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ÖZET 

Kitosan-ko-Hyaluronik Asit Kriyojellerinin Hazırlanması ve Karakterizasyonu 

Hidrojeller; hidrofilik homopolimerler veya kopolimerlerden oluĢan çapraz bağlı 

polimerik ağ yapılardır ve bu yapıların hidrofilik gruplardan dolayı suya karĢı yüksek 

ilgileri vardır. Suda belli bir denge hacmine kadar ĢiĢerler fakat orijinal Ģekillerini 

korurlar. Hem doğal hem de sentetik polimerlerden hazırlanabilmektedirler. Hidrojeller, 

biyolojik sıvılarda biyouyumluluk gösterirler.  

Biyoteknolojide önemli bir potansiyele sahip polimerik jellerin yeni tiplerinden 

birisi de ‘kriyojeller’ dir. Kriyojeller; ozmotik, kimyasal ve mekanik kararlılıkları 

nedeniyle biyolojik uygulamalarda önem kazanmıĢlardır. Kriyojellerin oluĢumu 

çözücünün donma noktasının altında gerçekleĢir. Böylelikle zamanla çözücünün büyük 

bir kısmı donup birbirine bağlı buz kristalleri oluĢtururken, bu buz kristallerinin 

etrafında donmamıĢ sıvıda bulanan polimer öncülleri polimerleĢerek buz kristallerinin 

etrafında bir ağ yapı oluĢtururlar. DonmuĢ çözücü kristalleri gözenek oluĢturucu ajan 

olarak görev yapar. PolimerleĢmeden sonra donmuĢ karıĢım oda sıcaklığına 

getirildiğinde buz kristalleri erir ve makrogözeneklere sahip polimer ağ yapı elde edilir. 

Bu tez çalıĢmasında kitosan-ko-hyaluronik asit kriyojellerinin doku mühendisliği 

uygulamasında yapı iskelesi (scaffold) olarak kullanılabilirliği araĢtırıldı. Bu nedenle 

çalıĢmada kitosan-ko-hyaluronik asit kriyojelleri sentezlendi. Çapraz bağlayıcı olarak 

glutaraldehit kullanıldı. Kopolimerler, hyaluronik asitin farklı konsantrayonları 

(ağırlıkça %0, %10, %20, %30, %50) kullanılarak elde edildi. Bu çalıĢma ile saf 

kitosandan elde edilen kriyojellerin, hyaluronik asitin farklı konsantrayonlarda 

kopolimerleri yapılmasıyla mekanik ve biyomalzeme özellikleri iyileĢtirildi ve doku 

iskelesi olarak kullanılmaları ile hücre uyumluluklari incelendi.  

Elde edilen kriyojellerin yapı karakterizasyonu Infrared spektroskopisi ile 

yapıldı. Morfolojik yapısına SEM analizi ile bakıldı. Termal analizleri DSC ve TGA ile 

incelendi ve ĢiĢme davranıĢı takip edildi. MTT testi ile ekilen 3T3 fibroblast ve SAOS-2 

hücrelerinin canlılığı takip edildi. 

 

 



vi 

 

ABSTRACT 

Prepation and Characterization of Chitosan-co-Hyaluronic Acid Cryogels 

Hydrogels are crosslinked polymer networks which consists of hydrophilic 

homo or copolymer and they show high affinity to water due to its hydrophilic structure.  

They swell to a maximum equilibrium swelling value but they don’t lose their original 

form. They can be synthesized with both natural and synthetic polymers. Hydrogels 

shows biocompability in biological liquids. 

Cryogels are considered as a new type of polymeric gel which have significant 

potential in the area of biotechnology. Cryogels gained prominence in biologic 

applications due to their osmotic properties and chemical-mechanical stability. Cryogel 

formation is carried out under the tempeture of freezing point of the solvent. Therefore, 

while a interconnected structure is formed by the crystallization of solvent due to 

freezing of solvent, a network is formed around these frozen structure by 

polymerization of precursors. The frozen solvent crystals play role as a pore forming 

agents. After the polymerization, frozen solvent melts when the frozen mixture is 

warmed up to room temperature thus an interconnected macroporous polymer network 

is obtained. 

In this thesis work, the usability of chitosan-co-hyaluronic acid cryogels as a 

tissue engineering scaffold was investigated. Firstly, chitosan-co-hyaluronic acid 

cryogels were synthesized. Glutaraldehyde was used as a crosslinker. Several different 

composition of this copolymer was synthesized (0 wt %, 10 wt %, 20 wt %, 30 wt %, 50 

wt %) In this work the mechanical and biomaterial properties of pure chitosan was 

improved by making copolymer with hyaluronic acid in different concentration and it 

was investigated that their application as a scaffold in tissue engineering and cell 

biocompability . 

Chemical structure of cryogels analised by Infrared Spectroscopy. Morphology 

of cryogels was investigated by SEM technique. Thermal properties of cryogels were 

investigated by DSC and TGA. Also swelling ratio of cryogels were measured. The cell 

viablity of 3T3 fibroblast and SAOS-2 on cryogels was investigated by MTT tests. 
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SEMBOL LĠSTESĠ 
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KISALTMALAR 
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BPM-2 : Bone Morphogenetic Protein-2 (kemik morfogenetik protein-2) 
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BÖLÜM 1 

GĠRĠġ 

Polimerlerin insan yaĢamındaki önemi tartıĢmasız her dönemde araĢtırmacıların 

ilgi alanı olmuĢtur. Modern dünyanın vazgeçilmezi haline gelen polimer endüstrisinin 

insan yaĢamı için kolaylaĢtırıcı etkileri günümüzde de artarak önem kazanmaktadır. 

GeliĢen polimer teknolojisinde ise jeller önemli bir yer edinmekle beraber özellikle son 

zamanlarda hidrojeller oldukça öne çıkmaktadır [1, 2, 3]. 

Hidrojeller; su içerisinde çözünmeyen ancak çok miktarda suyu yapısına alarak 

ĢiĢebilen, üç boyutlu ağ yapıya sahip polimerler olarak adlandırılırlar. Hidrojelin suda 

çözünmemesinin nedeni, yapısında kimyasal veya fiziksel çapraz bağların olmasıdır. 

Yapısına çok miktarda su alabilmesi ise suyu seven (hidrofilik) karaktere sahip olması 

ve ağ Ģeklindeki yapısından kaynaklanır. Bir polimerin hidrojel olabilmesi için ana 

zincirde veya yan zincirlerinde hidroksil, karboksil, karbonil, amin ve amid gibi 

hidrojen bağı oluĢturabilen hidrofilik grupların bulunması gerekir. Bu gruplar nedeniyle 

bağlı duruma geçen su, çapraz bağlı polimerde hacim ve kütle artıĢı ile ĢiĢmeye neden 

olur. Çapraz bağlı polimerdeki hidrofilik grupların sayısının fazla olması daha çok 

ĢiĢmeye sebep olur [4]. 

Hidrojellerdeki üç boyutlu yapı; kimyasal bağlar veya ikincil etkileĢimler olan 

iyonik etkileĢimler, van der Waals kuvvetleri, hidrojen bağları, hidrofobik etkileĢimler 

gibi kohezyon kuvvetleri aracılığıyla gerçekleĢir ve bu etkileĢimler jellerin ĢiĢme 

davranıĢını etkiler. Hidrojellerin yapılarında çok fazla su bulundurması, yumuĢak ve 

esnek yapılara sahip olmaları gibi taĢıdıkları pek çok fiziksel özellik bakımından canlı 

dokularla aralarında büyük bir benzerlik gözlenmektedir [1]. 

Son yıllarda hem bilimsel hem de teknolojik bakımdan hidrojellerin önemi hızla 

artmakla beraber geniĢ kullanım yelpazesine de sahiptirler. YumuĢak ve elastik yapıları, 

çok miktarda suyu absorbe ederek yapılarında tutabilme özellikleriyle hidrojeller; tıbbi 

uygulamalar ve biyoteknolojik alanda sıkça kullanılan önemli malzemelerdir [4]. 

Polimerik jellerin kullanımında ortaya çıkan bazı sorunlar ve kısıtlamalarla 

beraber yeni jel materyallerinin geliĢtirilmesi düĢüncesi yeni arayıĢlara neden olmuĢtur. 
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Bu gereklilikle beraber biyolojik alanlarda kullanılacak olan yeni polimerik jellerin 

geliĢtirilmesi ve ticarileĢtirilmesi hız kazanmıĢtır. Biyoteknoloji alanında kullanılmak 

üzere geliĢtirilen ve büyük bir potansiyele sahip olan kriyojeller keĢfedilmiĢ ve sahip 

oldukları süper gözenekli yapı ve hızlı ĢiĢebilme davranıĢı ile özellikle doku 

mühendisliği alanında iskele yapımında ve ilaç salınım sistemlerinde sıkça kullanılmaya 

baĢlanmıĢtır [5].  

Kriyojeller; monomerik veya polimerik öncüllerin sıfırın altındaki sıcaklıklarda 

donmuĢ çözeltileri ile elde edilen jel matrisleri olarak adlandırılmıĢlardır. Elde edilirken 

takip edilen kriyojelasyon prosesi Ģu basamaklardan meydana geldiği düĢünülür: Buz 

kristalleri ile birlikte faz ayrılması, çapraz bağlanma, buz kristallerinin çözülmesiyle 

meydana gelen birbirine bağlı gözenekli kriyojel ağ yapının oluĢması [6]. 

Kriyojeller; doğal veya sentetik polimerler kullanılarak elde edilebilirler. Doğal 

polimerlerin biyouyumlu ve biyobozunur özellikte oluĢu, toksik etkileri olmaması, 

hücre yapıĢmasına, hücre büyümesine, farklı fonksiyondaki hücrelerin tutunmasına ve 

taĢınmasına izin verdiği için özellikle doku mühendisliği alanında iskele yapımı için 

sıkça kullanılan materyaller olduğu görülmektedir [2]. 

Doğal polimerlerden biri olan kitosan, dünyada selülozdan sonra en çok bulunan 

ikinci polisakkarit olan kitinin deasetillenmiĢ türevidir [7]. Literatüre göre doku 

mühendisliği için kullanılan iskeleler; akut ve kronik tepkiler vermemeli, iyileĢen doku 

biyomateryalin yerini alabilmesi için biyobozunur olmalı, hücre tutunmasını sağlayacak 

yüzeye sahip olmalı, farklılaĢmaya ve hücre çoğalmasına olanak sağlayabilen, hasar 

gören dokuyu taklit edebilecek ve dokunun yapabileceği mekanik etkilere 

dayanabilecek bir yapıya sahip olmalı ve son olarak çeĢitli Ģekillerde üretilebilmesi 

gerekmektedir. Biyobozunur ve biyouyumlu olma, toksik etkiye sahip olmama ve 

antibakteriyel özelliğe sahip bir biyopolimer olan kitosan doku iskeleleri için gerekli 

eĢĢiz özelliklere sahip bir polimer olarak görülmektedir. Kitosan ayrıca çözelti, toz, lif 

ve film gibi değiĢik formlara dönüĢebilmesiyle farklı endüstriyel alanlarda 

kullanılmasına olanak sağlamıĢtır [8]. 

Bir diğer önemli doğal polimer ise vücudun her dokusunda bulunan ve belirli 

hayati aktiviteleri gerçekleĢtirmekten sorumlu olan hyaluronik asittir. Hyaluronik asit, 
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dokuların hidrasyonu ve nemlenmesi, dokulardan madde geçisi, hücrelerin hareketi, 

farklılaĢması ve bölünmesinde, eklem kayganlığının sağlanmasında önemli rol 

oynamaktadır. Diğer doğal polimerler ve sentetik polimerlere ile karĢılaĢtırıldığında çok 

daha fazla su tutma kapasitesine sahip olup kendi hacminden bin kat fazla su tutabilme 

kapasitesine sahiptirler. Özellikle kıkırdak hücreleri gibi doğrudan kan temini olmayan 

hücreler için hyaluronik asitin su tutma kapasitesi, bu hücreler için besinin sağlanması 

ve atıkların hücrelerden dıĢarı atılması gibi önemli biyolojik fonksiyonların 

gerçekleĢmesinde rol oynadığı görülmüĢtür. Ayrıca enjekte edilen yerde uzun süre 

boyunca yapısında ve Ģeklinde deformasyon olmadığından en çok tercih edilen dolgu 

maddesi olarak da görev yapmaktadır. Bu özellikleri ile hyaluronik asit, yara 

tedavisinde de kullanılmaktadır. Hyaluronik asitin yüksek biyouyumluluk göstermesi ve 

dokuların ekstrasellüler matriksinde bolca bulunması bu polimeri doku mühendisliği 

çalıĢmalarında biyomateryal iskele olarak kullanılabilecek popüler bir malzeme 

yapmaktadır [9]. 

