir. ilyas inci bu kriyojellerin farkli
Ozelliklerde Uretimi igin ayrintil ¢galismalar yapmaktadir. Sunulan tez kapsaminda
basaril bir protokol izlenerek yalnizca bir tir kriyojel Uretilmistir. Bu tezin amacina
yonelik olarak bu kriyojellerin mekanik 6zelliklerini gelistirmek Gzere fiber dolgusu
yapilmasi 6ngorulmagtir. Jelatin ile uyumlu olmasi nedeniyle yine kolojen esasli
hayvan barsaklarindan dogrudan elde edilen katgut kullanilmistir. Katgut farkl
caplarda satilan ve ¢ok eski tarihlerden bu yana ameliyat ipligi olarak kullanilan bir
malzemedir. Sunulan tezlerde farkl caplarda olanlar satin alinma yoluyla temin
edilmig, farkli uzunluklarda kesilmig ve jelatin kriyojeller dretilirken farkli

miktarlarda yapiya eklenmistir.
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Asagida farkli bolimlerde bu Grlnler ile ilgili sonuglar verilmis cesitli
karakterizasyon yontemleri uygulanarak elde edilen O6zellikleri ayrintili olarak

tanitilmigtir.
4.1. PLLA-PEG Blok Kopolimerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Satin alinma yoluyla temin edilen LLA dimeri ve 6000 Da molekul agirhigindaki
PEG (PEG 6000), Dr. Sinan Egri'nin tezinde uyguladigi ve kriyojel olusumunda
basarili olarak kullanilabilecegini gosterdigi yontemle Cizelge 4.1'de verilen
kosullarda, kalay oktoat katalizérlugunde yigin  polimerizasyonu ile

gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1. PLLA-PEG blok kopolimerinin sentez kosullari

Dimer/PEG orani (mol/mol) 300/1
Polimerizasyon stresi 24 saat
Polimerizasyon sicakhgi 120°C
Monomer/katalizor orani 1000 (w/w)
Atmosfer Azot

Sentezlenen kopolimerinin Deneysel Calismalar Bolimidnde belirtilen sekilde
yapilan GPC ydntemiyle bulunan sayica (M) ve agirlikca (M,) ortalama molekl
agirliklar ve heterojenlik indisi (My/ M,), sirasiyla 18.810, 53.383 ve 2.838dir. Dr.
Egri tarafindan ayni kosullarda yapilan sentezlerden elde edilenlere oldukga yakin
degerlerdir. Burada L-laktat dimeri kalay oktoat katalizorliginde halka agiimasi ile
polimerlesmektedir. Ortamda PEG bulundugu igin PEG in OH ug¢ gruplari ile LLA
in (acilan dimer halkasinin) COOH gruplar transesterifikasyon ile birlesmekte ve
kopolimer  olusmaktadir. Bunun yani  sira LLAIn  kendi basina
homopolimerizasyonu da s6z konusudur. Bu durumda reaksiyona girmeyen
PEG’ler de ortamda bulunacaktir. Ancak onceki ¢alismada belirlenen kosullarda
transesterifikasyonun agirlikli olarak olustugu belirlenmigtir (yaklasik %60 verimle).
Buna ragmen olugsan PLLA homopolimeri ve PEG, Urinden dénceki bolumlerde

belirtilen sekilde uzaklastirilmistir. Uzaklasmamis PLLA ve PEG kalsa da bunun
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kriyojel ve medikal uygulamalarinda ¢ok olumsuz yan etkiler yaratmayacagi
dusunulmektedir.

Sentezlenen kopolimerin kimyasal yapisinin gosteriimesi igin Deneysel Calismalar
Bolimiinde belirtilen sekilde FTIR ve *H-NMR analizi yapilmistir. Tipik spektrumlar
sirasiyla Sekil 4.1 ve 4.2 de 6rnek olarak verilmigtir.

FTIR spektrumdaki 1749.45 cm™ piki (C=0 gerilmesi) karakteristik LLA segmentini
temsil etmektedir ve kopolimerdeki ester yapisinin varligini konfirme etmektedir
(Du et al., 1995). Karakteristik etilen glikol segmentlerini ise 3648.59 cm™ (O-H

gerilmesi), 2945.89 cm™ ve 2996.30 cm™ (C-H gerilmesi) pikleri temsil etmektedir
(Nguyen et al., 2010).
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Sekil 4.1. PLLA-PEG kopolimerinin tipik bir FTIR spektrumu

NMR spektrumda gorulen karakteristik pikler soyledir: (i) PEG zincirindeki metilene
ait karakteristik pik 8=3.6 ppm’de gorulmektedir; (ii) laktat zincirindeki CH’a ait
proton 6=5.2 ppm'de gorilmektedir. (Rashkov et al., 1996; Li et al., 1996; Zhu et
al., 1997; Ge et al., 2002).
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Sekil 4.2. PLLA-PEG kopolimerinin tipik bir "H-NMR spektrumu

PLLA-PEG kopolimerinin DSC ile bulunan tipik bir termogrami Sekil 4.3'de

verilmigtir. DSC taramalari sonucu elde edilen erime sicakligi PEG6KDa (300/1)
165.5 °C’dur.

mWw

N

——PLLA-PEGEKDa (300/1)

Sekil 4.3. PLLA-PEG kopolimerinin tipik bir DSC termogrami
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4.2. Fiberlerin Hazirlanmasi/Uretilmesi

Sunulan tez kapsaminda PLLA-PEG kriyojeller vikril ve kitosan esasli fiberler ile
jelatin kriyojeller ise katgut fiberler ile yuklenmigtir. Vikril ¢ok flamanli bir ameliyat
ipligidir. Farkh kalinliklarda orijinal vikril kullaniimasina karsin bunlardan ipligin
dagitilmasi ile elde edilen fiberlerin hemen hemen ayni ¢apta (15 ym) oldugu not
edilmelidir (Sekil 4.4A). Bunlardan 3 farkli uzunlukta (1, 2 ve 4 mm) kesilmis, ve
PLLA-PEG kriyojel olusumu sirasinda yapiya farkli miktarlarda (matriks/fiber orani
2:1, 3:1 ve 4:1 sirasi ile 0.25 g PLLA-PEG/0.125 g fiber; 0.25 g PLLA-PEG/0.083 g
fiber ve 0.25 g PLLA-PEG/0.0625 g fiber) ilave edilmistir.

SE_HU_LTO0011
Vikril
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SE_HU_LTO0009

Vikril: 2/0
A

=1 [

=L

x50 2 mm

SE_HU_LTO0013
A Vikil: 3/0

x50 2 mm
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SE_HU_LTOO18 L x50 2mm

A Vikril: 470

SE_HU_LTO0020 L x100 1 mm
B Kitosan: 0.9 mm
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SE_HU_LTO0022 L x100 1 mm
B Kitosan: 0.8 mm

SE_HU_LTO024 L 100 1 mm

Kitosan: 0.7 mm
B
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y

SE_HU_LTO002 L x50 2mm

C Katgut: 2/0

SE_HU_LTO004 L x50 2 mm
Katgut: 4/0

C




SE_HU_LTO008 L x50 2 mm
Katgut: 6/0
C g

Sekil 4.4. Kriyojellerin guglendiriimesinde kullanilan fiberlerin SEM fotograflarina
ornekler: (A) vikril esasli (¢aplari sirasi ile 2/0, 3/0, 4/0); (B) kitosan esasli (siringa
ignesi ¢aplari sirasi ile 0.9 mm, 0.8 mm, 0.7 mm); ve (C) katgut esasli (¢aplari
sirasl ise 2/0, 4/0, 6/0)

Kitosan fiberler ise tez kapsaminda “islak egirme” ile sentezlenmistir. Onceki
boliumlerde ayrintili olarak tanimlandigi gibi, satin alinma yoluyla temin edilen
kitosan asetik asit igerisinde ¢dzlimus (% 2 konsantrasyonda) siringali pompanin
siringasina konulmus, farkli ¢apta fiber Uretimi icin U¢ farkli igne kullanilarak
¢Oktirme ortamina (15 ml 0.5 M Naz;SO4, 5 ml 1 M NaOH ve distile su) siringa
edilmis ve olusan fiber yumaklari c¢esitli yikama basamaklarindan sonra
kurutularak kullanima hazir hale getirilmigtir. Bu érgulerden tek boyda (yaklasik 1
mm) kesilerek hazirlanan fiberlerin goruntuleri Sekil 4.4B de verilmistir. Hazirlama
teknigi orijinal 1slak egirme yodnteminin ¢ok basit sekilde bir uygulamasidir.
Beklendigi gibi gekme/uzama iglemi yapilamadigindan ayni islemden elde edilen
fiberlerin gaplari arasinda fark vardir. Her oOrnekten ¢ok sayida fiberin ¢api
Olgulmus ve ortalama degerler bulunmustur. Buna gére PLLA-PEG kriyojellerin
yuklenmesinde kullanilan, Gg farkli igne kullanilarak hazirlanan Gg¢ grup kitosan
fiberin ortalama c¢aplari 298, 207 ve 176 ym’dir. Bu fiberler PLLA-PEG kriyojellerin
hazirlanmasi sirasinda yapiya farkli oranlarda (matriks/fiber orani 2:1, 3:1 ve 4:1
sirasl ile 0.25 g PLLA-PEG/0.125 g fiber; 0.25 g PLLA-PEG/0.083 g fiber ve 0.25 g
PLLA-PEG/0.0625 g fiber) ilave edilmistir.
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Sunulan tez kapsaminda Uretilen jelatin esasli kriyojellere yalnizca katgut ameliyat
ipliklerinden elde edilen fiberler yuklenmistir. 3 farkli ¢aplarda katgut ipliklerden
farkli uzunluklarda (1, 3 ve 6 mm) kesilen fiberler (Sekil 4.4C) jelatin esasl
kriyojeller olusturulurken yapiya farkli oranlarda (matriks/fiber orani 2:1, 3:1 ve 4:1
olacak sekilde sirasi ile 0.2 g jelatin/0.1 g katgut; 0.2 g jelatin/0.066 g katgut ve 0.2
g jelatin/0.05 g katgut) konmustur.

4.3. Doku iskelelerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Tez kapsaminda kriyojel teknigi kullanilarak iki tir doku iskelesi hazirlanmistir.
Birinci tir doku iskelesi PLLA-PEG kriyojelleri olup, tretim protokolu daha 6nce Dr.
Sinan Egri’'nin doktora tezinde gelistirdigi ve optimize ettigi protokolun aynisidir.
Jelatin esasli HA iceren oksidekstran ile c¢apraz baglanmig kriyojellerin
hazirlanmasinda uygulanan protokol ise ilyas inci'nin devam eden doktora tezi
kapsaminda gelistirdigi ve optimize ettigi yontemin protokollidir. PLLA-PEG esasli
olanlara satin alma yoluyla temin edilen vikril ameliyat ipliklerinden elde edilen
fiberler ve tez kapsaminda “islak egirme” yontemiyle uretilen kitosan fiberler
yuklenmistir. Jelatin esasli olanlara ise yalnizca katgut ameliyat ipliklerinden elde
edilen fiberler yUklenmigtir. Asagidaki alt bolumlerde bu kriyojellerin gesitli

Ozellikleri verilmis ve tartisiimistir.
4.3.1. Doku iskelelerinin gézenek yapilari

Tez kapsaminda Uuretlen PLLA-PEG ve jelatin esash kriyojellerin SEM
goruntulerine drnekler sirasiyla Sekil 4.5 ve 4.6 ve 4.7°de verilmistir. Kriyojeller
uretildiklerinde su ile sismis durumdadirlar. Tamamen kurutulunca gobzenek
yapilari gokmekte bir daha orijinal boyuta sismeleri gok zor olmaktadir. Dolayisiyla,
gb6zenek yapilarini  korumalarini  saglamak i¢cin kademeli olarak farkli
konsantrasyonlarda etil alkolun sudaki c¢oOzeltileri ile etkilestirilerek gbdzenek
yapilarini korumalari saglanmistir (érnekler % 2.5 gluteraldehid fosfat tamponunda
(pH: 7.2) 1 gece bekletilmis; %25, %50, %75 ve %96 konsantrasyonlardaki etanol
¢Ozeltisi ile dehidrate edilmiglerdir). Bu durumda iken SEM fotograflari ¢ekilmigtir.
Kullanilan SEM cihazinin (Hitachi TM-1000, Japonya) goéruntt almak icin herhangi
bir kaplama gerektirmemesi kriyojellerin gb6zenek vyapilarinin bozulmadan

goruntlilenmelerine olanak vermistir.
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L x800  200un sE LT HU_S0008

G r - 1 SE_HU_LT0041 L x100 1 mr
SE_LT_HU_S0028 L x500 200uf Vikrl (2 mm;4:1;3/0)

SE_LT_HU_s0006 L x250 300u
Kitosan

Sekil 4.5. PLLA-PEG esasli kriyojellerin 6rnek kesit SEM fotograflari: (A) fiber
katkisiz; (B) vikril katkili ve (C) kitosan katkili
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Sekil 4.5A daki kesit fotografinda goruldugu gibi PLLA-PEG kriyojeller genis ve
birbiriyle baglantili gbzenek yapisina sahiptir. Sekil 4.5B ve C’de sirasiyla vikril ve
kitosan fiberler ile yuklenmis PLLA-PEG kriyojellerin kesit fotograflarina drnekler
verilmistir. Fiber yuklenmeyen PLLA-PEG kriyojelinin gdzenek ¢apinin ortalama 45
pMm oldugu ve homojen bir gdézenek dagilimina sahip oldugu belirlenmigtir. Vikril ve
kitosan fiberlerin yapiya ilave edilmesi sonrasinda, homojen gézenek dagiliminin
ilave edilen fiberin boyu, ¢api ve yukleme oranina gore farkliliklar ortaya c¢ikardigi
ve genel olarak homojen gézenek dagilimini bozdudu gézlenmistir. llave edilen
fiberin yukleme orani arttikga, boyu uzadikga ve capi arttikga homojen gézenek
yapisi ve dagiliminin bozuldugu goérulmustir. Sekil 4.5B ve C’de de goruldugu
gibi; fiberlerin etrafindaki bolgelerde gbzenek c¢apinin daha buyluk oldugu
saptanmistir. Fiberlerin bulundugu bdlgelerin etrafinda, 6zellikle ilave edilen fiberin
¢ap! arttikga derin yariklar olustugu, fiberlerin boyu uzadikga da gézenek yapisinin
bir miktar bozuldugu goérulmustir. Genel olarak vikril fiberlerinin etrafinda gézenek
¢apl 180-210 pm degerinde gozlenirken, fiberlerin bulundugu bdlimlerden
uzaklasildikga goézenek capinin ortalama 105 pm oldugu belirlenmigtir. Kitosan
fiberlerin yuklenmesi sonrasinda ise gdzenek capinin, kullanilan siringa ignesinin
capina bagli olarak degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Siringa ignesinin gapi 0.7
mm iken gdzenek ¢api ortalama 14 ym olarak gézlenmistir. Siringa ignesinin ¢api
0.8 mm ve 0.9 mm iken gbzenek boyutunun homojen bir dagilim sergilemedigi
saptanmigtir. Kitosan fiberlerin bulunmadigi bolgelerden baglayarak fiberlerin
bulundugu bdlimlere yaklasildikga 53 pm, 143 uym ve 213 pm gibi gbézenek
boyutlari homojen olmayan bir gérinim sergilemektedir. 0.7 mm’lik siringa ignesi
ile sentezlenen kitosan fiberlerinin ilave edildigi kriyojel yapisinda ise, gbzenek
boyutunun daha homojen bir dagilim sergiledigi gdézlenmektedir. Sonu¢ olarak;
fiberlerin boyu uzadikga ve kullanilan siringa ignesinin ¢api arttikga homojenitenin
bozulmakta oldugu gozlenmigtir. Ek olarak; PLLA-PEG kriyojellerin SEM
goruntulerinde “balik sirti” seklinde yapilar goériimektedir. Bu yapilar; ¢ozelti
sicakligi donma noktasina yaklagirken, artan vizkozite ile birlikte, ¢dzucu

kristallerinin ilerlemesine karsi olugan direng sonucu olusan yapilardir.

Bu sekillerde gozlenen 6nemli bir 6zellikte fiberlerin yapi iginde dagilmasidir. Elde
edilen ¢ok sayida goruntundn incelenmesi ile 6zellikle fiber ¢capi, boyu ve yukleme

miktari artinca homojenitenin bozuldugu gézlenmistir. Ozellikle yiklenen fiber
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boyu arttikga homojen dagilimin saglanmasinin oldukga zor oldugu saptanmigtir.
ilgili SEM gériintiileri érnek olarak Sekil 4.6.'de sunulmustur. Homojen dagilimin
degisen fiber boyu, ¢capi ve yukleme miktari kosullarinda kriyojel Gretiminde buyuk
bir sorun oldugu deneyimlenmistir. Bu sorunlarin giderilmesi icin daha fazla
¢alisma yapilmasi, ultrason vb. teknikler ile daha iyi bir dagihm igin yeni

yaklagimlarin uygulanmasi ve yeni tekniklerin gelistiriimesi gerekmektedir.

e LN ity & i e B LT
SE_LT_HU_S0040 L x500 23 gSE LT HU s0025 L x100

Sekil 4.6. Fiber yuklemelerin homojen dagilimi bozdugu yapilara birer érnek

Jelatin esasli kriyojellerin 6rnek kesit fotograflari Sekil 4.7 de verilmistir. Fiber
katkisiz jelatin/HA kriyojelinde; hidroksiapatit partikillerinin gézenek duvarlarina
kimelenmis olduklari dikkat ¢ekmekle birlikte matriks igerisinde homojen bir
dagihm sergiledikleri gorulmektedir. Olduk¢ca gdzenekli oldugu gorulen fiber
katkisiz jelatin/HA kriyojelin, ortalama gbézenek c¢apinin 200 pm oldugu

belirlenmistir.