1.1. LĠTERATÜR IġIĞINDA TEZĠN YERĠ 

Kriyojeller ilk olarak 1970 yıllarında rapor edilmiĢ ve biyoteknoloji 

potansiyelleri ise yeni keĢfedilmektedir. Kriyojeller makrogözenekli yapısı sayesinde 

hızlı ĢiĢme kinetiği göstermektedir. Bu özelliği sayesinde biyosensör uygulamaları ve 

ilaç salım sistemlerin tasarımında sıkça kullanılmaktadırlar. Elastik yapıdaki kriyojeller 

genellikle doku mühendisliği uygulamalarında kullanılmaktadır. Doğal polimerler, 

biyolojik ortamdaki makromoleküllerin benzeri veya aynısı olduklarından, canlı 

vücuduyla temas ettiklerinde toksik etki, iltihaplanma gibi istenmeyen reaksiyonlar 

vermezler. Enzim varlığında yapılarının bozunması yani biyobozunur oluĢlarıysa geçici 

ev sahipliği gerektiren iskele uygulamalarında kullanılmaları açısından avantaj sağlar 

[10, 11].  

Nano gümüĢ içeren kitosan-hyaluronik asit kompozit hidrojellerinin enfekte 

olmuĢ diyabet yaraları için ideal bir yara örtüsü bant olabileceği konusunda çalıĢma 

yapılmıĢtır [12]. Yakın zamanda yayınlanan bir çalıĢmada kitosan-hyaluronik asit 

hidrojelleri genipin ile çapraz bağlanarak kemik morfogenetik protein-2 (BPM-2) 

salınımında ilaç taĢıyıcı matris olarak kullanılmıĢtır [10].  
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Jeong Kim ve arkadaĢlarının hyaluronik asit ile olan çalıĢmalarında kitosanla 

polielektrolit kompleks (PEC) yaparak hidrojel oluĢturmuĢlar ve daha sonra bu PEC ile 

kas gibi kasılabilen yapılar için yapay organ çalıĢması, sensör ve ilaç taĢıma sistemleri 

gibi ileri çalıĢmalar için araĢtırmalarda bulunmuĢlardır. PEC iyonik etkileĢimlerle 

çapraz bağlanma gerçekleĢtirebilen bir yapıdır. Kitosan polimeri artı yüklü, hyaluronik 

asit ise bu komplekste eksi yüklü olan materyaldir. Bu Ģekilde karĢıt iki yük ile 

oluĢturulan iyonik bir kompleks elde edilir [13]. 

BaĢka bir araĢtırmada ise makrogözenekli elastik kriyojeller, yağ dokusu için 

iskele materyali oluĢturmak amacıyla jelatin ve hyaluronik asit biyopolimerleri 

kullanılarak elde edilmiĢtir. Bu kriyojeller birbirine bağlı gözeneklere, yüksek 

gözenenekliliğe ve yüksek çapraz bağlanma oranına sahiptirler. Yüksek jelatin 

konsantrasyonu gözenek boyutunda, gözeneklilikte ve kriyojelin ĢiĢme oranında düĢüĢe 

neden olmuĢ fakat ĢiĢme kinetiğini arttırmıĢtır. Ayrıca fazla jelatinin varlığı elastik 

modülü, dayanıklılığı ve depolama modülünü arttırmıĢtır. Bu iskele yapılara domuz yağı 

kök hücreleri (ADSCs) ekilmiĢtir. Bu hazırlanan kriyojeller hem in vitro ortamda hem 

in vivo ortamda hücre çoğalması ve geliĢmesi için uygun bir ortam sağladığı 

görülmüĢtür [14]. Hyaluronik asit, dokuların hidrasyonu ve nemlenmesinde, dokulardan 

madde geçisinde, hücrelerin hareketinde, farklılaĢmasında ve bölünmesinde, eklem 

kayganlığının sağlanmasında önemli rol oynamaktadır. Diğer doğal ve sentetik 

polimerlere göre çok daha fazla su tutma kapasitesine sahiptir, kendi hacminden bin kat 

fazla su tutabilir. Kıkırdak hücreleri gibi doğrudan kan temini olmayan hücreler için 

hyaluronik asitin su tutma kapasitesi bu hücrelerde besinin sağlanması ve atıkların 

hücrelerden uzaklaĢtırılması gibi önemli biyolojik fonksiyonların gerçekleĢmesine 

yardımcı olur. Ayrıca enjekte edildiği yerde uzun süre yapısında ve Ģeklinde 

deformasyon olmadığı için en çok tercih edilen dolgu maddesi olarak da görev 

yapmaktadır. Bu özellikleri ile hyaluronik asit yara tedavisinde de kullanılmaktadır. 

Hyaluronik asitin yüksek biyouyumluluk göstermesi ve dokuların ekstrasellüler 

matriksinde bol bulunması onu doku mühendisliği çalıĢmalarında biyomateryal iskele 

olarak kullanılabilecek popüler bir malzeme yapmaktadır [9, 15, 16].  

Literatürde bir diğer araĢtırmada, kitosan ve jelatin kriyojelleri doku 

mühendisliği için kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada polimer öncüllerinin değiĢen 
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konsantrasyonları çapraz bağlayıcı ajan olarak glutaraldehit kullanılarak sentezlenmiĢtir. 

Glutaraldehit, çapraz bağlı polimer ağı oluĢturmak için jelatin ve kitosan polimer 

zincirlerindeki amin grubu ile reaksiyona girer. DüĢük yoğunluklu kitosan kriyojelleri, 

kahverengi renkte, kırılgan ve deformasyonda kusur eğilimlidir. Jelatin ise açık sarı 

renkte, çok yumuĢak, elastik fakat mekanik olarak zayıftır. Kitosan-ko-jelatin 

kriyojelleri ise koyu sarı renkte, jelatin kriyojelleri gibi elastik fakat mekanik 

mukavemet açısından daha güçlüdür. Kitosanın düĢük viskozitesi, orta ve yüksek olana 

göre daha iyi sonuç verir. SEM analizi esnasında düĢük viskoziteli kitosan 

kriyojellerinde kitosan-ko-jelatin kriyojellerine göre daha kalın duvarlar gözlenir. 

Jelatin kriyojel durumunda ise dar gözenek çaplı ve ince duvarlar gözlenir. Jelatin 

kriyojel tek eksenli deformasyonda çok küçük stress gösterir, düĢük viskoziteli kitosan 

ise %10 civarında baskıya kadar elastik deformasyon gösterir fakat sonra kırılır ve 

bundan dolayı baskıyla herhangi bir stress artıĢına yol açmaz. Kitosan-ko-jelatin 

kriyojel numuneleri ise %60 deformasyona kadar elastik davranıĢ gösterir. ġiĢme 

özelliklerine bakıldığında ise jelatin daha yüksek oranda ĢiĢerken düĢük viskoziteli 

kitosan daha düĢük oranda ĢiĢer. Jelatin-ko-kitosan ise ikisinin arasında ancak düĢük 

viskoziteli kitosana biraz daha yakın ĢiĢme gösterir. Son olarak hücre yapıĢması ve 

çoğalması incelendiğinde, hücrelerin iyi yapıĢtığı ve doğal bir ortam sağlayan kitosan-

ko-jelatin kriyojel üzerinde hücrelerin çoğaldığı görülür. Çapraz bağlayıcı olarak 

kullanılan glutaraldehitin ise hücre büyümesi ve çoğalmasını etkilemediği, düĢük 

konsantrasyonda kullanılan glutaraldehitin iskelede herhangi bir sitotoksik etki 

göstermediği gözlenir. Sonuç olarak; basit bir takım prosedür adımları kullanılarak 

elastik yapıya sahip, dinamik germelerle herhangi bir kusur göstermeyen, biyobozunur 

ve biyouyumlu, kıkırdak doku mühendisliğinde kullanılabilen bir iskele oluĢturulabilinir 

[17]. 

1.2. TEZĠN AMACI 

Kitosan, aktif gruplarının (reaktif amino ve hidroksil grupları içermesi) 

varlığından dolayı hem kimyasal olarak kolaylıkla modifiye edilebilmekte hem de 

fiziksel çapraz bağlar ile gözenekli yapılar oluĢturulabilmektedir. Biyobozunur, 

biyouyumlu, nontoksik ve biyofonksiyonel özellikleri sayesinde yoğun olarak araĢtırılan 

biyomateryallerden biri olan kitosanın kemik oluĢumunu ve yara iyileĢmesini arttırdığı 
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ve ayrıca hücre yapıĢması ve üremesinde önemli rol oynadığı bilinmektedir. Kitosanın 

dezavantajları içerisinde en önemlisi zayıf fiziksel özellikleridir [17]. Bu dezavantajın 

ortadan kaldırılması için literatüre bakıldığında birçok çalıĢma yapılmıĢtır. Özellikle 

kitosanın diğer polimerlerle ya da seramiklerle kompozitlerinin oluĢturulması sıkça 

kullanılan yaklaĢımlar arasında yer almaktadır. Hyaluronik asitin dokuların hidrasyonu 

ve nemlenmesinde, dokulardan madde geçiĢi için kullanılmasında, hücrelerin hareketini, 

farklılaĢması ve bölünmesinde, eklem kayganlığının sağlanmasında önemli rol oynadığı 

araĢtırmalarda görülmüĢtür. Diğer doğal ve sentetik polimerler ile kıyaslandığında çok 

daha fazla su tutma kapasitesine sahip olup kendi hacminden bin kat fazla su tutabilir. 

Hyaluronik asitin yüksek biyouyumluluğu ve dokuların ekstra selüler matriksinde bol 

bulunması onu doku mühendisliği alanında biyomateryal iskelet olarak kullanılabilecek 

popüler bir malzeme yapmaktadır [9]. Bu nedenle kitosan ve hyaluronik asit doğal 

polimerleri bu tez çalıĢmasında kullanılmak üzere seçilmiĢtir. Kitosan ve hyaluronik asit 

kopolimerlerinin polielektrolit kompleksleri, hidrojelleri çalıĢılmıĢ olup kriyojelleri ilk 

kez bu tez çalıĢmasında incelenmiĢtir. 

Bu projenin amacı; doğal biyopolimerler olan kitosan-hyaluronik asitten elde 

edilen kriyojellerinin doku mühendisliği uygulamasında yapı iskelesi (scaffold) olarak 

etkinliğinin araĢtırılmasıdır. Bu nedenle tez çalıĢmamızda ilk olarak kitosan kriyojelleri 

sentezlenip ardından kitosanın hyaluronik asit kopolimer kriyojelleri farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanarak mekanik ve biyomalzeme özelliklerinin iyileĢtirilmesi 

amaçlanmıĢ ve bu materyallerin doku iskelesi olarak kullanımı ve hücre uyumluluğu 

incelenip termal dayanımlarına, ĢiĢme davranıĢlarına, morfolojik yapılarına bakılmıĢtır. 
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BÖLÜM 2 

GENEL BĠLGĠLER 

2.1. HĠDROJELLER 

2.1.1. Hidrojellerin Tarihi GeliĢimi 

Hidrojel kelimesi; Lee, Kwonve ve Park’ a göre ilk defa 1894 yılında yayınlanan 

bir makalede kullanılmaktadır. Fakat kullanılan bu hidrojel tanımı bugün kullandığımız 

hidrojel tanımıyla birebir benzerlik göstermemektedir. Literatürde ilk çapraz bağlı ağ 

yapı ve gerçek manada hidrojelin karakteristik yüksek su ilgisi özelliğini taĢıyan 

malzeme Wichterle ve Lim tarafından geliĢtirilen ve insan dokusu ile kalıcı bir uyum 

sağlayarak tedavi amaçlı kullanılan polihidroksietilmetakrilat (pHEMA)’ tır. 

Biyomedikal alanda kullanımları daha sonraları yumuĢak kontakt lens olarak 

patentlendiği 1960 yılına kadar uzanmaktadır [18].  

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.1. pHEMA’ nın yapısı 

Bu üretilen hidrojelden sonra, hidrojellerin biyomedikal alanda kullanımı hızlı 

bir Ģekilde artmıĢ ve 1970’ lerde en yüksek seviyeye ulaĢmıĢtır. Yıllar boyunca çeĢitli 

malzemelerle üretilen hidrojellerin amaçları ve hedefleri geniĢ bir yelpazeye sahiptir. 

Buwalda’ ya göre hidrojellerin tarihi üç ana bölümde incelenebilir.  

Monomer veya polimerlerin bir baĢlatıcı ile kimyasal modifikasyonlar sonucu 

yüksek miktarda çapraz bağlanma prosedürü içeren hidrojeller ilk jenererasyon olarak 

adlandırılmaktadır.  
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ġekil 2.2. Büzülme-ĢiĢme durumunda bir hidrojelin Ģematik olarak yapısı 

Daha sonra 1970’ lerden itibaren hidrojellerin farklı konseptleri önem 

kazanmaya baĢlamıĢtır. Bu ikinci jenerasyon hidrojeller; farklı sıcaklıklarda, farklı pH 

larda veya konsantrasyon gibi spesifik etkilere cevap vermeye baĢlamıĢlardır.  

 

 

 

 

 

ġekil 2.3. Hidrojelin pH ve ısıya duyarlı olarak ĢiĢme-büzülme halinin Ģematik 

gösterimi 

Son olarak üçüncü jenerayon hidrojeller, hidrojellerin çeĢitli fiziksel 

etkileĢimlerle çapraz bağlanma yaparak stereokompleks yapıda materyallerin 

incelenmesi ve geliĢtirilmesi ile elde edilmiĢtir.  

Hidrojel bilimi hızlı bir Ģekilde akıllı hidrojeller olarak adlandırılan, istenilen 

özelliklere sahip ve spesifik etkenlere cevap verebilen akıllı hidrojellere kaymaktadır. 