Katgut katkili jelatin/HA kriyojellerde ise; fiberlerin etrafindaki gdzeneklerin
¢aplarinin oldukga buyldk (300-350 um’ye varan gaplarda) oldugu ve fiberlerin
bulundugu boélgeden uzaklasildikga gdozenek ¢aplarinin kiguldukleri (ortalama 100
um) saptanmigtir. Sekil 4.7'de de goruldugu gibi; katgut fiberlerin bulundugu
bolgelerin etrafinda, artan ylzey geriliminden kaynaklanan derin yariklar géze
carpmaktadir. ilave edilen katgut fiberinin boyu, ¢api ve yiikleme orani arttikga;
fiber katkili PLLA-PEG kriyojellere benzer olarak, jelatin kriyojellerde de gdzenek

dagihiminin homojenliginin bozuldugu, gbézenek yapisinin degistigi, daha kapali

gbzeneklerin olustugu gorulmektedir. Katgut'un ¢api, yukleme miktari ve boy orani
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azaldik¢a; matris igindeki homojen dagihimin daha kolay saglanabildigi, kriyojelin
gbzenek yapisini daha c¢ok korudugu ve birbirleri ile baglantili gbzeneklerin
olustugu goézlenmistir. Ayrica, HA kristallerinin fiberler Uzerindeki dagilimi da dikkat

cekmektedir.

PLLA-PEG kriyojellerden farkli olarak; jelatin esasli kriyojellerin gbézenek ¢apinin

yaklasik 4.5-5 kat daha buyUk oldugu gozlenmigtir.

SE_HU_LT_ 00045 L x300 300 um
Fiber katkisiz jelatin/HA

SE_HU_LTO0031 L x10 1 mm
B Katgut (3 mm; 4:1; 4/0)
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SE_HU_LTO0034 L x100 1 mm
B Katgut {1 mm; 2:1; 4/0)

B SE_LT_HU_S0049 L x60 1 mm

Sekil 4.7. Jelatin esasli kriyojellerin 6rnek kesit SEM fotograflari: (A) fiber katkisiz;
(B) katgut katkili

Homojen dagilimin degisen fiber boyu, ¢api ve ylkleme miktari kosullarinda
kriyojel Uretiminde buyUk bir sorun olduguna yukaridaki bolimde degdinilmis idi. Bu
durum o6zellikle kriyojelin sentezlendigi polimerin igerigine bagli olarak da birtakim
ek zorluklar getirmektedir. Jelatin/HA/oksidekstran kriyojeli hazirlanirken;
hidroksiapatit partikdllerinin  stispansiyonu olusturulup; bu ortamda jelatin,
oksidekstran ile gapraz baglh kriyojeller haline donusturdlmektedir. Kriyojel sentezi

gerceklestirilirken, oksidekstran karisima ilave edildikten sonra kriyojel tipundn
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¢ok hizli bir sekilde sogutma sistemi (kriyostat) igerisine konulmasi gerektiginden,
fiber ilavesi ve fiberlerin homojen dagiliminin saglanmasi son derece gug¢
olmaktadir. PLLA-PEG kriyojeline fiber yukleme yapilirken, benzer bir durum
deneyimlenmez iken, tez c¢alismasi kapsaminda hazirlanan jelatin esasli

kriyojellere fiber yuklemesi yapilirken bu durum ek bir zorluk getirmistir.
4.3.2. Doku iskelelerinin sigme davraniglari

Bu bdliumde sunulan tez kapsaminda uretilen PLLA-PEG ve jelatin esasli
kriyojellerin fiber katksiz ve katkili formlarinin gsisme davraniglarinin sonuglari
sunulmus ve tartisiimistir. Sekil 4.8 A ve B de sirasiyla PLLA-PEG ve jelatin esasli
kriyojellerin fiber katkisiz ve katkili formlarinin sisme hizlarini gésteren ornekler
verilmigtir. Bu verilerin elde edilmesi igin kriyojel elde sikilmis ve suyu bir pegete ile
kurulanarak alinmis ve tartilmigtir. Daha sonra sulu ortama konmus ve sismeleri
zamana kargi tartilarak belirlenmigtir. Goruldugu gibi kriyojeller ¢ok hizli sismekte
hemen hemen 10-15 dakika icinde son boyutlarina gelmektedir. Bu tum
kriyojellerin en 6nemli 6zelliklerinden birisidir (Lewandrowski, 2002). Sikilarak suyu
atilan kriyojeller suya konulunca hizla sismekte ve orijinal boyutlarina geri
donmektedir. Arastirma kapsaminda hazirlanan tum  kriyojeller  (fiber
katkili/katkisiz) bu davranigi gostermektedir. PLLA-PEG ve jelatin esasl
kriyojellerin suyu alinmis ve sismis hallerinin goruntuleri (optik fotograflar)

sirasiyla Sekil 4.9 A ve B'de drneklenmistir.
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—e— denge ylzde
sisme

—e&— denge yuzde sisme
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—&— denge yuzde sisme

—e&— denge yluzde sisme

Sekil 4.8. Kriyojellerin sulu ortamda sisme hizlarini gésteren grafikler: (A) PLLA-
PEG esasli ve fiber katkili PLLA-PEG kriyojel ve (B) jelatin esaslh ve fiber katkili
jelatin kriyojel
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Sekil 4.9. Kriyojellerin suyu alinmis ve suda yeniden sismis hallerini gosterir optik
fotograf drnekleri: (A) PLLA-PEG esasli ve (B) jelatin esasli

Sunulan tez kapsaminda Uretilen PLLA-PEG ve jelatin esasli kriyojellerin farkli
boyutlardaki fiberler ile farkli oranlarda ylklenmis formlarinin denge sisme
yuzdeleri asagidaki formille hesaplanmis ve elde edilen veriler (en az Ug tekrar
deneyin ortalamasi) sirasiyla PLLA-PEG ve jelatin kriyojeller icin Cizelge 4.2 ve

4.3’de topluca sunulmustur.
Denge Yluzde Sismesi = [(mg — mg) / mg] x100

Burada “mg“ sikilip suyu uzaklastirilan kriyojelin agirligi; ve “mg“ 30 dak sulu
ortamda sisirildikten sonra ulagilan denge durumundaki sismis kriyojelin agirligini

gOstermektedir.
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Cizelge 4.2. Fiber katkisiz ve katkili PLLA-PEG kriyojellerin “denge yuzde sisme

degerleri’

Polimer Turu

Fiber Katkisi*

Denge yuzde sisme degerleri (%)

PLLA-PEG Katkisiz 79+0.1

PLLA-PEG vikril (337 pm/1 mm/2:1) 48 + 0.07
PLLA-PEG vikril (337 pm/1 mm/3:1) 55 + 0.11
PLLA-PEG vikril (337 um/1 mm/4:1) 57 + 0.57
PLLA-PEG vikril (337 pm/2 mm/4:1) 58 + 0.08
PLLA-PEG vikril (337 um/4 mm/4:1) 59 + 0.08
PLLA-PEG kitosan (207 pm/2:1) 63 +0.22
PLLA-PEG kitosan (207 pm/3:1) 66 + 0.25
PLLA-PEG kitosan (207 pm/4:1) 75+ 0.24
PLLA-PEG kitosan (176 pm/4:1) 53 + 0.07
PLLA-PEG kitosan (298 ym/4:1) 77 +0.32

* Parantez igindeki dederler sirasiyla katillan fiberin ¢apini, boyunu ve katilma

oranini gostermektedir. Degerler standart sapma ile birlikte verilmistir (n=3).
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Cizelge 4.3. Fiber katkisiz ve katkili Jelatin esasli kriyojellerin “denge ylzde sisme
degerleri’

Polimer Turu Fiber KatkisI* Denge yuzde sisme degerleri (%)
Jelatin Esasli Katkisiz 419 + 0.5

Jelatin Esasli katgut (245 pm/1 mm/2:1) 249 + 0.53

Jelatin Esasli katgut (245 pm/1 mm/3:1) 297 +0.42

Jelatin Esasli katgut (245 pm/1 mm/4:1) 300 + 0.54

Jelatin Esasli katgut (245 pm/3 mm/4:1) 322 +0.72

Jelatin Esasli katgut (245 pm/6 mm/4:1) 334 +0.91

Jelatin Esasli katgut (192 pm /1 mm/4:1) 275 + 0.66

Jelatin Esasli katgut (395 pm /1 mm/4:1) 409 + 0.67

* Parantez igindeki dederler sirasiyla katillan fiberin ¢apini, boyunu ve katilma
oranini gostermektedir. Degerler standart sapma ile birlikte verilmistir (n=3).