Bu sayede elde edilecek hidrojellerin kullanım alanları sadece insanların hayalleri ile 

sınırlanmaktadır.  

Wichterle ve Lim’in 1960’ larda öncülük yaptığı çapraz bağlı hidrojellerden beri 

geliĢtirilen hidrojeller, hidrofilik karakterlerinden ve biyouyumlu olma potansiyeline 

sahip olduklarından dolayı bilim adamları tarafından biyomateryal olarak kullanılması 

incelenmiĢtir.  

Lim ve Sun’ ın 1980’ de yaptığı hücre kapsülasyonu için baĢarılı bir Ģekilde 

uyguladıkları kalsiyum aljinat mikro kapsülleri bu alanda büyük ilerleme sağlamıĢtır. 
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1980’ lerin sonlarında Yannas, hidrojellerin içerisine kolajen ve köpek balığı 

kıkırdağı ekleyerek yanık tedavisi için kullanılacak sargı geliĢtirmiĢtir. Hidrojeller hem 

doğal hem sentetik polimerlerden elde edilebilir olup hücrelerin enkapsülasyonu için 

kullanılmakla beraber günümüzde en çok doku mühendisliğinde hasar görmüĢ doku ve 

organların yenilenmesi ve onarılması için kullanılan matrisler olarak kullanılmaktadırlar 

[19]. 

2.1.2. Hidrojellerin Yapısı ve Özellikleri 

Hidrojeller suda ĢiĢen ama suda çözünmeyen malzemelerdir. Emilim özellikleri, 

polimer matrisini hazırlamak için kullanılan solvente bağlı olarak yüksek bir 

termodinamiksel ilgiden kaynaklanmaktadır. Geçtiğimiz yıllarda hidrojellerin yüksek 

çeĢitliliği ve istenilen özelliklerde elde edilebilmeleri hidrojeller konusunda derin bir 

araĢtırmaya gidilmesini sağlamıĢtır. Bu ağların Ģekil ve mekanik dayanımları sıvı faz ile 

hidrojellerin etrafındaki sıcaklığa bağlıdır. Bugüne kadar yapılan hidrojeller çeĢitli 

monomerler kullanılarak, farklı katalizörler kullanılarak, farklı konsantrasyonlarda ve 

farklı çapraz bağlayıcılar kullanılarak elde edilmiĢlerdir. Bu değiĢkenlerin her birinin 

oluĢacak yapı üzerinde etkisi vardır [20]. 

pH, iyonik konsantrasyon, ıĢık, sıcaklık, manyetik alan, elektrik alan ve 

kimyasallara karĢı tepki veren akıllı hidrojel sistemler geliĢtirilmiĢtir. Akıllı 

hidrojellerin dıĢ etkilere karĢı uyarı olarak Ģekillerini değiĢtirebildiği fark edilmiĢtir ve 

bilimsel çalıĢmalarda kullanılmak üzere incelenmeye baĢlanmıĢlardır [21]. 

Hidrojeller genel olarak doğal ve sentetik polimerler olarak iki grupta 

incelenmektedir. Doğal hidrojel polimerler kolajen, fibrin, hyaluronik asit ve kitosan ile 

aljinat gibi doğal yapıların türevleridir. in vivo ortamdaki ektraselülermatris (ECM) 

olarak kullanılan ana kompanentler doğal polimerlerden elde edilmektedir. Doğal 

hidrojellerin iki tane ana dezavantajı vardır. Öncelikle ilk olarak mekanik özelliklerin 

polimerizasyon veya jelleĢme koĢullarına ne kadar bağlı olduğu anlaĢılamamaktadır. 

Ġkinci olarak doğal kaynaklı olmalarından dolayı kompozisyonlarında her biri diğerine 

göre farklılık göstermektedir.  

Tam tersi olarak polietilenglikoldiakrilat (PEGDA), poliakrilamit (PAA), 

polivinilalkol (PVA) gibi sentetik hidrojellerin son yapıları polimerizasyon Ģartlarına 
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bağlı olmalarına rağmen yeniden tekrarlanabilir Ģekilde üretilebilmektedirler. Genel 

olarak sentetik hidrojellerde, kimyasal kompozisyon ve mekanik özelliklerinin 

ayarlanabilmesinden dolayı daha geniĢ bir yelpazeye sahiptirler. Ayrıca hidrolizlenme 

ve biyobozunur olma özelliklerini taĢımaktadırlar.  

Hidrojeller kimyasal olarak kararlı olabilirler veya zaman içinde bozunup 

kaybolabilirler. Ġyonik etkileĢim, hidrojen bağları veya hidrofobik etkileĢim gibi ikincil 

etkileĢimlerle oluĢan ağ yapılar tersinir veya fiziksel jel olarak adlandırılırlar. Fiziksel 

jeller homojen değildirler. Serbest zincir uçları ve zincir boĢlukları fiziksel jellerde 

bulunan defolardır.  

Bir polielektrolit gibi zıt yüklü moleküllerin birleĢmesiyle biraraya gelerek 

fiziksel hidrojeller oluĢur. (örnek olarak kalsiyum aljinat) Kimyasal hidrojeller kovalent 

çapraz bağlı jellerdir. Bazı durumlarda jel formasyonu sırasında solvent kompozisyonu, 

sıcaklık ve konsantrasyon ile faz ayrımı oluĢabilmektedir. Kimyasal hihrojellerde 

serbest zincir uçları jel ağlarında defo olarak adlandırılmaktadır [19]. 

ġekil 2.4. Hidrojellerde kimyasal etkileĢim, fiziksel etkileĢim ve degrede olabilen 

bölgeler için örnek Ģematik gösterim 
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Birçok uygulamada polimer matrisinin özelliklerini arttırmak için fonksiyonel 

dolgu maddeleri matrise eklenmektedir. Ancak polimer ve bu dolgu maddesi bir yüzeye 

uygulandığı zaman fonksiyonel monomer kolayca yok olmaktadır. 

2.1.3. Hidrojellerin Kullanım Alanları 

Hidrojellerin kullanım alanlarında ilk uygulama, kontakt lensler olarak 

bilinmektedir. Mekanik kararlılıkları bakımından iyi oluĢu, yüksek derecede oksijen 

geçirgenliğine ve uygun kırınım indisine sahip olmaları kontakt lenslerde 

uygulanmasının temel nedenleri arasında görülmektedir. 

DüĢük çapraz bağ yoğunluğuna sahip olmalarıyla hidrojeller; çeĢitli ilaçlar, 

peptidler ve proteinler için taĢıyıcı olarak kullanılırlar. 

Hidrojellerin dıĢ çevreye (sıcaklık, pH, iyon deriĢimi) cevap verebilmeleri, ĢiĢme 

özelliğine sahip olmalarıyla ve ilaç moleküllerinin difüzyonunu kontrol edebildiği için 

kontrollü salım sistemlerinde oldukça yaygın olarak kullanılan polimerlerdir [21]. 

Biyoteknolojik alanındaki uygulamalarda, özellikle biyoaktif proteinlerin 

ayrılması için hidrojellerden yararlanılmaktadır. 

Hidrojellerin ileri uygulamalarından biri de yapay kasların geliĢtirilmesidir. 

Elektrokimyasal uyarıları mekanik iĢe çeviren akıllı hidrojeller, insan kas dokusu iĢlevi 

görebilmektedir. Bu özellikten faydalanarak yapay kaslar yapılabilmektedir. 

Fizikokimyasal uyarılara karĢı tersinir büzülme ve geniĢleme yeteneği olan polimerik 

jeller, ileri robotiklerin geliĢtirilmesin için önemlidir. 

Hidrojellerin diğer uygulamaları ise; yapay tendon materyalleri, yara iyileĢmesi 

için biyo yapıĢkan madde, yapay böbrek zarları, yapay deri, estetik cerrahide malzeme 

olarak kullanımları sıralanabilir [22]. Hidrojellerin yapılarında çok fazla su 

bulundurması, yumuĢak ve esnek yapılara sahip olmaları gibi taĢıdıkları pek çok fiziksel 

özellik bakımından canlı dokularla aralarında büyük bir benzerlik gözlenmesi doku 

mühendisliğinde iskele olarak sıkça kullanılan bir malzeme olmasına neden olmuĢtur. 

Özellikle bu iskeleler kıkırdak, kemik ve yumuĢak kas gibi dokuları uygulamaları için 

kullanılmaktadırlar. 
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ġekil 2.5. Hidrojellerin kullanım alanları 

2.1.4. Hidrojellerin Doku Mühendisliğindeki Kullanımı 

 Her yıl milyonlarca hasta organ yetmezliği ya da kaza sonucu meydana gelen 

doku zedenlenmeleri gibi nedenlerle hastanelere kaldırılmaktadır. Amerika’ da bu 

tedavilere her yıl 400 milyar dolar harcanmakta ve 8 milyona aĢkın ameliyat 

gerçekleĢmektedir. 

 Doku mühendisliği ilk defa 1988’ de yayınlanan bir makale ile ortaya çıkmıĢ ve 

spesifik doku veya organlar için tedavi, geliĢim veya değiĢtirme iĢlemi uygulama olarak 

tanımlanmıĢtır.  

 Doku mühendisliğinde kullanılan bir malzeme olan hidrojeller; boĢluk doldurma 

ajanı, bioaktif malzeme iletici veya hücre geliĢimi için 3 boyutlu bir yapı oluĢturma 

görevini oynarlar. BoĢluk doldurucu ajanlar iskele olarak kullanılan en genel 

materyaller olup dokular arasında oluĢabilecek istenmeyen yapıĢmayı önlemek 

görevindedirler. Ayrıca hidrojel iskeleler vücuttaki kıkırdak, kemik ve yumuĢak kas gibi 

dokuları tasarlamak için kullanılmaktadırlar. Doku mühendisliğinde kullanılan 

hidrojellerin en önemli özellikleri biyouyumlu malzemeler olmalarıdır. Bu sayede vücut 

içerisindeki organlara veya organların etraflarındaki dokulara istenmeyen reaksiyonlar 

vererek zarar vermezler. Hidrojel olarak kullanılan sentetik polimerler içersinde 
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polietilenoksit, polipropilenfumaratkoetilenglikol, polivinilalkol, poliakrilikasit ve 

polipeptitler yer almaktadır. 

 Bir Avrupa patenti olan EP 1 664 168 B1 patentinde gözenekli hidrojeller elde 

etmek için değiĢik kompozitler belirlenmiĢtir. Bu kompozit biyobozunur ve 

kendiliğinden çapraz bağlanabilen polipropilenfumarat, biyobozunur hidrojel 

mikroparçacıklar, hapsedilmiĢ su ve serbest radikaller içeren bir karıĢımdır. 

Mikroparçacıklar çapraz bağlanmıĢ kollojen fibrin, jelatin ve hyaluronik asitten 

meydana gelmektedir ve biyoaktif malzeme içerme özellikleri vardır. Bu metot ile 

süperemici yarı katı hidrojeller, mikropartiküllerin üretilebileceğini ve bu 

mikrotaneciklerin suda ĢiĢtiğini ancak sıvılar gibi akıĢkan olmadıklarını, ayrıca çapraz 

bağlı bir yapıda oldukları için de belirli bir Ģekle sahip olduklarını ortaya 

koymaktadırlar. Polimerizasyon iĢlemi sonucunda elde edilen iskele hiçbir ekstra iĢleme 

tabi tutulmadan iskeletsel yaralara uygulanabilirler [19]. 

 Harris ve arkadaĢları mikro ve nano gözenekliliğe sahip, doku mühendisliğinde 

kullanılacak iskeleler üretmiĢlerdir. Bu hidrojeller nanoelyaf morfolojisine sahip olup 

kendiliğinden birleĢen, immünojenik olmayan, biyobozunur ve hücrelerle etkileĢime 

girebilen peptitlerden meydana gelmektedirler. Kendiliğinden düzenlenen hidrojellerin 

bir hidrofilik ve bir hidrofobik kısımları vardır. Bu yöntemle elde edilen ve günümüzde 

kullanılan en yaygın peptit ‘puramatrix’ peptididir. Bu peptidin kendiliğinden 

düzenlenmesi sığır serumu içeren doku kültür ortamında kolayca gerçekleĢebilmektedir. 

Bu iskeleler açık yaralara doğrudan uygulanabileceği gibi operasyonlar ile implant 

olarak da kullanılabilmektedir. Tek bileĢenli yapılan iskelelerin doku yenilenmesi için 

ideal bir ortam yaratamadıkları düĢünülmektedir. Bu yüzden hibrit materyaller 

geliĢtirilmiĢ ve hücre çoğalması ile hücre göçü gibi durumlarda daha iyi sonuçlar elde 

edilmiĢtir. 

Hidrojel iskeleler doku üretimi ve hücre katmanı üretimi için 

kullanılabilmektedir. Kumar; fenilboranat içeren polimerler ile polivinilalkol polimerini 

kompleks olarak kullanarak biyobozunur olan ve hücre ile doku büyümesine olanak 

tanıyan iskeleler üretmiĢtir. Sakkaritin biyobozunması fenilboranat ligantlarının 

varlığında gerçekleĢtiğinden fenilboranik asit oluĢmaktadır. Bunun sonucunda iskele 
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üzerinde oluĢan hücre katmanları rahatlıkla ekstrakte edilip tedavi için gerekli yere 

implant edilebilmektedir.  