Cizelge 4.2'de goruldugu gibi; fiber katkisiz PLLA-PEG, PLLA-PEG esasli
kriyojeller arasinda %79 orani ile en iyi sisme degerine sahip kriyojeldir. Vikril
katkisinin genel olarak sisme degerinde azalmaya yol actigi gézlenmistir. Vikril
yukleme oranina gore degerlendirme yapildiginda; yukleme orani arttikga sisme
degerinde azalma oldugu, yUkleme orani azaldikga sisme degerinin arttig
belirlenmistir. Boy oranina gore degerlendirme yapildiginda ise, yuklenen vikrilin

boyu arttikga sisme degerinin arttig1 gérdlmastur.

Kitosan fiberleri ilave edilen kriyojeller, kitosan katkisiz kriyojel ile
karsilastirildiginda, sisme degerinde genel olarak azalma oldugu gézlenmektedir.
Yukleme miktari agisindan degerlendirildiginde; yuklenen kitosan fiberi miktari

arttitkca sisme degerinin azaldigi belirlenmistir. Cap orani agisindan
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degerlendirme yapildiginda ise; elde edilen verilere gore, ilave edilen kitosan

fiberlerinin gapi arttikga sisme degerinin arttigi gdézlenmistir.

Katgut ilave edilen kriyojeller katgut katkisiz jelatin esasli kriyojel ile
karsilastirildiginda da benzer sisme davranislari gézlenmektedir. En iyi sisme
degerinin katgut katkisiz kriyojel oldugu goézlenmistir. Yukleme miktari agisindan
degerlendirildiginde; yukleme miktari arttikga sisme dederinin  azaldigi
gOzlenmistir. Boy oranina gore degerlendirme yapildiginda ise; yuklenen katgut
boyu arttikga sisme davraniginda artis go6zlenmigtir. Cap farklihgina goére
degerlendirme yapildiginda ise; ilave edilen katgut capinin artmasi ile birlikte,

sisme degerinde artma gozlenmigtir.

Sekil 4.8.’de goruldugu gibi; fiber katkisiz PLLA-PEG kriyojelinde sisme ilk 10
dakika igerisinde yaklasik en ylksek degerine ulagsmakta, daha sonra sisme
derecesinde 6nemli bir degisim gézlenmemekte ve denge dederine ulagsmaktadir.
Fiber katkill PLLA-PEG kriyojelde ise, sisme davranisi zamana bagl olarak daha
yavas bir yikselme sergilemektedir. Fiber katkili kriyojelde gézenekler daha yavas
su absorbe ederlerken; fiber katkisiz kriyojeller, gbzenekler arasi bosluk nedeni ile
ilk 10 dakika igerisinde yaklasik en ylksek sisme degerine ulagsmaktadirlar. Bu
durum; fiber katkisiz kriyojelin gézenek yapisinin fiber katkili olana gore daha
farkl bir yapi olusturmus olmasi ile agiklanabilir. Sekil 4.8. ‘de goéruldugu gibi; fiber

katkili ve fiber katkisiz jelatin kriyojel igin de benzer sonug elde edilmigtir.

Genel olarak; jelatin esasli kriyojelin hem fiber katkili hem de katkisiz olmak Uzere
PLLA-PEG kriyojeline oranla ¢ok daha ylksek sisme davranigl sergiledigi
gozlenmigtir. Fiber katkisiz jelatin esasli kriyojelin, fiber katkisiz PLLA-PEG

kriyojeline oranla yaklasik 5.3 kat daha fazla su absorblayabildigi gozlenmigtir.

YUksek sisme derecesine sahip olan doku iskeleleri, daha genis ylzey alani/hacim
oranina sahiptirler; bu nedenle ¢ boyutlu hiicre buyimesi igin daha uygundurlar.
Gozenek boyutu arttikga, doku iskelelerinin i¢ ylzeylerinde hicre buylimesi igin
yuzey alani artmis olur. Sisme derecesindeki artma, ayni zamanda o6rneklerin,
hiicre kulturindeki besin maddelerinden daha c¢ok yararlanabilmelerine olanak
saglar. Bununla birlikte; doku iskelesinin sisme derecesininin fazla olmasi,

mekanik 6zelliklerin daha zayif olmasi anlamina gelmektedir.
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4.3.3. Doku iskelelerinin mekanik 6zellikleri

Tez kapsaminda uretilen kriyojellerin mekanik Ozellikleri Lloyd Universal Tensile
test cihazi (Lloyd Instruments, LRX Internal Extensometer, ABD) kullanilarak
sikistirma modunda incelenmistir. Testler oda sicakliginda 500 N kuvvet ile 10
mm/dak sabit sikistirma hizi ile gergeklestiriimis; % uzama degerlerine karsilik
sikistirma gerilimini veren grafikler elde edilmistir. Sekil 4.10°da tipik bir sikistirma
grafigi gorulmektedir. Goruldigu gibi % uzama ile sikistirma gerilimi arasinda
eksponansiyal bir iligki vardir. Bu ¢calismada uretilen tum kriyojeller igin (fiber katkili
katkisiz) benzer davranig gézlenmistir. Egrinin baglangi¢ bdliminde ediminden
elastik modulin hesaplanabilecedi dogrusal iliskinin gézlendigi bir bolum vardir.
Bu bolumdeki egimler PLLA-PEG kriyojelleri icin 86.20 Mpa, jelatin esasli olanlar
icin ise 58.52 Mpa civarindadir. Bu da PLLA-PEG kriyojellerinin jelatine gore ¢ok
daha sert oldugunu gdstermektedir. Bu degerlerde her iki kriyojelde de fiber katkisi
ile onemli bir dedisiklik gozlenmemigtir. Ancak egrilerin sonraki bolumlerinde
onemli farkhliklar gordimustar. Bu bolgeleri temsil etmek icin son (“ultimate”) yuzde
uzama (%) ve son sikistirma gerilim (Mpa) degerleri bulunup birbirleriyle

karsilastiriimistir.
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Sekil 4.10. Kriyojeller igin tipik bir sikigtirma grafigi
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Sekil 4.11 ve 4.12’de katkisiz ve fiber katkili sirasiyla PLLA-PEG ve jelatin esasli
kriyojellerin sikistirma grafikleri her parametre igin ayri grup olarak verilmigtir.
Karsilagtirmanin sayisal olarak yapilabilmesi icin son ylzde uzama ve son
sikistirma gerilim de@erleri okunup, PLLA-PEG ve jelatin esasli kriyojeller igin

g6zlenen degerler sirasiyla Cizelge 4.4 ve 4.5’de verilmigtir.

— PLA-PEG (Fiber
Katkisiz)
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KiTOSAN [YUKLEME MiKTARI]

Sikigtirma

Kitosan fiber katkisiz PLLA-
PEG kriyojel

.”1";'7

Uzama

E

Sekil 4.11. PLLA-PEG kriyojeller igin 6rnek sikistirma grafikleri: (A) katkisiz; (B)
farkl uzunluklarda vikril katkili; (C) farkli yikleme oranlarinda vikril katkili; (D) farkh
¢apta kitosan katkili; (E) farkli yikleme oranlarinda kitosan katkili.

— Jelatin (Katgut Katkisiz)
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Sekil 4.12. Jelatin esasli kriyojeller icin drnek sikistirma grafikleri: (A) katkisiz; (B)
farkl caplarda katgut katkili; (C) farkli uzunluklarda katgut katkili; ve (D) farkh
yukleme oranlarinda katgut katkili

Cizelge 4.4. Fiber katkisiz ve katkili PLLA-PEG kriyojellerin son ytizde uzama ve
sikistirma gerilim degerleri

Polimer Turil Fiber Katkisi®

Son Yuzde Uzama (%) /

Son Sikistirma Gerilimi (Mpa)

PLLA-PEG

PLLA-PEG

PLLA-PEG

PLLA-PEG

PLLA-PEG

PLLA-PEG

Katkisiz

vikril ( 337 um/1 mm/4:1)
vikril (337 um/1 mm/2:1)
vikril (337 um/1 mm/3:1)
vikril (337 um/2 mm/4:1)

vikril (337 um/4 mm/4:1)

16.969 /0.202

16.268 / 0.665

19.761/0.506

16.600 / 0.467

20.368 /0.289

17.657/0.286
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PLLA-PEG kitosan (207 um/2:1) 23.562 / 0.646

PLLA-PEG kitosan (207 pm/4:1) 17.967 / 0.675
PLLA-PEG kitosan (207 pm/3:1) 21.372/0.667
PLLA-PEG kitosan (176 um/4:1) 15.747 /1 0.525
PLLA-PEG kitosan (298 ym/4:1) 19.071/0.411

* Parantez igindeki degerler sirasiyla katilan fiberin gapini, boyunu ve katiima
oranini gostermektedir.