Blanchard ve çalıĢma arkadaĢları saf çapraz bağlı keratin bazlı hidrojel iskeleler 

üretmiĢlerdir. Keratin biyuyumlu ve immünojenik olmayan bir biyopolimer olup 

hastaların saçlarından veya tırnaklarından toplanabilmektedir. Toplanan bu keratinlerin 

saflaĢtırılması ve oksidasyonundan sonra hücre büyümesi için iyi bir iskele olduğu 

düĢünülmektedir. 

Song ve arkadaĢları radyasyon-füzyon teknolojisini kullanarak doku 

mühendisliğinde kullanılmak üzere beta glukan bazlı hidrojel iskeleler kullanılmasını 

önermiĢlerdir. Beta glukanın hücre yenilenmesi ve kolajen biyosentezi için uygun bir 

ortam yarattığı ve ayrıca biyouyumlu ve güvenli olduğu bilinmektedir.  

Doku mühendisliğinin önündeki en büyük engellerden biri, polimerlerin 

hedeflenen dokuya hangi biçimde nasıl uygulanacağı ve bu uygulama sonunda ne gibi 

ek takviyeler gerektireceğinin önceden tahmin edilememesidir. Hidrojeller; damarlanma 

iĢleminin kontrol edilebildiği ve hem anyojenik faktör hem de endotenial hücrelerin 

hedeflenen bölgeye ulaĢtırabildiği için avantajlı malzemelerdir. Ek olarak kemik, kas 

veya kan damarları gibi iyi mekanik özelliklere sahip olan dokulara hidrojeller 

rahatlıkla uygulanabilmektedir [6]. 

2.2. KRĠYOJELLER 

2.2.1. Kriyojelasyon Tekniği: 

Günümüzde polimerik jeller; kromatografik materyal, molekül ve hücrelerin 

immobilizasyonu için taĢıyıcılar, elektroforez için matris ve immünodifüzyon gibi 

biyoteknolojinin değiĢik alanlarında, ayrıca katı kültür ortamında jel tabakası olarak 

kullanılmaktadır. Polimerik jellerin kullanımıyla ortaya çıkan bazı sorunlar yeni jel 

materyallerinin geliĢtirilmesini gerekli kılmaktadır. Bu gereklilik biyolojik alanlarda 

kullanılacak olan yeni polimer jellerin geliĢtirilmesine ve ticarileĢtirilmesine hız 

kazandırmaktadır. Biyoteknoloji alanında kullanılmak üzere geliĢtirilen ve büyük bir 

potansiyele sahip olan polimerik jellerden ‘kriyojel’ Yunanca ‘donmuĢ jel’ anlamına 

gelmektedir. Kriyojeller, kriyojenik iĢleme (dondurma ve belli bir süre için donuk halde 
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bekletme ve çözme iĢlemi) tabi tutulmuĢ düĢük veya yüksek molekül ağırlıklı öncüller 

veya jelleĢmeye müsait olan kolloidal sistemlerden oluĢmaktadır [3,23]. 

Bu teknik, doğada görülen denizde oluĢan buzun deniz suyundan daha az tuzlu 

olması ilkesine dayalıdır. Bilindiği üzere denizde oluĢan buz, saf hekzagonal buz 

kristalleri oluĢturmakta ve çeĢitli kirlilikler (tuz, biyolojik canlı vb. ) oluĢan buzdan 

atılmakta ve buz kristalleri arasındaki sıvı kanallarına yerleĢmektedirler. Bu doğal 

ilkenin ilk defa Lozinsky tarafından kullanılmasıyla birbirleriyle bağlantılı gözenekli 

sünger yapıdaki sistemler elde edilmiĢtir. Doğada olduğu gibi monomer çözeltisinin 

donması sırasında monomerler, buz kristallerinden atılarak buz kristalleri arasında 

oluĢan donmamıĢ likit kanallarında polimerizasyon gerçekleĢtirirler. Polimerizasyonun 

bitiĢi ve erimenin sona ermesi ile gözenekli bir yapı elde edilir. 

 Bu kriyojelleĢme sistemlerinde ağ yapılarının esasında bir faz ayrımı 

gerçekleĢmese de reaksiyon sisteminin kalıp rolü oynayan donmuĢ bölgesi eritilerek 

uzaklaĢtırıldığında gözenekli bir yapı elde edilir [11].  

2.2.2. Makro Gözenekli Kriyojellerin HazırlanıĢı ve Özellikleri 

2.2.2.1. Kriyotropik JelleĢme 

Kriyotropik jel prosesi ile elde edilen ve kriyojel olarak adlandırılan jeller, 

donmuĢ karıĢım içerisinde yer alan donmamıĢ sıvı mikro faz (unfrozen liquid 

microphase (UFLMP)) içerisinde gerçekleĢmektedir. Çözücünün kristalleĢmesi 

sebebiyle, donmamıĢ sıvı mikro fazın toplam hacmi baĢlangıçtaki hacminden daha 

düĢük bir miktardadır. Diğer bir deyiĢle, donmamıĢ sıvı mikro faz içerisinde bulunan 

polimer veya monomer deriĢimi baĢlangıç deriĢimine göre daha yüksektir. Jel 

oluĢturucu ajanların deriĢiminin hızla artması jel oluĢumunu tetiklemekte ve jelleĢme 

hızını arttırmaktadır. Kriyojelasyon basamakları Ģunlardır; 

1. BaĢlangıç sistemi: Monomer/polimer çözeltisi ve jel oluĢturucu ajanları içeren 

çözelti sıfırın altındaki sıcaklıklarda dondurulur. 

2. DonmuĢ sistem: DonmuĢ gibi görünen sistem içerisinde sıvı mikro faz içeren kısım 

bulunmaktadır. Mikro faz içerisinde olan jel oluĢum ajanlarının deriĢimi çözücünün 

donması sebebiyle yükselir. ‘KriyoderiĢim’ olarak adlandırılan olayla beraber sistemde 

buz kristalleri çevresinde çapraz bağlanmalar gerçekleĢir.  
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3. ErimiĢ sistem: Polimerizasyon iĢleminin bitmesiyle donmuĢ çözücü eritilip makro 

gözenekli bir ağ yapısına sahip kriyojeller elde edilmiĢ olur. Gözeneklerin Ģekli ve 

boyutları, monomer deriĢimi ve sıcaklık gibi parametrelere bağlıdır [6,23]. 

 

ġekil 2.6. Kriyojelasyon iĢleminin Ģematize hali ve kitosan kriyojelin SEM görüntüsü 

Genellikle kriyojel eldesi serbest radikalik polimerizasyon ile gerçekleĢmektedir. 

Polimerizasyonu etkileyen kritik bazı parametreler bulunmaktadır. Bunlar çözücünün 

donma sıcaklığı ve çözeltinin konsantrasyonu olarak bilinmektedir. Kriyojelasyon 

tekniğinde çözeltideki monomer konsantrasyonu arttırıldığında gözeneklilikte düĢüĢ 

meydana gelmekte ve böylece daha yoğun yapıya sahip jeller elde edilmektedir. 

Kriyojeller elde edilirken polimerizasyon sıcaklığı -10
o
C ile -30

o
C aralığında en uygun 

olduğu görülmüĢtür. 

2.2.2.2. Kriyojellerin Özellikleri ve Uygulama Alanları 

Bu malzemelerin biyomedikal ve biyoteknolojik alanlardaki uygulama 

potansiyelleri büyük ilgi görmektedir.  

Kriyojeller tipik olarak, hemen hemen her boyuttaki taneciklerin difüzyonuna 

engel olmadan birbirine bağlı süper makro gözeneklerden oluĢur. Öyle ki bu yapı nano 

ve mikro taneciklerin geçiĢine bile olanak tanır.  

Kriyojellerin kendilerine has yapısı ve bununla beraber osmotik, kimyasal ve 

mekanik kararlılığa sahip olması gibi özelliklerinin kombinasyonu, onları hücre gibi 

biyolojik nanopartiküllerin (plazmid, virüs ve organel gibi) kromatografisinde 

kullanılmak üzere çekici kılar.  
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Kriyojeller ayrıca, yüksek gözenekliliğe ve birbirine bağlı süper makro 

gözeneklere sahip malzemelerdir. Bu materyallerin gözenek çapları 0,1 ile 200 μm 

arasında değiĢmektedir. Tipik olarak kriyojellerin gözenekleri sahip oldukları çaplara 

göre dnano<0,1 μm, 0.1<dmikro<100 μm ve dmakro>100 μm olarak sınıflandırılır [11].  

ġekil 2.7. ġiĢmiĢ bir kriyojelde yapıdaki ortalama değerlerde su dağılımı [24] 

ġiĢme oranları yüksek ve makro gözenekli yapıya sahip bu materyaller özellikle 

hücrelerin büyümesi ve çoğalmasına ortam sağlayacak doku iskelesi olarak da 

kullanılmaktadır. Günümüzde popüler olarak araĢtırılan alanlardan biri olan doku 

mühendisliğinde, çeĢitli doğal polimerler (kitosan, gelatin, hyaluronik asit, kolajen vb.) 

veya sentetik polimerler (polistiren, polilaktik asit, poliglikolik asit vb.), kriyojelasyon 

tekniğiyle çapraz bağlanarak hücreler için doku iskelesi oluĢturulmaktadır [23]. 

Biyoteknoloji ve biyomedikal amaçlı kullanımlarda kriyojeller disk, silindirik 

kolon ya da tabaka gibi çok çeĢitli formlarda üretilirler. Bu malzemelerin gözenekliliği 

%90’ lara kadar çıkabildiği için immobillizasyon ve ayırma tekniklerinde yaygın olarak 

tercih edilmektedir. Bakteri saflaĢtırmasında, çeĢitli endotoksinlerin uzaklaĢtırılmasında 

ve protein saflaĢtırılması gibi farklı alanlarda kullanılmaktadır. Polimerik kriyojeller, 

hücrelerin immobilizasyonunda etkinliği yüksek malzemelerdir.  
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Tablo 2.1. Oda sıcaklığındaki jeller ile kriyojeller arasındaki en belirgin farklar 

 

 

 

 

 

 

Kriyojeller ilk defa 40 yıl önce incelenmeye baĢlanmıĢtır ve polimerik jellere 

kıyasla sahip oldukları sıra dıĢı özellikler halen dikkatleri üzerlerine çekmektedir [3]. 

2.2.3.1. Kriyojelasyon Tekniğinin Avantajları 

Kriyojelasyon tekniği, sıkça kullanılan diğer polimerizasyon tekniklerine göre 

oldukça yeni ve uygulanıĢ açısından da kolay olduğu düĢünülen bir tekniktir. Örnek 

olarak karĢılaĢtırma yapıldığında süspansiyon ve emülsiyon polimerizasyon 

tekniklerinde, polimerizasyon iĢlemi sona erdiğinde çoğunlukla gözlenen safsızlık ve 

yapılan zahmetli yıkama aĢaması kriyojelasyon tekniğinde bulunmamaktadır. 

Yığın (kütle) polimerizasyon tekniğiyle karĢılaĢtırma yapıldığında ise 

gözeneklilik elde etmek için eklenen porojen isimli kimyasal ajanlara gereksinim 

duyulmamaktadır. Porojen ilavesi olmadan gözeneklilik elde edilmesi kriyojelasyon 

tekniğinin en büyük avantajları arasında görülür. Kriyojelasyon tekniğinde porojen 

görevini çözücünün donmasıyla elde edilen buz kristalleri üstlenmektedir. 

Polimerizasyon iĢlemi bittikten sonra yapıdaki buz kristallerinin oda sıcaklığında 

çözülmesiyle gözenekli bir yapı elde edilir. Kriyojelasyon tekniğinde porojen maddenin 

uzaklaĢtırılması için uygulanan zahmetli yıkama iĢlemlerine gerek yoktur.  

Dondurarak kurutma iĢlemi ise kriyojelasyon tekniği ile benzerlik 

göstermektedir. Bu teknikte solvent kristallerinin süblimleĢtirilmesi sonucu birbirine 

bağlı gözenekli ağ yapıları içeren polimerik malzemeler elde edilir. Ancak yapı içinde 

solvent, sıvı bir Ģekilde kalırsa jel oluĢumu gerçekleĢmemektedir. Dondurarak-kurutma 

ile elde edilebilecek jeller ince objelerken (örneğin, film, katman ve küçük toplar) 
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silindirik veya kalın bloklar Ģeklindeki malzemeleri dondurarak-kurutma yöntemi ile 

teknik olarak elde etmek mümkün değildir. Buna karĢın kriyojeller; silindirler, 

granüller, tüpler ve diskler gibi istenilen Ģekil ve boyutlarda elde edilir. Ayrıca 

kriyojellerin elde edilme iĢleminde düĢük basınçlarda solvent uzaklaĢtırılması gerekli 

olmadığından dondurarak-kurutmaya göre daha kolay olduğu düĢünülmektedir [3, 23]. 