Cizelge 4.5. Fiber katkisiz ve katkili PLLA-PEG kriyojellerin son ytizde uzama ve
sikistirma gerilim degerleri

Polimer Turu Fiber KatkisI* Son Yizde Uzama (%) /

Son Sikistirma Gerilimi (Mpa)

Jelatin Esasli Katkisiz 17.387/0.434
Jelatin Esasli katgut (245 pm/1 mm/2:1) 17.956 / 0.620
Jelatin Esasli katgut (245 pm/1 mm/4:1) 15.738/0.879
Jelatin Esasli katgut (245 pm/1 mm/3:1) 17.409/0.514
Jelatin Esasli katgut (245 ym/3 mm/2:1) 18.127 /0.694
Jelatin Esasli katgut (245 pm/6 mm/2:1) 19.054/0.722
Jelatin Esasli katgut (192 ym/1 mm/2:1) 14.061/0.833
Jelatin Esasli katgut (395 pm/1 mm/2:1) 16.023/0.789

* Parantez igindeki dederler sirasiyla katilan fiberin ¢apini, boyunu ve katilma
oranini gostermektedir.
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Sekil 4.11 ve Cizelge 4.4'de goruldugu gibi PLLA-PEG kriyojellerinde; ylizde
uzama degerleri minumum yuzde 15.747 ile maksimum yuzde 23.562 degerleri
arasinda degismektedir. Fiber katkisiz PLLA-PEG kriyojelinde ise bu deger 16.969

ile 0.202 olarak gozlenmistir.

Vikril katkili hazirlanan PLLA-PEG kriyojellerinde; ilave edilen vikrilin boyu arttik¢a;
ylizde uzama degeri artmakta, sikistirma gerilimi degerleri ise azalmaktadir. ilave
edilen vikrilin ylikleme orani arttik¢a; yuzde uzama deg@erleri artmakta, sikistirma
gerilimi de@erleri azalmaktadir. Bir malzemenin aldigi yike gore degistirdigi boyut
ne kadar az olursa, mekanik dayanimi o kadar fazla anlamina gelir. Sekil 4.11 ve
Cizelge 4.4.’den de goéruldugua gibi; vikril katkili olarak hazirlanan PLLA-PEG
kriyojellerinde ilave edilen vikrilin boyu arttikga, mekanik dayaniminin azaldigi;
yukleme miktari arttikca, mekanik dayaniminin yine azaldid1 ve ¢api buyudukce

mekanik dayaniminin azaldig belirlenmigtir.

Kitosan katkili hazirlanan PLLA-PEG kriyojellerinde; ilave edilen kitosan
fiberlerinin yUkleme orani arttikga; yluzde uzama degerleri artmakta, sikistirma
gerilimi degerleri ise azalmaktadir. ilave edilen kitosan fiberlerinin capi arttik¢a;
yuzde uzama dederleri artmakta, sikistirma gerilimi degerleri ise azalmaktadir.
Kitosan fiberleri igin de sonuglar benzer sekilde bulunmustur. Ancak kitosan
fiberleri icin boy parametresi degerlendiriimemis, ¢cap ve yukleme miktari oranlari
degerlendirilmistir. Sekil 4.11 ve Cizelge 4.4.’den de goruldugu gibi; kitosan katkil
olarak hazirlanan PLLA-PEG kriyojellerinde ilave edilen kitosan fiberlerinin ¢api
arttikca, mekanik dayaniminin azaldigi; yukleme miktar arttikca, mekanik

dayaniminin azaldigi saptanmistir.
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Vikril katkisiz PLLA-PEG
kriyojel Vikril katkis iz
PLLA-PEG kriyojel

Sekil 4.13. Vikril katkisiz ve vikril katkill PLLA-PEG kriyojellerinin sikistirma
grafikleri

KITOSAN [GAP] KITOSAN [YUKLEME MIKTARI]

©
1
=
-—
o
=
[72]

Kitosan fiber
katkisiz PLLA-PEG
kriyojel

Kitosan fiber
katkisiz PLLA-PEG
kriyojel

Sekil 4.14. Kitosan fiber katkisiz ve kitosan fiber katkili PLLA-PEG kriyojellerinin
sikistirma grafikleri

Farkh boy, ¢cap ve yukleme oraninda ilave edilen vikril ve kitosan fiberleri katkil
PLLA-PEG kriyojelleri ile fiber katkisiz olarak hazirlanan PLLA-PEG kriyojellerinin
yuzde uzama degerleri ve 6zellikle son sikistirma gerilimi degerleri arasinda Sekil
4.13. ve Sekil 4.14.’den de goruldugu gibi fark vardir. Gozenekli matrislerin
mekanik dayanimindaki en énemli etkenlerden biri gdozenek boyutudur. Gézenek
boyutu artan malzemelerin mekanik kararliliklarinda da azalma gdézlenmektedir
(Ulbricht, 2006). Tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen veriler
degerlendirildiginde; en blyuk gdzeneklere sahip fiber katkisiz olarak hazirlanan

PLLA-PEG kriyojelinin mekanik dayanimi en az olarak saptanmistir; fiber katkih
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olarak hazirlanan PLLA-PEG kriyojellerinin  mekanik dayaniminin  arttigi

g6zlenmigtir.

Sekil 4.12 ve Cizelge 4.5de goruldigu gibi jelatin esasli kriyojellerde; ylzde
uzama deg@erleri minumum yuzde 14.061 ile maksimum yuzde 19.054 degerleri
arasinda degismektedir. Fiber katkisiz jelatin kriyojelinde ise bu deger 17.387 ile

0.434 olarak gozlenmistir.

Katgut katkili hazirlanan jelatin kriyojellerinde; ilave edilen katgut'in boyu arttikca;
ylizde uzama degeri artmakta, sikistirma gerilimi degerleri ise azalmaktadir. ilave
edilen katgut’'n yUkleme orani arttikga; ylzde uzama degerleri artmakta,
sikistirma gerilimi degerleri ise azalmaktadir. ilave edilen katgut'un gapi arttikca;
yuzde uzama degerleri artmakta, sikistirma gerilimi degerleri ise azalmaktadir.
Sekil 4.12 ve Cizelge 4.5’den de goruldigu gibi; katgut katkili olarak hazirlanan
jelatin esasli kriyojellerde ilave edilen katgut’'lin boyu arttikca, mekanik
dayaniminin azaldigdi; yukleme miktari arttikga, mekanik dayaniminin yine azaldigi

ve ¢apl arttikga mekanik dayaniminin azaldigi belirlenmigtir.

—2/0

e 6/ O

410
1 mm

Fiber katkisiz jelatin
kriyojel Fiber katkisiz jelatin
kriyojel
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Sekil 4.15. Katgut katkisiz ve katgut katkili jelatin kriyojellerin ¢ap, boy ve yukleme
miktarina gore kargilastirmalarini gésteren sikistirma grafikleri

3 farkli boy, ¢cap ve yukleme oraninda ilave edilen katgut katkil kriyojeller ile fiber
katkisiz olarak hazirlanan jelatin esasli kriyojellerin ylzde uzama degerleri ve
Ozellikle son sikistirma gerilimi degerleri arasinda Sekil 4.15’de de goéruldugu gibi
fark vardir. Tez galismasi kapsaminda elde edilen veriler degerlendirildiginde; en
blyuk gdzeneklere sahip fiber katkisiz olarak hazirlanan jelatin kriyojelin mekanik
dayaniminin en az oldugu goézlenmis; fiber katkili olarak hazirlanan jelatin

kriyojellerin mekanik dayaniminin arttigi saptanmistir.
4.3.4. Doku iskelelerinin bozunurluklari

Tez kapsaminda Uretilen kriyojellerin  doku iskelesi olarak kullanimlari
ongorulmektedir. Dolayisiyla in vivo kullanimlarinda konulduklari bélgede zaman
icinde bozunmalari ve yerlerini olusan yeni dokuya birakmalari beklenir. SUphesiz
in vivo uygulamada biyobozunma hizi ¢ok farkli olacaktir. Ancak, sunulan tez
kapsaminda Uretilen kriyojelleri bozunma hizlari hakkinda bir 6n fikir edinme ve
Ozellikle fiber yuklemenin etkilerini tartismak Uzere bu gruptaki deneyler
planlanmigtir. Kriyojel drnekleri PBS tampon ¢ozeltiler igine konmus, karistirma
yapmadan oda sicakliginda 8 hafta surede agirlik kayiplari élgilerek bozunma
miktarlari “ytzde agirlik kaybi” olarak asagidaki formullle hesaplanmigtir. Sonuglar
PLLA-PEG ve jelatin esasli kriyojeller icin, sirasiyla Cizelge 4.6 ve 4.7°de topluca

sunulmustur.
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Yuzde Agirlik Kaybr = [(mp — mg) / mg] X100
Burada “my“ kriyojelin baslangi¢ agirligi ve “mqy“ 8 hafta sonundaki agirliktir.

Cizelge 4.6. Fiber katkisiz ve katkili PLLA-PEG kriyojellerin 8 hafta ylizde agirlik
kayiplari

Polimer Turu Fiber KatkisI* Yuzde Agirlik Kaybi (%)
PLLA-PEG Katkisiz 3.828 + 0.05
PLLA-PEG vikril (337 pm/1 mm/2:1) 2.588 + 0.004
PLLA-PEG vikril (337 pm/1 mm/3:1) 2.596 + 0.004
PLLA-PEG vikril (337 pm/1 mm/4:1) 2.625 + 0.007
PLLA-PEG vikril (337 pm/2 mm/4:1) 2.733 + 0.007
PLLA-PEG vikril (337 pm/4 mm/4:1) 2.822 + 0.005
PLLA-PEG kitosan (207 um/2:1) 2.512 + 0.008
PLLA-PEG kitosan (207 um/3:1) 2.579 + 0.008
PLLA-PEG kitosan (176 pm/4:1) 2.714 + 0.01
PLLA-PEG kitosan (207 um/4:1) 2.786 + 0.004
PLLA-PEG kitosan (298 um/4:1) 2.853 + 0.007

* Parantez igindeki dederler sirasiyla katillan fiberin ¢apini, boyunu ve katilma

oranini gostermektedir. Degerler standart sapma ile birlikte verilmistir (n=3).
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Cizelge 4.7. Fiber katkisiz ve katkili jelatin kriyojellerin 8 hafta yuzde agirlik
kayiplari

Polimer Turu Fiber KatkisI* Yuzde Agirlik Kaybi (%)
Jelatin Esasli Katkisiz 12.990 + 0.04
Jelatin Esasli katgut (245 pm/1 mm/2:1) 10.337 + 0.07
Jelatin Esasli katgut (245 pm/1 mm/3:1) 10.361 + 0.05
Jelatin Esasli katgut (245 pm/1 mm/4:1) 10.397 + 0.08
Jelatin Esasli katgut (245 pm/3 mm/4:1) 10.423 + 0.04
Jelatin Esasli katgut (245 pm/6 mm/4:1) 10.488 + 0.09
Jelatin Esasli katgut (192 ym/1 mm/4:1) 10.386 + 0.05
Jelatin Esasli katgut (395 pm/1 mm/4:1) 10.511 +0.11

* Parantez igindeki dederler sirasiyla katilan fiberin ¢apini, boyunu ve katilma

oranini gostermektedir. Degerler standart sapma ile birlikte verilmistir (n=3).

Cizelge 4.6’da goruldugu gibi; fiber katkisiz PLLA-PEG kriyojelin, vikril ve kitosan
fiber katkili kriyojellere gore daha hizli bozundugu goézlenmistir. Vikril katkili PLLA-
PEG kriyojellerinde; ilave edilen vikrilin yukleme orani azaldik¢a ve vikril boyu
arttikca bozunma hizinin arttidi goézlenmistir. Kitosan katkih PLLA-PEG
kriyojellerinde ise; kitosan fiberlerinin yukleme orani azaldikga ve kitosan fiberlerin

¢ap! arttikga bozunma hizinin arttigi belirlenmigtir.

Doku iskelelerinin bozunur olmalari, doku muhendisligi uygulamalarinda ¢ok
onemli bir yer tutmaktadir. ideal olarak; yeni doku olusumunun gerceklesmesi
esnasinda, doku iskelesinin bozunmasi gerekir. Biyobozunur polimerlerin en
baylk avantaji vicuda yerlestirildiklerinde zamanla vicutta higbir yapay madde

kalmamasidir. PLLA-PEG kriyojellerde bozunma driinlerinden biri poly (L_lactide),
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yani laktik asittir. Insan viicudunda dogal olarak bulunan bir molekildir ve
polimerlerinin doku muhendisliginde, biyobozunur doku iskelesi olarak bir¢ok
biyomedikal uygulamada genis kullanim alanina sahip oldugu bilinmektedir. PLLA,
beyaz renkli kristal yapiya sahiptir ve hidrofobiktir. Su ile ester baglari hidrolize
ugrayarak bozunur ve bozunma sonucu ortaya ¢ikan drun (laktik asit) zaten
vicutta var olan bir metabolittir; dolayisiyla son Urln olarak su ve karbondioksite
kadar parcalanir. PEG ise; toksik olmayan, renksiz, biyouyumlulugu nedeni ile ilag
endustrisinde yaygin olarak kullanilan bir polimerdir. PLLA hidrofobik, PEG ise
hidrofilik karakterdedir. PLLA ile PEG kopolimerlestirilerek daha hidrofilik yapida
polimerik yapi elde edilmektedir. Kopolimerin daha hidrofilik yapida olmasi
hidrolitik bozunma karakterine sahip PLLA’nin daha yuksek hizlarda bozunmasina
olanak saglamaktadir. PLLA-PEG kriyojellerinde, bir baska bozunma urind de
vikrildir. Vikril, %90 glikolik asit ve %10 L-laktik asit iceren bir kopolimerdir. Miller
ve arkadasglari, 50/50 poli(laktit-ko-glikolid)'in ¢ok hizli hidroliz olmasi nedeniyle
hidrolitik biyobozunumunun son derece hizli oldugunu gdstermislerdir (Miller et al.,
1977). Ara ko-polimerlerin, homopolimerlerle karsilastirildiginda daha dayanikli
oldugu bulunmustur. 50/50 poli(DL-laktit-ko-glikolid)’'in yaklasik 1-2 ay icerisinde
biyobozunuma ugrarken, 75/25'in 4-5 ay, 85/15’in 5-6 ay icerisinde biyobozunuma
ugramasi buna bir ornektir (Middleton et al., 1998). Poli(laktit-ko-glikolid)’lerin
degisik oranlardaki UrUnleri ticari olarak gelistiriimis ve biyotip uygulamalarinda
denenmiglerdir. %90 glikolik asit (GA) ve %10 L-laktik asid (LA) iceren bir ko-
polimer olan Vicryl® de gok filamanli bir siitur malzemesi olarak ticari kullanima
sunulmustur. PLLA-PEG kriyojellerindeki son bozunma Urinu ise kitosandir.
Kitosan zincirlerinin 1, 4 N-asetil-glukozamin gruplari in vivo ortamda lizozim
enzimi ile hidroliz olur ve bozunma sonrasinda ortama salinan amino sekerleri,
glikozaminoglikan ve glikoprotein metabolik yollarina karigirlar ya da vucuttan
atilirlar. Kitosanin kimyasal yapisi Uzerindeki oynamalar, ¢6zinUurlGguni ve
biyobozunum hizini dogrudan etkiler. Hizli biyobozunum, kitosanda mevcut olan

hidrojen baglarinin bozulmasi ile iligkilendirilmistir.

Cizelge 4.7’de goruldugu gibi; katgut katkisiz jelatin esasli kriyojelin, katgut katkili
kriyojellere oranla daha hizli bozundugu saptanmigtir. Katgut katkisiz kriyojelin,
katgut katkili kriyojellere oranla gézeneklilik orani daha fazla, dolayisi ile bozunum

hizi daha ylUksektir. Jelatin esasli kriyojellerde; ilave edilen katgut'dn ylUkleme
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orani arttikga bozunma hizinin azaldigi, boy ve ¢ap orani arttikga bozunma hizinin

arttig1 goézlenmistir.

Hidrofilik amino ve hidroksil gruplarina sahip olan ¢apraz bagli jelatinin
makromolekuler zincirleri su varliginda hizla hidroliz olurlar. Dekstran; bakteriyel
kaynakli bir polisakkarittir ve in vivo ortamda enzimatik biyobozunma davranigi
sergileyen hidrofilik bir polimerdir (Van Dijk-Wolthuis et al., 1997) Karaciger, dalak,
bdbrek ve bagirsak dahil olmak Uzere vicut igerisindeki birgok organda bulunan
dekstranaz enzimi araciligi ile bozunur (Mehvar, R., 2000). Hidroksiapatit, kemigin
temel inorganik bir bileseni olarak kalsiyum ve fosfat kaynagidir; ylizeyinde kemik
olusumuna olanak saglar (“osteoiletken”) ve duslUk bozunma hizina sahiptir
(Hoepfner et al., 2000). Cerrahi steril katgit ise; emilebilir bir dikis malzemesidir ve
saflastirilmis koyun ince barsagi mukoza alti fibroz dokusundan (goklukla kolojen)

olusur.

Sekil 4.16’da PLLA-PEG ve sekil 4.17°de jelatin kriyojellerin 8 haftaya karsilik
gelen yuzde agirlik kayiplari sematize edilmistir.