2.2.3.2. Kriyojelasyon Tekniğinin Dezavantajları 

Kriyojelasyon tekniğinde ana prensip olan donma ve çözünme iĢlemi basit bir 

iĢlem gibi görülse de pek çok parametreye bağlıdır. Bu parametrelere bağlı olarak 

kriyojelasyon tekniği oldukça karmaĢık bir olay zincirine dönüĢebilmektedir. Uygulama 

alanına göre talep edilen kriyojelin optimum koĢulları için parametrelerin tümü kendi 

içinde de incelenip araĢtırılmalı, sonuçlarda karĢılaĢtırma yapılıp optimum parametreye 

göre çalıĢılmalıdır. Bununla beraber polimerizasyonun kinetik verilerinin alınması 

oldukça güçtür. Bu sebeplerden dolayı jellerin talep edilen özellikte olabilmesi zahmetli 

bir takım çalıĢmalar gerektirebilmektedir. 

Bilindiği üzere serbest radikalik polimerizasyonda polimerizasyonun baĢlaması 

için baĢlatıcı, dahası bu türden ajanların oluĢmasını sağlayabilmek için ortama 

polimerizasyonu hızlandırıcı moleküller de koyulmaktadır. Fakat bu türden moleküller, 

genellikle ısıtmayla aktifleĢmektedir. Kriyojelasyonda ise polimerizasyon iĢlemini 

baĢlatacak ajanların solventin donma sıcaklığının altında (sıfırın altında) dahi aktifliğini 

koruması gerekmektedir. Bu sorun kriyojelasyon tekniği için kısıtlayıcı bir faktördür 

[3,23]. 

2.3. DOKU MÜHENDĠSLĠĞĠ 

Hastalık, yaralanma ve travma insan vücudundaki dokuların hasarına ve 

dejenerasyonuna sebep olur. Bu da onarım, yenilenme gibi uygulamalara gereklilik 

kazandırır. Tedavi tipik olarak aynı hastada sağlıklı dokunun zarar görmüĢ dokuya 

taĢınmasıyla (otograft) yapılır veya bir kiĢiden baĢka bir kiĢiye taĢınmasıyla (transplant 

veya allograft) yapılır. Bu tedavi yöntemleri çığır açıcı ve hayat kurtarıcı olsa bile bu iki 

teknikte de çok büyük problemler vardır. Otograft iĢlemi dediğimiz sağlıklı dokunun 

hasar görmüĢ dokuya taĢınması için kullanılan yöntemler pahalı ve acı vericidir. Ayrıca 

anatomik olarak sınırlıdırlar ve enfeksiyon veya hematoma gibi komplikasyonlar 
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yarattığından dolayı donöre zarar vermektedir. Benzer olarak allograft veya transplant 

iĢlemlerinde, hastalara ihtiyaç duydukları kadar yeterli miktarda doku sağlanamaması 

ciddi Ģekilde sınırlama getirmektedir. Ayrıca hastanın bağıĢıklık sistemi tarafından 

eklenen doku reddedilebilir ve donörden hastaya enfeksiyon veya hastalık geçme riski 

ortaya çıkmaktadır.  

Alternatif olarak doku mühendisliği, doku fonksiyonlarını koruyacak, 

yenileyecek veya geliĢtirecek biyolojik materyaller geliĢtirerek zarar görmüĢ dokuları 

değiĢtirmek yerine yenilemeyi hedefler. 

Doku mühendisliği terimi resmi olarak ilk defa 1988’ de düzenlenen Ulusal 

Bilim Vakfı organizasyonunda ismini duyurmuĢtur. Fakat doku mühendisliği alanı yeni 

bir konu gibi gözükürken dokuların değiĢtirilmesi fikri 16. yy’ a kadar dayanmaktadır. 

Bologna Üniversitesi’nde Cerrahi ve Anatomi bölümünde profesör olan Gasparo 

Tagliacozzi ilk defa 1597’de yayınlanan ‘The surgery of defects by implantation’ 

makalesinde kol derisinden elde edilen burun implantını transfer ederek ilk doku 

mühendisliği çalıĢmasını yapmıĢtır. Doku mühendisliği multidisipliner bir alandır ve 

klinik ilaç alanından, makine mühendisliği alanından, materyal bilimi alanından, genetik 

ve genetiğe bağlı disiplin gibi doğal bilim ve mühendislik alanlarından birçok uzmanın 

dikkatini çekmiĢtir. Bu alan dokuların geliĢmesine ve yenilenmesine olanak sağlayan 

uygun ortamı yaratan üç boyutlu gözenekli iskelelerin (scaffold) kullanımına çok fazla 

bel bağlamaktadır. Bu iskeleler esasen organ oluĢumu için uygun bir ortama sahip ve 

genellikle büyüme faktörü olan hücreler ekilmiĢ olurlar veya biyofiziksel olarak 

geliĢimi sağlayan bir alet veya sistem görevi gören biyoreaktör görevini üstlenerek 

hücreleri fiziksel veya kimyasal etkilerden korurlar ve doku geliĢiminde görev alırlar 

[25, 26, 27]. 

2.3.1. Ġskelede (scaffold) Aranan Özellikler 

Üretim tekniklerine ve kullanılan biyomateryallere bağlı olarak doku 

yenilenmesi için birçok sayıda iskele üretilmiĢtir. Doku tipine bağlı kalmaksızın doku 

mühendisliğinde kullanılan iskelelerde aranan bazı önemli konular vardır. 
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a) Biyouyumluluk 

Doku mühendisliğinde kullanılan iskelelerin ilk ve en önemli kriteri biyouyumlu 

olmasıdır; hücreler bu iskeleye yapıĢmalı, normal fonksiyonlarını gerçekleĢtirmeli ve 

iskelenin yüzeyinden yeni matrise göç ederek yeni matriste yaĢamı baĢlatmalıdırlar. 

Ġskele veya doku mühendisliği ile yapılmıĢ yapı implante edildikten sonra bağıĢıklık 

sistemiyle uyumlu olmalıdır ve böylece iyileĢme iĢlemine zarar vermeyip hastanın 

vücudu tarafından reddedilmesinin önüne geçmelidir. 

b) Biyobozunurluk 

Doku mühendisliğinin esas amacı, vücudun kendi hücrelerinin yenilenmesine ve 

daha sonra yenilenmiĢ hücrelerin implante edilmiĢ yapının yerini almasını sağlamaktır. 

Bu iskeleler ve yapılar kalıcı olmamalıdır. Bu iskele bozunur olmalıdır ki hücrelerin 

kendi hücresel matrislerini oluĢturmalarına izin vermelidir. Bu bozunma sonucu ortaya 

çıkan yan ürünlerin toksik olmaması ve vücuttan organlarla etkileĢime girmeden 

kolayca atılması lazımdır. Doku mühendisliğinin artık klinik alanlarda kullanılması 

hedeflendiği için bağıĢıklık sistemi ile olan uyumluluğu üzerine yapılan araĢtırmalar 

önem kazanmaktadır. 

c) Mekanik özellikler 

Ġdeal olarak iskeleler anatomik olarak bir takım tutarlı özelliklere sahip 

olmalıdır; implantlanma sırasında gerçekleĢtirilen cerrahi iĢlemde yapı bozulmamalıdır. 

Bu bütün dokular için önemli olmakla birlikte özellikle kardiyovasküler ve ortopedik 

alan uygulamalarında bir takım zorluklar gözlemlenmektedir. Kemik ve kıkırdak 

dokuları için yeterli mekanik özelliklere sahip iskelelerin üretilmesi büyük bir zorluktur. 

Bu dokular için implante edilmiĢ iskele, eklenme zamanından yeniden modelleme 

iĢleminin bitiĢine kadar yeterli mekanik bütünlüğüne sahip olmalıdır. Bir baĢka zorluk 

da iyileĢme oranının yaĢ ile değiĢiklik göstermesidir. Örneğin, genç bireylerde kırıkların 

yaklaĢık 6 haftada kaynadığı ve bir yılda tamamen iyileĢtiği gözlenmektedir. Ancak 

yaĢlı insanlarda bu iyileĢme süreci daha yavaĢtır. Bu etken de ortopedik amaçla 

kullanılan iskelelerin dizaynı aĢamasında hesaba katılmalıdır. Fakat bu alan evrim 

geçirdikçe kemik ve kıkırdak dokular için yapılan iskelelerin sahip olduğu mekanik 
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özelliklerine benzer mekanik özelliklere sahip iskelelerin yapımına çok fazla 

odaklanıldığı görülmektedir. Ġyi mekanik özelliklere sahip birçok materyal üretilmiĢtir. 

Cansız ortamlarda (in vitro) yüksek potansiyele sahip üretilen birçok gözenekli ve fazla 

materyal içeren malzemelerin canlı ortamında (in vivo) yetersiz kaldığı gözlemlenmiĢtir. 

BaĢarılı bir iskele üretmenin en önemli faktörü iyi mekanik özellikler ile hücrelerin 

içine girebileceği birbirine bağlı gözenekli yapının uyumlu olmasıdır. 

d) Ġskele mimarisi 

Doku mühendisliği için kullanılan iskelelerin yapısı kritik önem taĢır. Ġskeleler 

yüksek gözenekliliğe ve birbirine bağlı gözenekli yapıya sahip olmalıdırlar ki hücrelerin 

girmesine ve yapı içindeki hücrelere yeterli miktarda besleyici maddenin difüzyonuna 

olanak sağlayabilsinler. Dahası birbirine bağlı gözenekli yapı, iskele içinde oluĢan 

atıkların dıĢarı difüzyonuna olanak sağlamalıdır ve degrede olan iskele organlarla 

etkileĢime girmeden dıĢarı atılmalıdır. Doku mühendislik malzemesinin merkezinde 

oluĢan atıkların uzaklaĢtırılamaması ve yeterli miktarda damar olmamasından dolayı 

meydana gelen iç bozunma doku mühendisliği alanında büyük bir sorundur. Diğer bir 

önemli konu ise iskelenin gözenek boyutudur. Hücreler iskelenin yüzeyindeki gruplarla 

kimyasal bağ yaparak etkileĢime girerler. Doğal malzemelerden sentezlenmiĢ iskelelerin 

yüzeyinde Arg-Gly-Asp (ligand) bağlanma sekansları bulunur. Ancak sentetik 

materyallerden yapılmıĢ iskelelere protein adsorpsiyonu gibi yöntemlerle yüzeye bu 

sekans eklenmelidir. Bu ligand yoğunluğu gözeneğin içinde hücrelerin tutunabileceği 

serbest alan gibi spesifik yüzey alanlarına bağlıdır. Bu da iskele üzerinde bulunan 

gözenek büyüklüğünün önemini ortaya koyar. Gözenekler hücrelerin hareketine olanak 

tanıyacak kadar büyük olmalı ve bu yapı içerisinde hareket eden hücreler eninde 

sonunda ligandlara bağlanabilecek uygun ortam sağlamalıdır. Ancak yüksek miktarda 

hücre sayısının iskeleye bağlanması için gerekli olan minimum ligand yoğunluğuna 

sahip olacak kadar da küçük olmalıdır. Bu yüzden çeĢitli gözenek büyülüklerine sahip 

birçok iskele doku mühendisliği araĢtırmalarında incelenmiĢtir. 
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e) Üretim teknolojisi 

Bir iskelenin veya doku mühendisliği ürününün klinik alanda kullanılabilmesi 

için veya ticari değeri olabilmesi için; fiyat performans değerinin iyi olması ve araĢtırma 

laboratuvarlarında aynı anda birden fazla Ģekilde üretilmesi olanağı olmalıdır. Ġskele 

üretimindeki bir diğer ana unsur ise malzemenin nasıl kullanılacağıdır. Yani anlık 

kullanıma uygun olmalı ya da depolamaya elveriĢli olmalıdır. Genellikle klinik 

görevlileri in vitro ortamında toplanan kültürlerin kullanımını ekstra cerrahi iĢlem ile 

hücre toplanmasına tercih eder. Ancak bazı doku tipleri in vitro ortamlarda 

yetiĢtirilmeye uygun değildir.  

Bu kriterlere göre doku mühendisliğinde kullanılacak iskelenin seçimi 

kullanılacağı yere göre uygun biyomateryallerden yapılmalıdır [25]. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

ġekil 2.8. Doku mühendisliğinde kullanılan polimer iskelelerde hücre çoğalma döngüsü 
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2.4. BĠYOMATERYALLER 

1976’ da biyomateryaller için düzenlenen Avrupa Derneği Konferansında; 

‘biyomateryal’ ler biyolojik sistemlerle etkileĢime giren medikal aletlerde kullanılan 

cansız materyaller olarak tanımlanmıĢtır. Ancak bu dernek Ģu anda ‘biyomateryal’ i; 

biyolojik sistemlerle etkileĢime girerek sistemleri geliĢtiren, tedavi eden, doku-organ 

veya vücuttaki fonksiyonları değiĢtirmek için kullanılan materyaller olarak 

tanımlamaktadır. Bu basit tanım değiĢimi bile biyomateryal teknolojisinin ne kadar 

geliĢtiğini göstermektedir. Biyomateryaller sadece vücutla etkileĢime girmek 

görevinden çıkıp doku yenilenmesinde ve tedavisinde kullanılan materyaller sınıfına da 

girmiĢtir.  

Tipik olarak doku mühendisliğinde kullanılan iskelelerin yapımında 

biyomateryal olarak 3 ana malzeme grubu vardır. Bunlar; seramikler, sentetik 

polimerler ve doğal polimerlerdir.  

Her grubun kendine has bir takım avantajları ve dezavantajları vardır. Bu yüzden 

her grubun iyi yanlarını alarak hazırlanan kompozit iskeleler daha yaygın olarak 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır. 