PLLA-PEG Kriyojellerin Bozunma Hizi
m Fiber katkisiz PLA-PEG
O vikril (1 mm/ 2:1)
@ vikril (1 mm/ 3:1)
m vikril (1 mm/ 4:1)
m vikril (2 mm/ 4:1)
@ vikril (4 mm/ 4:1)
| kitosan (0.8 mnv 2:1)
| kitosan ( 0.8 mnV 3:1)
| kitosan ( 0.8 mn/ 4:1)
M| kitosan ( 0.7 mm/ 2:1)
| kitosan ( 0.9 mnV/ 2:1)

Sekil 4.16. Fiber katkisiz ve fiber katkili PLLA-PEG kriyojellerin 8 hafta sonundaki
yuzde agirlik kaybr’nin sematik gérinimu
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Jelatin Esasli Kriyojellerin Bozunma Hizi

m Fiber katkisiz jelatin

@ katgut (4/0 mm/1
mm/2:1)

O katgut (4/0 mm/1
mm/3:1)

O katgut (4/0 mm/1
mm/4:1)

m katgut (4/0 mm/3
mm/2:1)

@ katgut (4/0 mm/6
mm/2:1)

m katgut (6/0 mm/1
mm/2:1)

@ katgut (2/0 mm/1

mm/2:1)

Sekil 4.17. Fiber katkisiz ve fiber katkili jelatin kriyojellerin 8 hafta sonundaki
yuzde agirlik kaybr’nin sematik gérinimu

Genis ve buylk goézenekler (birka¢g yuz mikrometre civarinda) hicre ve doku
penetrasyonu agisindan uygun iken; daha kuglk, mikro, hatta nano boyuttaki
gbzenekler bozunma hizinin kontroli agisindan daha ylUksek ylzey alani
saglarlar. Jelatin esasli kriyojelin, PLLA-PEG kriyojele oranla daha hizli
bozunmasinin nedenlerinden biri de; jelatin esasl kriyojelin gézeneklilik oraninin
PLLA-PEG kriyojele oranla daha fazla olmasi, dolayisi ile i¢ ylzey alani/hacim

oraninin daha fazla olmasidir.
4.3.5. Doku iskelelerinin sitotoksisiteleri

Tez kapsaminda duretilen kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanimlarinda en
onemli Ozelliklerinden biri de biyouyumlu olmalaridir. Bunun belirlenmesi icgin
deneysel galismalar boliuminde belirtilen protokol kullanilarak sitotoksisite testleri
yapilmistir. Bu testlerde 5 6rnek test edilmistir. Elde edilen sonugclar Cizelge 4.8'de

topluca sunulmustur.
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Cizelge 4.8. Kriyojellerin sitotoksisiteleri

Polimer Turu

Fiber Katkisi*

Hucre Canliligi (%)

“‘Dogrudan Sitotoksisite

”

PLLA-PEG

PLLA-PEG

PLLA-PEG

Jelatin Esasli

Jelatin Esasli

Katkisiz

vikril (337 pm/1 mm/3:1)
kitosan (207 pm/4:1)
Katkisiz

katgut ( 245 pm/1 mm/3:1)

93.34 +0.10

80.11 + 0.40

92.00 +0.39

95.09 +0.32

97.15+0.33

* Parantez igindeki dederler sirasiyla katillan fiberin ¢apini, boyunu ve katilma

oranini gostermektedir. Degerler standart sapma ile birlikte verilmistir.

Polimer Turu

Fiber KatkisI*

Hucre Canliligi (%)

“‘Dolayh Sitotoksisite”

PLLA-PEG

PLLA-PEG

PLLA-PEG

Jelatin Esasli

Jelatin Esasli

Katkisiz

vikril (337 pm/1 mm/3:1)
kitosan (207 pm/4:1)
Katkisiz

katgut ( 245 ym/1 mm/3:1)

91.91 +0.09

78.54 + 0.41

97.36 £ 0.29

92.77 +0.28

95.65 +0.28
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Sekil 4.18'de PLLA-PEG ve jelatin esash kriyojellerin sitotoksik etkilerinin

incelenmesi igin yapilan MTT testinin sonuglari sematize edilmistir.
120

Hiicre Canliligi, 48 saat
100 1

80 |
Dolayli Analiz
60 o .
Dogrudan Analiz
40 A
20 |
O B T T

Kontrol  PLA-PEG PLA-PEG PLAPEG  Jelatin Jelatin /
Vicryl Kitosan Katgut

Sekil 4.18. PLLA-PEG ve jelatin esasli kriyojellerin sitotoksik etkilerinin
arastiriimasi icin yapilan MTT testi sonucu

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.18de goruldigu gibi MTT testi sonucunda; dogrudan
yapilan sitotoksisite analizleri, dolayli yapilan analizlere gore kitosan katkili PLLA-

PEG kriyojeli hari¢ olmak kosulu ile daha iyi sonug vermigtir.

Dolayli yapilan sitotoksisite testlerinde PLLA-PEG esasli kriyojeller i¢in en ylksek
hicre canlihdr ortami kitosan katkili PLLA-PEG kriyojelinde gozlenirken, en dusuk
hiacre canhligr vikril katkih PLLA-PEG kriyojelinde gozlenmistir. Jelatin esasl
kriyojellerde ise; katgut katkili jelatin esasli kriyojel, katgut katkisiz olana goére

daha iyi hicre canlihdi ortami sergilemigtir.

Dogrudan yapilan sitotoksisite testleri sonucunda ise; PLLA-PEG esasli kriyojeller
arasinda en iyi hucre canhligi ortami fiber katkisiz PLLA-PEG kriyojelinde
gozlenirken, en duguk hicre canhligi ortami kitosan katkili PLLA-PEG kriyojelinde
gozlenmigtir. Jelatin esasli kriyojellerde ise; katgut katkili kriyojel, fiber katkisiz

olana gore daha iyi hticre canlihgi ortami sergilemistir.

Genel olarak; kriyojellerin hucre canliigi agisindan uygun olduklari sdylenebilir;
ancak goOzlenen ortalama yuzde 7.5 oranindaki kirlilik, kriyojellerin daha iyi

yikanmalari sonucu ortadan kaldirilabilir.
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5. SONUCLAR

o Poli(laktat)-Poli(etilen glikol) kopolimeri, laktat dimeri ve PEG (6000 Da)
kullanilarak kalay oktoat katalizorliginde yigin polimerizasyonu ile
sentezlenmistir (dimer/PEG orani (mol/mol) 300/1).

e Kopolimerin GPC yontemiyle bulunan sayica (M,) ve agirlikca (My)
ortalama molekul agirhgr ve heterojenlik indisi (My/ M,), sirasiyla 18.810,
53.383 ve 2.838dir.

o Sentezlenen kopolimerin kimyasal yapisi FTIR ve 'H-NMR ile analiz edilmis
ve laktat ve PEG’e ait karakteristik pikler gozlenmistir.

e Kopolimerin termal davraniglari DSC ile karakterize edilmistir. DSC
taramalari sonucu elde edilen erime sicakhgr PEG6 kDa (300/1) 165.5
°Cdir.

o Vikril fiberleri 3 farkh uzunlukta (1, 2 ve 4 mm) kesilmis ve PLLA-PEG
kriyojel olusumu sirasinda yapiya farkl miktarlarda (matriks/fiber orani 2:1,
3:1 ve 4:1 sirasi ile 0.25 g PLLA-PEG/0.125 g fiber; 0.25 g PLLA-
PEG/0.083 g fiber ve 0.25 g PLLA-PEG/0.0625 g fiber) ilave edilmistir.

e Kitosan fiberler; G¢ farkli ¢apta igne kullanilarak islak egirme yontemi ile
uretilmistir. U¢ grup kitosan fiberin ortalama caplari 298, 207 ve 176 pym
olarak Taramali Elektron Mikroskobu ile belirlenmigtir. Bu fiberler PLLA-
PEG kriyojellerin  hazirlanmasi sirasinda yapiya farkli oranlarda
(matriks/fiber orani 2:1, 3:1 ve 4:1 sirasi ile 0.25 g PLLA-PEG/0.125 g fiber;
0.25 g PLLA-PEG/0.083 g fiber ve 0.25 g PLLA-PEG/0.0625 g fiber) ilave
edilmistir.

o 3 farkli gaptaki (2/0, 4/0 ve 6/0 sirasi ile 395 pm, 245 pym ve 192 um) katgut
fiberleri, 3 farkl uzunlukta (1, 3 ve 6 mm) kesilmis, jelatin esasli kriyojeller
olusturulurken yapiya farkli oranlarda (matriks/fiber orani 2:1, 3:1 ve 4:1
olacak sekilde sirasi ile 0.2 g jelatin/0.1 g katgut; 0.2 g jelatin/0.066 g katgut
ve 0.2 g jelatin/0.05 g katgut) konmustur.

e Tez kapsaminda kriyojel teknigi kullanilarak iki tir doku iskelesi
hazirlanmisgtir.  Birinci tur doku iskelesi PLLA-PEG kriyojelleridir.
Kopolimerler (%5) ile 1,4-dioksan igerisinde ¢ozeltiler hazirlanarak bu
cozeltilerden kriyojel teknigi kullanilarak organik fazdan goézenekli matrisler

elde edilmistir. ikinci tiir ise, jelatin esasli HA igeren oksidekstran ile capraz
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baglanmis kriyojellerdir. PLLA-PEG esasli olanlara vikril ameliyat
ipliklerinden hazirlanan fiberler ve tez kapsaminda “islak egirme”
yontemiyle Uretilen kitosan fiberler yuklenmigtir. Jelatin esasli olanlara ise
yalnizca katgut ameliyat ipliklerinden elde edilen fiberler yuklenmistir.
Hazirlanan kriyojellerin gdézenek yapilari taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanilarak belirlenmistir. Fiber katkisiz PLLA-PEG kriyojellerin
genis ve birbirleri ile baglantili, homojen dagilimli gézenek yapisina sahip
oldugu gozlenmis ve ortalama gozenek ¢apinin 45 um oldugu belirlenmistir.
Vikril ve kitosan fiberlerin ilave edildigi PLLA-PEG kriyojellerin ise; ilave
edilen fiberin boyu, ¢api ve ylikleme oranina gore farkliliklar ortaya ¢ikardigi
ve genel olarak homojen gézenek dagilimini bozdugu gézlenmistir. ilave
edilen fiberin yukleme orani arttikga, boyu uzadikga ve capi arttikga
homojen gbzenek yapisi ve dagiliminin bozuldugu goralmastir. Genel
olarak vikril fiberlerin bulundugu bdlgelerde gbézenek c¢apit 180-210 pm
degerinde go6zlenirken, fiberlerin bulundugu bdlimlerden uzaklasildik¢a
g6zenek c¢apinin ortalama 105 ym oldugu belirlenmistir. Kitosan fiberlerin
yuklenmesi sonrasinda ise gdzenek c¢apinin, kullanilan siringa ignesinin
¢apina bagh olarak degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Siringa ignesinin
¢apl 0.7 mm iken gbzenek capi ortalama 14 um olarak belirlenmistir.
Siringa ignesinin ¢api 0.8 mm ve 0.9 mm iken gézenek boyutunun homojen
bir dagilim sergilemedigi saptanmistir. Kitosan fiberlerin bulunmadigi
bdlgelerden baslayarak fiberlerin bulundugu boélimlere yaklasildikga; 53
um, 143 uym ve 213 pm gibi gdézenek boyutlarinin, homojen olmayan bir
gorinim sergiledigi  gorulmastir. 0.7 mm c¢apli siringa ignesi ile
sentezlenen kitosan fiberlerin ilave edildigi kriyojel yapisinda ise, gdozenek
boyutunun daha homojen bir dagihm sergiledigi gozlenmigtir.

Fiber katkisiz jelatin esasl kriyojelde; hidroksiapatit partiklllerinin gézenek
duvarlarina kimelenmis olduklari dikkat gekmekle birlikte matriks igerisinde
homojen bir dagihm sergiledikleri gorlilmustir. Fiber katkisiz jelatin/HA
kriyojelin, oldukga gdzenekli oldugu ve ortalama goézenek ¢apinin 200 ym
oldugu saptanmistir.

Katgut katkili jelatin/HA kriyojellerde ise; fiberlerin etrafindaki gézeneklerin
caplarinin oldukga buyuk (300-350 pm’ye varan caplarda) oldugu ve
fiberlerin  bulundugu bdlgeden uzaklagildikga gbzenek c¢aplarinin
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kUguldukleri (ortalama 100 pum) gordimustir. Katgut fiberlerin bulundugu
bolgelerin etrafinda, artan yuzey geriliminden kaynaklanan derin yariklar
g6ze carpmaktadir. ilave edilen katgut fiberinin boyu, capi ve yiikleme orani
arttikca; fiber katkil PLLA-PEG kriyojellere benzer olarak, jelatin
kriyojellerde de gdzenek dagiliminin homojenliginin bozuldugu, gézenek
yapisinin degistigi, daha kapali gdzeneklerin olustugu goérulmustir.
Katgut'un c¢api, ylikleme miktari ve boy orani azaldik¢a; matris igindeki
homojen dagiimin daha kolay saglanabildigi, kriyojelin gbzenek yapisini
daha c¢ok korudugu ve birbirleri ile baglantii gdzeneklerin olustugu
gozlenmigtir.

PLLA-PEG kriyojellerden farkli olarak; jelatin esasli kriyojellerin gdzenek
¢apinin yaklasik 4.5-5 kat daha buyuk oldugu belirlenmistir.

Homojen fiber dagilimi saglamanin degisen fiber boyu, ¢api ve yukleme
miktari  kosullarinda kriyojel dretiminde buUydk bir sorun oldugu

deneyimlenmigtir.

Uretilen PLLA-PEG ve jelatin esash kriyojellerin farkli boyutlardaki fiberler
ile farkli oranlarda yuklenmig formlarinin denge sisme yuzdeleri
hesaplanmis ve kriyojellerin sisme davraniglari incelenmistir. Fiber katkisiz
PLLA-PEG ve jelatin esasli kriyojellerin, fiber katkili kriyojellere oranla
sisme yuzdelerinin daha fazla oldugu gorulmustur. Fiber katkisinin genel
olarak sisme degerinde azalmaya yol ac¢tigi gozlenmistir. Fiber ylkleme
oranina gore degerlendirme yapildiginda; yukleme orani arttikga sisme
degerinde azalma oldugu, yukleme orani azaldik¢a sisme deg@erinin arttigi
belirlenmistir. Boy oranina gore degerlendirme yapildiginda ise, yuklenen
fiberin boyu arttikga sisme degerinin arttigi gorulmuastar. Fiber ¢apina goére
degerlendiriime yapildiginda ise; fiber ¢api arttikga sisme degerinde artma

oldugu saptanmistir.

Genel olarak; jelatin esasli kriyojelin hem fiber katkill hem de katkisiz olmak
Uzere PLA-PEG kriyojeline oranla ¢ok daha yuksek sisme davranigi
sergiledigi gozlenmistir. Fiber katkisiz jelatin esasli kriyojelin, fiber katkisiz
PLA-PEG kriyojeline oranla yaklasik 5.3 kat daha fazla su absorblayabildigi

gozlenmigtir.
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Kriyojellerin mekanik 6zellikleri; sikistirma modunda, oda sicakliginda 500
N kuvvet ile 10 mm/dak sabit sikistirma hizinda, Lloyd Universal Tensile
test cihazi (Lloyd Instruments, LRX Internal Extensometer, ABD)
kullanilarak incelenmigtir; % uzama degerlerine karsilik sikistirma gerilimini
veren grafikler elde edilmistir. PLLA-PEG kriyojellerinde; ylzde uzama
degerleri minumum ylzde 15.747 ile maksimum yuzde 23.562 degerleri
arasinda degismektedir. Fiber katkisiz PLLA-PEG kriyojelinde ise bu deger
16.969 ile 0.202 olarak goézlenmistir. Jelatin esasli kriyojellerde; yuzde
uzama degerleri minumum yuzde 14.061 ile maksimum ylzde 19.054
degerleri arasinda degismektedir. Fiber katkisiz jelatin kriyojelinde ise bu
deger 17.387 ile 0.434 olarak gdzlenmistir.

Sonug olarak; fiber katkih PLLA-PEG ve jelatin kriyojeller, fiber katkisiz
kriyojeller ile  karsilagtirildiginda mekanik  dayanimlarinin  arttigi
saptanmistir. Fiber katkili olarak hazirlanan PLLA-PEG ve jelatin esasli
kriyojellerde ilave edilen fiberin boyu ve yukleme miktari arttikca mekanik
dayaniminin azaldigi ve c¢api azaldikga mekanik dayaniminin arttigi
belirlenmistir.

Kriyojellerin in vitro kosullarda bozunurluk testi gerceklestiriimigtir. Fiber
katkisiz PLLA-PEG kriyojelin, vikril ve kitosan fiber katkili kriyojellere gore
daha hizli bozundugu goézlenmistir. Vikril katkili PLLA-PEG kriyojellerinde;
ilave edilen vikrilin yikleme orani azaldik¢a ve vikril boyu arttikgca bozunma
hizinin arttigi gézlenmistir. Kitosan katkili PLLA-PEG kriyojellerinde ise;
kitosan fiberlerinin yidkleme orani azaldikga ve kitosan fiberlerin ¢api
arttikca bozunma hizinin arttigi belirlenmigtir. Katgut katkisiz jelatin esasli
kriyojelin, katgut katkili kriyojellere oranla daha hizli bozundugu
saptanmigtir. Katgut katkisiz kriyojelin, katgut katkili kriyojellere oranla
g6zeneklilik orani daha fazla, dolayisi ile bozunum hizi daha yuksektir.
Jelatin esasli kriyojellerde; ilave edilen katgut'lin yUkleme orani arttikca
bozunma hizinin azaldigi, boy ve ¢ap orani arttikga bozunma hizinin arttigi
gozlenmigtir.

Kriyojellerin biyouyumlulugunun test edilmesi amaci ile sitotoksisite testleri
yapilmistir. Genel olarak; kriyojellerin hicre canlihdl agisindan uygun
olduklari gorlimustar. Kriyojellerin timu igin ortalama yuzde 7.5 oraninda
kirlilik saptanmustir.
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