             Seramik iskeleler yumuĢak doku yenilenmesinde kullanılmaz. Genellikle kemik 

gibi sert doku tedavisinde kullanılırlar. Seramik iskeleler tipik olarak yüksek mekanik 

dayanıma, düĢük elastikliğe ve kırılgan sert bir yapıya sahiptirler. ÇeĢitli seramikler 

ortopedik ve dental alanlarda metalik implant yüzeylerini kaplayarak tedavi edilecek 

sert dokunun korunmasına ve yenilenmesine uygun bir ortam sağlamaktadır. Ancak 

doku mühendisliği alanındaki klinik uygulamalar, implantların Ģekillendirilmesi 

iĢleminde sertliklerinden dolayı oluĢan zorluklar sebebiyle sınırlıdır.  

Polistiren, polilaktik asit, poliglikolik asit ve poli-dl-laktik-ko-glikolik asit gibi 

çeĢitli sentetik polimerler iskele yapımı için kullanılmıĢtır. Sentetik polimerler istenilen 

fonksiyonel gruplarda ve istenilen mekanik özelliklerde üretilebilmek gibi önemli 

avantajlara sahiptirler. Ancak hidrolizleri sonucunda ortama karbondioksit verirler ve 

kanın pH derecesini düĢürerek doku ve hücre ölümlerini neden olabilmektedirler. 

Ayrıca düĢük biyoaktiviteye sahip olduklarından dolayı vücut tarafından 

reddedilebilirler. 
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Ġskele olarak kullanılan biyomateryallerden bir diğeri de doğal polimerlerdir. 

Kolajen, çeĢitli proteoglikanlar ve kitosan gibi pek çok doğal polimerden elde edilen 

biyomateryaller iskele yapımında kullanılmaktadır. Sentetik polimerlerden elde edilen 

iskelelere göre doğal polimerler biyolojik olarak aktiftirler ve hücre yapıĢması ve 

büyümesi için uygun bir ortam sağlarlar. Dahası biyobozunur olmalarından dolayı 

biyobozunma sonucu açılan alana ev sahibi hücrelerin yayılmasına olanak sağlarlar. 

Ancak doğal materyaller, homojen ve yeniden üretebilme kısıtlamalarından dolayı 

iskele elde etme açısından bir takım güçlükler sunmakta ve zayıf mekanik 

özelliklerinden ötürü biyomalzemele olarak kullanımına sınırlama getirmektedir.  

Sıralanan problemlerin üstesinden gelebilmek için birçok faz içeren (sentetik, 

doğal ve seramik içeren) kompozit iskeleler günümüzde halen araĢtırılmakta ve ilgi 

görmektedir. Örneğin sentetik polimer bazlı iskelelerin biyolojik kapasitelerini arttırmak 

için, sentetik polimerler doğal polimerlerle kopolimer yapılarak yeni kompozit iskeleler 

yapılmıĢtır. Bu Ģekilde yapılmıĢ iskeleler gelecek vaad etse de bunların içerisinde 

vücutta doğal olarak bulunmayan en az bir faz bulunur. Bu da biyomateryalin 

biyouyumluluğunu düĢürmektedir. Bu düĢünceyle çalıĢılan kolajen bazlı iskeleler ya tek 

baĢına kolajen kullanılarak yapılmıĢ ya da mekanik ve biyolojik aktivitelerini arttırıcı 

fazlar eklenerek biyomateryaller elde edilmiĢtir [25,28]. 

2.4.1. Biyomateryal Olarak Kullanılan Polimerler 

Günümüzde biyomateryal olarak kullanılan polimerler elde ediliĢ biçimlerine 

göre doğal polimerler ve sentetik polimerler olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. 

2.4.1.1. Sentetik Polimerler 

Sentetik polimerler, monomerlerden çeĢitli metotlarla sentezlenme sonucunda 

elde edilen polimerlerdir. Bu gruptaki polimerler, kendi içinde biyobozunabilen ve 

bozunamayan sentetik polimerler olarak ikiye ayrılır. 

a. Biyobozunur olmayan sentetik polimerler: Poliakrilonitril (PAN), 

polimetilmetakrilat (PMMA) ve benzeri polimerler bu gruba örnek olarak 

verilebilmektedirler. 
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PMMA polimeri, doğrusal yapıda ve hidrofobik olan bir zincir                          

polimerdir. Ticari olarak Lucite ve Plexiglas isimleri ile bilinmektedirler ve bu polimer 

sert kontakt lenslerde yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Poliakrilonitril (PAN) ise yapay iplik olarak da bilinen fibröz ve de kauçuk 

benzeri organik bir polimerdir. Kullanım alanı olarak tekstil baĢta olmak üzere pek çok 

alanda yaygındır. 

b. Biyobozunur sentetik polimerler: Poliglikolik asit ve polilaktik asit ya da bu iki 

polimerin kopolimerleri, polianhidritler, polialkilsiyanoakrilatlar bu grup için örnek 

verilebilir. Doku mühendisliği alanı için biyobozunur ve de biyouyumlu olma özelliği, 

organik solventlerde çözünebilmeleri ve iĢlenmeye müsait fiziksel özellikleri sebebiyle 

sıkça tercih edilebilen polimerler grubundandır. 

Sentetik polimerler grubundan taĢıyıcı sistem olarak kullanma amaçlı en sık 

kullanılan polimerler tamamen bozunabilir özellikte olan polilaktik asit (PLA), 

poliglikolik asit (PGA) ve bu polimerler ile sentezlenen kopolimeri olan polilaktik-ko-

glikolik asit (PLGA)’ dir. Diğer bir polimer ise biyobozunur olan polikaprolakton (PCL) 

doku mühendisliği alanında özellikle de kemik dokusu için öneme sahiptir. 

Biyobozunur olan diğer sentetik polimere ise poli(fosfazen), polietilen glikol (PEG) ve 

PEG/PLA kopolimeri, poli(propilen fumarat) (PPF) ve poli (anhidrid) polimerleri örnek 

verilebilir ve biyobozunur özellikleri dolayısıyla pek çok alanda kullanılmaktadırlar 

[94]. Bozunma hızları açısından yapılan bir araĢtırmada hidrofilikliğe bağlı olarak 

poliglikolik asit hızlı bozunmaya sahipken polilaktik asit daha yavaĢ bir bozunmaya 

sahip olduğu gözlenmiĢ, polikaprolaktonun ise en yavaĢ oranda bozunma hızına sahip 

olduğu görülmüĢtür. 

Polilaktik-ko-glikolik asit, polilaktik asit, poliglikolik asit polimerleri 

biyobozunur özellikleri dıĢında sahip oldukları yüksek mekanik özelleri sebebiyle 

ameliyat ipliklerinde, tıbbi implantlarda ve ilaç taĢıma sistemlerinde sıklıkla kullanıldığı 

görülür. Bu polimerlerin dezavantajı pahalı olmalarıyla beraber bozunma hızlarının 

yavaĢ olması uygulamalarda kısıtlamalara yol açmaktadır. 

Doku mühendisliği uygulamalarında taĢıyıcı sistem olarak sıkça kullanılan 

sentetik polimerler, doğal polimerlere kıyasla hazırlama esnasında ve ayrıca depolama 

süresince de daha dayanıklıdırlar. Sentetik polimerlerin önemli avantajlarından biri de 
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talep edilen kimyasal ve de mekanik özelliklere sahip polimerlerin üretim kolaylığıdır. 

Bununla beraber sentezleme esnasında polimerler talep edilen özellik ve büyüklükte 

sentezlenme kolaylığına da sahiptirler. Bunlara ek olarak polimer zincirlerinin molekül 

ağırlığı, konformasyon ve konfigürasyonları ve fonksiyonel gruplarının kontrol 

edilebilmesi bakımından önemli bir avantaj olarak görülmektedir. Bu durumda 

hidrofilik bir polimer olma veya hidrofobik özellikte olmayı ayarlama imkanı sağlanmıĢ 

olunmakta ve biyoyapıĢmaları da farklılaĢtırılabilmektedir. Sentetik polimerlerin 

mekanik bakımdan bozunma hızları da doğal polimerlere oranla daha yavaĢtır. 

Doğal polimerlere kıyasla sentetik polimerlerde bağıĢıklık sistemini uyarıcı 

etkilerin oluĢması ya da öldürücü olabilen hastalıklara yol açma ihtimali olan 

patojenlerin bulaĢma ihtimali oldukça azdır. 

Sentetik polimerlerin araĢtırılıp aydınlatılan bütün bu avantajlarına rağmen en 

önemli dezavantajı bozunma sonucu açığa çıkan toksik etki gösteren yan ürünlerin 

meydana gelmesidir. Ortaya çıkan bu toksik maddelerin vücutta akut veya kronik 

inflamasyonlara sebep olması da önemli bir kısıtlamaya neden olmaktadır. Canlı 

açısından önemli bir sorun oluĢturan bu kısıtlama vücut pH’ ında değiĢikliklere sebep 

olup bireyin sağlığını riske sokmaktadır [2, 29, 26, 30, 31]. 

2.4.1.2. Doğal Polimerler 

Doğal polimerler; polisakkarit yapısındaki polimerler, protein kaynaklı 

polimerler ve türlü mikroorganizmalar tarafından sentezlendiğinden dolayı sentetik 

doğal polimer olarak bilinen polihidroksialkonatlar olarak sınıflandırılmaktadırlar. 

Bu polimerler biyouyumlu olma ve biyobozunurluk özelliklerinden dolayı 

(aljinat, hyaluronik asit, kitosan niĢasta gibi polisakkarit yapıda olanlar ve jelatin, 

kolajen, ipek, fibrin, fibroin gibi protein yapılı polimerler; poli(β-hidroksibütirat) (PHB) 

ve poli(hidroksibütirat-ko-valerat) (PHBV) gibi polihidrosialkonatlar grubunda olan 

polimerler) doku mühendisliği için önemli malzemelerdir. 

Doğal polimerler; doku mühendisliği alanının önemli koĢullarından olan 

biyouyumlu özellikte olma, biyolojik ortamda degrede olabilme, toksik olmama gibi 

özellikleri içerisinde barındırır. Mekanik özelliklerini arttırmak için sentetik ya da 

inorganik malzemelerle kompozit olarak da kullanılabilirler. 
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Dezavantajları arasında ise canlı dokudan elde edilmelerinden dolayı bağıĢıklık 

sistemini tetiklemesi ve hayvan kaynaklı olan patojenlerin bulaĢması durumu risk 

oluĢturmaktadır. Bazı doğal polimerlerin doğal ortamdan eldesi sırasında karĢılaĢılan 

zorluklar ve ayrıca yüksek molekül ağırlığa sahip doğal polimerlerdeki iĢlenme zorluğu 

bir diğer olumsuz yönüdür  

Hücre yapıĢmasına, hücre büyümesine, farklı fonksiyondaki hücrelerin 

tutunmasına ve taĢınmasına izin verdiği, biyouyumlu olduğu, biyobozunur özellikte 

oluĢu ve toksik etkisi olmamasından dolayı hyaluronik asit doku mühendisliği alanında 

oldukça dikkat çekmektedir [2, 29, 26, 30, 31]. 

Jeong Kim ve arkadaĢlarının hyaluronik asit ile olan çalıĢmalarında kitosanla 

polielektrolit kompleks (PEC) yaparak film oluĢturmuĢlar ve daha sonra bu PEC ile kas 

gibi kasılabilen yapılar için yapay organ çalıĢması, sensör ve ilaç taĢıma sistemleri gibi 

ileri çalıĢmalar için araĢtırmalarda bulunmuĢlardır. PEC iyonik etkileĢimlerle çapraz 

bağlanma gerçekleĢtirebilen bir yapıdır. Kitosan polimeri artı yüklü, hyaluronik asit ise 

bu komplekste eksi yüklü olan materyaldir. Bu Ģekilde karĢıt iki yük ile oluĢturulan 

iyonik bir kompleks elde edilir [32]. 

Huaping Tan ve arkadaĢları çalıĢmalarında N-süksinil-kitosan (S-CS) ve aldehit 

hyaluronik asit ile Schiff base formunda çapraz bağlı hidrojeller sentezleyerek toksik 

olmayan ve degrede olabilen kıkırdak doku mühendisliği için doku iskelesi çalıĢmaları 

yapmıĢlardır [33].  

Bir diğer çalıĢmada ise Kun-Hung Chang ve arkadaĢları tarafından hyaluronik 

asit ile gene doğal bir polimer olan jelatinin kopolimerleri kriyojelasyon yöntemiyle 

sentezlenmiĢ ve doku mühendisliği alanında uygun doku iskeleleri elde etmeye 

çalıĢmıĢlardır [14]. Benzer bir çalıĢma Kathuria ve arkadaĢları tarafından kitosan ve 

jelatin polimerleri kullanıp gerçekleĢtirilmiĢtir [17]. Bu iki çalıĢmada da hücrelerin 

yaĢayıp üremesi uygun koĢulların sağlandığı biyomalzemeler sentezlenmiĢtir. 

Üzerinde çalıĢtığımız tez içeriği ise doğal polimerler olan kitosan ve hyaluronik 

asit kopolimerlerini içermektedir. Bu iki polimerden kriyojel yöntemiyle sentezlenen 

jellerin doku mühendisliği alanında önemli bir yeri vardır. 
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2.5. KĠTOSAN 

2.5.1. Kitosanın Yapısı ve Elde EdiliĢi 

Kitosan; lineer, yarı kristalin ve (1→4)- 2 -asetamido- 2 -deoksi- β -D-glukan 

(N-asetil D-glukozamin) ve (1→4)-2-amino-2-deoksi- β -D-glukan (D-glikozamin) 

üniteleri içeren bir polisakkarittir. Doğada direk olarak bulunması zor olmakla beraber 

kitin gibi doğal polimerlerin kısmi deasetilasyonu ile elde edilebilir. Kitinden elde 

edilen bir malzemenin kitosan olabilmesi için deasetilasyon sonucunda en az %60 

miktarında D-glikozamin kalıntısı içermesi gerekmektedir. Kitinin deasetilasyonu; 

alkali ortamda kimyasal hidrolizle veya kitin deasetilaz enziminin varlığında enzimatik 

hidrolizle gerçekleĢir. Selülozdan sonra kitin doğada en fazla bulunan polimerdir. 

Genellikle yengeç kabuklarında veya böcek iskeletlerinde bulunmaktadır, ancak bazı 

mantarlarda da görülmektedir [34].  

 

 

 

 

 

        

 

 

 

ġekil 2.9.  Kitosanın kitinden deasetilasyon ile eldesi  

2.5.2. Kitosanın Yapısı ve Özellikleri Arasındaki ĠliĢki 

Kitin ve kitosan arasında bir takım farklılıklar bulunmaktadır. Bu da kitosanın 

sahip olduğu özellikleri farklılaĢtırmaktadır. Kitosanın yapısında bulunan D-glikozamin 
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üzerindeki amin grupları seyreltik asitlerle protonlanarak çözünürlük kazanmaktadır. 

Ancak tam tersine kitinin üzerinde serbest amin grupları bulunmadığından dolayı 

çözünürlük yok denecek kadar azdır. Bu da kitinin uygulamalarını sınırlandırır. Ġlginçtir 

ki kitosanın bazı koĢullardaki pH a bağlı olan çözünürlüğü kitosanın geniĢ bir aralıkta, 

özellikle kozmetik alanındaki uygulamalarına olanak tanımaktadır [8]. 

Bu amino gruplarından dolayı kitosan metal iyonları gibi değiĢik malzemelerle 

kompleks oluĢturabilmektedirler, buna bağlı olarak da atık suların arıtımı ile ağır 

metallerin geri kazanımında kullanılabilirler [35]. Kitosanın bu kompleks yapma 

özelliği, içeceklerin (Ģarap, meyve suyu gibi) saflaĢtırılmasında kullanılmasına da 

olanak tanır [36]. 

Polikatyon yapısına geçmiĢ protane olmuĢ kitosanlar; lipid, protein ve DNA gibi 

biyolojik polianyonlarla ya da poli (akrilik asit) gibi sentetik anyonik polimerlerle 

iyonik kompleks yapma kabiliyetine sahiptirler [37]. Kitosan pozitif yüklenen tek doğal 

polisakkarittir. Polielektrolit olarak kitosan, katman üzerine katman ekleme yöntemiyle 

elde edilen filmlerin yapımında kullanılabilir [34].  

Kitosan üzerinde bulunan amino ve hidroksil fonsiyonel grupları baĢka 

materyallerle kararlı kovalent bağlar oluĢturulmasına olanak tanırlar. Alkol grupları ile 

esterifikasyon ve eterleĢme reaksiyonları gerçekleĢtirebilirken [35] D-glukozamin 

üzerindeki amino grupları kuaternize olabilir veya aldehitlerle tepkimeye girerek 

indirgenebilirler. Bu özellikleri sayesinde kitosan üzerine çeĢitli fonksiyonel gruplar 

eklenerek çeĢitli alanlarda kullanımına olanak sağlanır. 

Bu özelliklere ek olarak kitosanın kendine has dikkat çekici özellikleri vardır. 

Bu polisakkarit; antibakteriyal, antifungal, mukoz yapıĢtırıcı özellik, analgesik ve 

homeostatik özelliklere sahiptir. Kitosan in vivo ortamda lizozim enzimiyle 

parçalanmaktadır. Bozunduğunda toksik olmayan malzemelere ayrılmaktadır. 

Malzemenin bozunma hızı deasetilasyon derecesine bağlıdır. Degredasyon derecesi 

kitosanın kristallik derecesi ile doğrudan orantılıdır. Yüksek miktarda deasetile olmuĢ 

(%85’ den fazla deasetile olmuĢ) malzemelerin bozunumları en az seviyededir ve cansız 

ortamda bozunmaları uzun süreler alabilir. Ancak deasetile derecesi düĢtükçe bozunma 

hızının arttığı gözlemlenmiĢtir. Yukarıda anlatılan bütün bu özellikler kitosanın 

biyomalzeme olarak kullanılmasına olanak sağlar [28].  
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2.5.3. Biyomateryal Olarak Kitosanın Özellikleri 

Bahsedildiği üzere kitosanın bazı dikkat çekici özellikleri biyomedikal 

uygulamalarda benzersiz fırsatlar yaratmaktadır. Kitosanın oluĢum mekanizmasının 

aydınlatılması biyomedikal ve ilaç uygulama alanlarında kitosan kullanımına 

yöneltmektedir. Kitosanın özelliklerinin açıklanmasında D-glikozamin kalıntısı ile gelen 

protonlanmaya müsait amin grupları kullanılmıĢtır. Gerçekten de mukozaya yapıĢma 

özelliği, sialik asit gibi musin içinde negatif yüklü malzemelerin varlığında ortaya 

çıkmaktadır. Asidik ortamlarda kitosanın amino grupları pozitif yüklüdür ve böylece 

musin ile etkileĢime girebilirler. Kitosanın mukozaya yapıĢma özelliği deasetilasyon 

derecesi ile orantılıdır. Deasetilasyon derecesi arttıkça pozitif yük artar. Böylece 

mukozaya yapıĢma özelliği artar [38]. 

Minumum kristallik orta miktarda deasetilasyon sonucu oluĢur. Kararlı bir 

kristalin yapısı olduğundan dolayı kitosan, pH 7 üzerindeki su içeren çözücülerde 

çözünmez. Ancak pH derecesi 5 civarında olan zayıf asitlerde, protonlanmıĢ serbest 

azot grubu içeren çözeltilerde çözünür. pH a bağlı çözünürlük kitosana uygun 

koĢullarda kolay bir üretim mekanizması sağlar. 

Kitosanın homeostatik aktivitesi, kitosan iskeletini üzerinde bulunan pozitif 

yüklerle iliĢkilendirilebilir. Kırmızı kan hücrelerinin zarları negatif yüklüdür ve böylece 

pozitif yüklü kitosanla etkileĢime girebilirler.  

Biyobozunma özelliğini açıklarken kitosanın sadece amino grubu içeren bir 

polimer olmadığını ayrıca kırılabilir bir glikozidik bağa sahip olan bir polisakkarit 

olduğunu da hatırlamak gerekir. Canlı ortamda (in vivo) kitosanın yıkımı birkaç proteaz 

enzimi (özellikle lizozim) ile gerçekleĢir. Bu güne kadar insanlarda sekiz tane kitinaz 

enzimi belirlenmiĢtir. Bunlardan üçü kitosan üzerinde enzimatik aktivasyon 

göstermektedir [39]. Kitosanın bozunması ile çeĢitli uzunluklarda toksik olmayan 

oligosakkaritler oluĢmaktadır. Bu oligosakkaritler metabolik yapıya katılabilir ya da 

daha küçük parçalara ayrıĢtırılabilir. Degredasyon hızı deasetilasyon derecesine bağlıdır 

fakat ayrıca moleküldeki N-asetil D-glikozamin kalıntılarının dağılımına da bağlıdır. 

Biyobozunma ile deasetilasyon derecesini iliĢkilendirirken kitosanın yarı 

kristalin bir polimer olduğunu göz önünde bulundurmak gerekir. Kitosanın kristallik 

derecesi deasetilasyonun maksimum olduğu (kristallik derecesi %0 ) değer ile kitin 
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formuna geçtiği minumun (kristallik derecesi %100) değer arasında bir değerdedir 

(Kristallik %60’ a yakın). Kristallik arttıkça biyobozunum düĢer. Son olarak diyebiliriz 

ki kısa zincirli kitosanlar yüksek molekül ağırlıklı kitosanlara göre daha hızlı bozunarak 

oligosakkaritlere dönüĢürler.  

Bahsedilen tüm bu özelliklere göre kitosanın diĢçilikten yapay deri yapımına 

kadar birçok alanda kullanılması sürpriz bir durum değildir. Bu alanlarda yapılan bu 

denemeler Yiyecek ve Ġlaç Yönetimi (Food and Drug Administration (FDA))’ ne 

uygundur.  

Kitosanın biyouyumluluğu hazırlanıĢ metoduna ve deasetilasyon miktarına 

bağlıdır. Deasetilasyon miktarı arttıkça biyouyumluluğun arttığı gözlemlenmiĢtir. 

Kitosanın hücre uyumluluğunun kitine göre daha fazla olması bu sebeptendir.  

Kitosanın en çok umut vaad eden özelliklerinden biri de hücre aktarımı ve doku 

yenilenmesi için gözenekli yapıda malzeme üretimi için uygun olmasıdır. Gözenekli 

kitosan yapıları, kitosanın asetik asit içerisinde çözülerek dondurulması ve liyofilize 

edilmesiyle elde edilirler. Gözenek büyüklükleri dondurulma iĢlemi sırasında asetik asit 

yoğunluğuna bağlı olarak ayarlanabilir. OluĢan kitosan yapının fiziksel özellikleri 

gözenek büyüklüklerine bağlı olup gözenek boyutları arttıkça mekanik özellikleri 

düĢmektedir. Ancak gözenek boyutlarının büyük olması hücrelerin difüzyonlanmasında 

kolaylık ve hücre çoğalması için geniĢ bir ortam sağlar [8].  

2.5.4. Doku Mühendisliği için Üç Boyutlu Kitosan Ġskeleler 

Ġmplante edilen iskelelerin yapımı sırasında; vücut uyumluluğuna, mekanik 

özelliklere, iskele morfolojisine ve gözenekliliğe bakılırken iyileĢtirme ve doku 

yenileme kapasitesine de dikkat edilmelidir. Literatüre göre doku mühendisliğinde 

kullanılan iskeleler yukarıdaki özelliklere ek olarak akut ve kronik tepkiler vermemeli, 

biyobozunur olmalıdır ki iyileĢen doku biyomateryalin yerini alabilmeli, hücre 

tutunmasını sağlayacak yüzeye sahip olmalı, farklılaĢmaya ve hücre çoğalmasına olanak 

sağlayan, hasar gören dokuyu taklit edebilen ve dokunun yapabileceği mekanik etkilere 

dayanabilecek bir yapıya sahip olmalı ve son olarak çeĢitli Ģekillerde üretilebilmelidir. 

Bahsedilen olağanüstü özelliklere sahip olan kitosan, eksik veya zarar görmüĢ 

dokunun ve organın yenilemesine dolayısıyla hücre yaĢamına ve çoğalmasına elveriĢli 
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bir ortam sağlayabilmesinden dolayı biyomateryal olarak aday gösterilmektedir [40]. 

Hastalıklı dokulara göre değiĢik özelliklerde iskele yapımı kullanılan metotlara bağlıdır. 

Bu yüzden iyi Ģekil almıĢ üç boyutlu kitosan hidrojeller ve köpükler üretebilmek için 

çeĢitli metotlar geliĢtirilmiĢtir. 

2.5.4.1. Kitosan Hidrojeller 

Jeller %10 katı faz, %90 sıvı fazdan oluĢan malzemelerdir. Hidrojelerde sıvı faz 

sudur. Katı faz da jelin bütünlüğünü korumaktadır. Katı faz likit fazda çözülmez ve 

yüksek miktarlarda su emilimini sağlar. Hidrojeller, yapısında %90 su olduğundan 

dolayı yaĢayan dokularla uyum gösterir. Dahası hidrojeller hastaya implante edildikten 

sonra etraflarındaki dokuya verilen zararı minumuma indirir. Hidrojellerin mekanik 

özellikleri, yaĢayan dokulara benzetilmeye çalıĢılmıĢtır. Böylelikle jeller hem 

fonksiyonel bakımdan hem de morfolojik bakımdan onarılacak doku ile uyumlu hale 

gelmektedir. Bu yüzden hidrojeller genellikle doku değiĢiminde kullanılan biyomedikal 

iskelelerdir. Fakat ilaç iletimi ve büyüme faktörü taĢınımı gibi değiĢik biyomedikal 

uygulamaları da vardır [41]. 

2.5.4.1.1. Fiziksel Bağlı Kitosan Hidrojeller 

Fiziksel hidrojellerin oluĢumu polimer zincirleri arasında oluĢan tersinir 

etkileĢimle gerçekleĢebilir. Bu etkileĢimler kovalent olmayan, elektrostatik, hidrofobik 

etkileĢimler ve hidrojen bağlarıdır. Bu etkileĢimler pH, konsantrasyon ve sıcaklık gibi 

birçok parametreye bağlı olabilir. Bu yüzden bu bağlar kararlı değildir ve tersinir 

jelleĢme gerçekleĢtirilebilir. Bu hidrojellerin ĢiĢme özelliği bahsedilen parametrelere 

bağlı olarak azaltılabilir veya arttırılabilir. Kural olarak daha az etkileĢim yumuĢak jeller 

oluĢtururken yüksek etkileĢimde sert jeller oluĢturulur. 

Kitosanın ek bir malzeme olmadan tek baĢına jel oluĢturabilmesi dikkat 

çekmektedir. Bu jelleĢme iĢlemi kitosanların amino gruplarının nötralizasyonuna 

dayalıdır. Nötralizasyon gerçekleĢtirildiği zaman kitosan zincirleri arasındaki amonyum 

itme kuvveti kaldırılır ve böylece zincirler arasında hidrojen bağları, hidrofobik 

etkileĢimler ve kitosan kristallenmesi ile jelleĢme gerçekleĢir. 
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Dahası kitosan hidrojeller PVA gibi suda çözünen, iyonik olmayan polimerlerle 

blend yapılarak elde edilebilirler. Termal duyarlığa sahip kitosan hidrojeller, gliserol 

fosfatdisodyum tuzu gibi poliol tuzları ile blend yapılarak elde edilir. Kitosan yapısı 

ayrıca fiziksel bağlı hidrojel elde edebilmek için polietilenglikol gibi malzemelerle 

modifiye edilebilir.  

Kitosan asidik koĢullarda poli katyonik doğaya sahip olduğundan dolayı, kitosan 

hidrojeller çok az miktarda anyonik malzemeler varlığında elektrostatik etkileĢimlerle 

kolay bir Ģekilde fiziksel bağlı hidrojeller elde edilebilir. Pozitif yüklü kitosanlar fosfat, 

sitrat ve sülfat gibi negatif yüklü moleküllerle etkileĢerek hidrojeller oluĢturabilir. 

ÇeĢitli konsantrasyonlarda ve boyutlarda anyonik materyallerle iyi bir ĢiĢme yapabilen 

jeller elde edilmiĢtir. 

Daha fazla negatif yüke sahip moleküller, sentetik ve doğal polianyonlar 

kitosanlarla jel oluĢturabilir. Doğal polianyonlara örnek olarak; protein (albümin 

fibroin), anyonik polisakkaritler (hyaluronik asit vb.), karboksimetilselüloz ve 

glikozaminoglikan (GAG) gösterilebilir. Sentetik polianyonara örnek olarak poliakrilik 

asit gösterilebilir. Kitosanın yük yoğunluğu ve polianyonun yük yoğunluğu hidrojellerin 

ĢiĢme ve kararlılığına etki eden en büyük iki etkendir. pH da etkilidir ancak yük 

yoğunluğuna göre daha az etkili bir rol oynamaktadır.  

Elektrostatik etkileĢimler, sadece anyon ve katyon arasında değil hidrojen 

bağları gibi ikincil etkileĢimlerle de olabilir. Ancak iyonik etkileĢimler hidrojen 

bağlarından çok daha güçlüdür. Ġyonik kitosan hidrojeller yapılırken katalizör ve toksik 

reaktif ajan kullanılmaz. Böylece biyomedikal uygulamalarda kullanımı daha kolay 

olmaktadır.  

Toksik reaktif içermeyen hidrojellerin kolayca jelleĢmesi insan vücuduna 

enjekte edilebilen ve eklendiği zaman sol jel özelliği gösteren çözeltiler hazırlanmıĢtır. 

Bu çözeltiler hasar görmüĢ dokuların etrafını sararak onun Ģeklini alırlar ve uygun 

iskeleler oluĢtururlar. Ancak böyle jeller hidrolizlendikleri zaman vücut tarafından 

reddedilebilecek ve vücuda zararlı yapılar oluĢtururlar [42]. 
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2.5.4.1.2. Koordinasyon Kompleksi ile Çapraz Bağlı Kitosanlar 

Kitosan; Pt (II), Pd (II) ve Mo (IV) ile koordine kovalent bağlar oluĢturarak 

hidrojeller yapabilmektedirler. Biyomedikal kullanımları yoktur. 

2.5.4.1.3. Kimyasal Çapraz Bağlı Kitosan Hidrojeller 

Bu tip hidrojeller zincirler arasında kovalent bağlar oluĢturularak elde edilir. Bu 

hidrojeller fiziksel bağlı hidrojellere göre tersinir bir jelleĢme gerçekleĢtirmediğinden 

dolayı daha kararlıdırlar. Ancak bu çapraz bağlanma bir takım modifikasyon 

gerektirdiği için kitosanın baĢlangıçtaki özelliklerini değiĢtirebilir. Ayrıca toksik reaktif 

kalıntıları ve katalizör kalıntıları biyomedikal kullanımı sınırlandırabilir. 

Amino ve hidroksil grupları ile amit ve ester bağları yapılarak çeĢitli bağlantılar 

kurularak ve ayrıca Schiff base formu ile hidrojeller elde edilebilir. Küçük multi 

fonksiyonlu moleküller veya polimerik çapraz bağlayıcılar ile kitosan etkileĢime girer 

ve çapraz bağlanma gerçekleĢir. Kitosan çapraz bağlanma baĢlatılmadan önce, 

enzimatik katalizli reaksiyon ve foto indüklenmiĢ reaksiyon ile aktive edilmiĢ 

fonksiyonel gruplar ile modifiye edilebilir.  

Tersinir olmayan kitosan hidrojeller için kitosan üzerindeki amino grupları ile 

hızlı bir Ģekilde tepkimeye giren glioksal ve glutaraldehit gibi çapraz bağlayıcılar 

kullanılır. Tripolifosfat, etilenglikol, diglisidileter ve diizosiyanat da çapraz bağlı 

kitosanlar elde etmek için kullanılabilirler. Ancak bahsedilen bütün çapraz bağlayıcılar 

toksik etki gösterebilir ve bu da çapraz bağlı kitosanların gelecekteki biyomateryal 

uygulamalarını kısıtlayabilmektedir. Son zamanlarda genipin isimli bir malzeme 

alternatif bir çapraz bağlayıcı olarak kullanılmaktadır. Bu çapraz bağlayıcı diğer 

malzemelere göre daha yavaĢ bozunurdur ve toksiklik etkisi henüz tespit edilmemiĢtir. 

Genipin primer amin ile reaksiyona girerek çapraz bağlanma yaptığından dolayı çeĢitli 

protein ve kitosanlarla çapraz bağlanabilir. Hidrojellerin özellikleri, çapraz bağlanma 

yoğunluğu ve çapraz bağlanan molekül miktarıyla doğrudan orantılıdır.  

Kitosanların üzerinde bulunan primer aminler kullanılarak çapraz bağlanma 

yapıldığından dolayı kitosanın bazı özellikleri kısıtlanır. Ancak amin gruplarının 

reaktiflik derecesi hidroksil gruplarından daha fazla olduğundan dolayı çapraz bağlanma 
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amin grupları üzerinden baĢlar. Deasetilasyon derecesi yüksek olan kitosanlar ilginç bir 

baĢlangıç malzemesidir [8]. 

2.5.4.2. Kitosan Süngerler 

Süngerler açık gözenekli katı köpüklerdir. Bu katı yapılar mikro gözenekli 

oldukları için yüksek miktarda sıvı emilimi yaparlar. Süngerler genellikle iyi hücre 

etkileĢimine sahiptirler, yumuĢaktırlar ve esnektirler. Kitosan süngerler genellikle 

yaradan kaynaklı sıvıları emerek doku yenilenmesine yardımcı olduklarından dolayı 

yara tedavilerinde kullanılırlar. Ayrıca kitosan süngerler dolgu maddesi olarak doku 

mühendisliğinde kemik uygulamalarında kullanılırlar.  

Bu süngerler genellikle kitosan çözeltisinin dondurulması ve düĢük basınçta 

solventin süblimleĢtirilmesine dayalı dondurarak-kurutma (freeze drying) yöntemiyle 

elde edilirler. Örneğin kitosan/trikalsiyumfosfat ve kitosan/kolajen süngerler bu 

yöntemlerle hazırlanarak kemik yenilenmesinde kullanılmıĢtır. Kitosan-ZnO kompozit 

süngerler, dondurarak kurutma ile hazırlanıp iyi ĢiĢme ve antibakteriyal özellikler 

taĢımaktadır. 

Dondurarak-kurutma (freeze drying) yöntemine benzer olarak keĢfedilen ve 

düĢük basınçta solventin süblimleĢtirilmesine gerek duyulmayan kriyojelasyon yöntemi 

ile de süngerler elde edilmiĢtir. Doku iskelesi uygulamaları sıkça kullanılmaktadır. 

Antibiyotik ilaçlar taĢıyabilen çapraz bağlı kitosan süngerler solvent 

buharlaĢtırma tekniği ile hazırlanmaktadır. Fibril yapısı elde edilmiĢ ve böylelikle bu 

süngerler yara kapama uygulamalarında kullanılmıĢtır. 

Son zamanlarda kitosan iskelelerde gözenekliliği arttırmak için süper kritik 

karbondioksit kullanılması araĢtırılmaktadır. Süper karbondioksit metodu basınç 

kalktığı zaman hücre kültürlerine uygun gözenekli kitosan iskeleler elde etmek için 

kullanılmaktadır [8]. 

2.7. HYALURONĠK ASĠT  

1934’ de Karll Meyer ve John Palmer sığır gözünün camsı tabakasından 

glikozaminoglikan izole etmiĢlerdir. Elde ettikleri bu malzemenin üronik asit ve amino 

Ģeker içerdiğini göstermiĢlerdir. Bu materyali ‘hyaluronik asit’ ve bazı özel durumlarda 
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‘hyaluronan’ olarak adlandırmıĢlardır. Konulan hyaluronan ismi aynı zamanda canlı 

ortamda (in vivo) prontanlanmıĢ asit formunda değil de poli anyon formunda olduğunu 

göstermektedir. Hyaluronik asit her glukuranat ünitesi belli pH aralıklarında anyonik 

yük taĢıdıklarından dolayı glikozaminoglikandır ve sodyum gibi mobil katyonlarla 

dengelenen eksi yüklü karboksilat grupları negatif yükler meydana getirmektedir [43].  

2.7.1. Yapısı ve Kaynağı 

Hyaluronik asit (HA) bütün omurgalılarda bulunmaktadır. Hyaluronik asit (HA) 

β-1,3 ve β-1,4 glikozidik bağıyla bağlanmıĢ olan D-glukuronik asit ve N-

asetilglukozamin birimlerinin tekrarlanması sonucu oluĢan bir polimerdir. 

Ekstraselülermatris (ECM) i oluĢturan yapıda en fazla bulunmaktadır (örneğin insan 

gözünün canlı tabakası gibi). Son zamanlarda HA fermantasyon yapan bakterilerden 

elde edilmektedir. Böylelikle türler arası hastalık geçiĢi engellenmektedir. HA doku 

iskelesine birçok avantaj sağlar [9]. Yüksek viskoelastisite özelliği, nem tutma 

kapasitesi ve biyouyumluluğa sahip olmasından dolayı tıp, gıda, kozmetik ve 

biyoteknolojik alanlarda kullanılmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.10. Hyaluronik asitin yapısı 

a. Biyobozunurluk, biyouyumluluk ve biyoçözünürlük katmaktadır. 

b. HA; birbirine bağlı olan hücreler arasında gerçekleĢen hücre büyümesinde, 

hücre farklılaĢmasında, kayganlaĢtırmada büyük rol oynar. 

c. HA ana iskeletinde bulunan fonksiyonel gruplar (karboksilik asit ve alkol) 

yardımıyla çapraz bağlanarak hidrojel oluĢturulabilmektedirler. 
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d. HA yaralanmaların iyileĢmesindeki her basamakta yer aldığından dolayı HA 

eklenmesi iyileĢmenin hızlanmasında rol oynayabileciği düĢünülmektedir. 

e. Nemli bir ortam yaratma özelliğinden dolayı hücre giriĢimine uygun ortam 

sağlar. HA bazlı hidrojeller, kronik yaralanmaların tedavisinde veya diyabetik hastalar 

gibi sürekli tedavi gerektiren durumlarda kullanılmak üzere üretilen tedavi malzemesi 

için idealdir.  

f. HA doku mühendisliğinde hem uzun hem kısa zincirlerinde biyoaktif olma 

özelliğinden dolayı kullanılacak yeni tür iskelelerin yapımında kullanılabilir. 

2.7.2. Çözelti Özellikleri 

HA nın doku iskelesi materyali olarak kullanımında, kısa ömürlü olması ve sulu 

ortamda yeterli miktarda mekanik sağlamlıkta olmamasından dolayı kullanımında bir 

takım sınırlamalar vardır. Bu dezavantajlar kimyasal modifikasyon ve çapraz bağlanma 

gibi yöntemlerle aĢılmaya çalıĢılmaktadır. Ancak yapılan iskelelerin özellikleri, HA 

üzerinde uygulanan modifikasyon ve çapraz bağlama iĢlemlerinin tekrar edilebilirliği; 

HA çözeltisinin özelliklerini iyi bir Ģekilde bilinmesini gerekli kılar. HA nın 

çözülmesini kontrol etmek önemlidir. Çünkü çözünme ve çözelti degredasyonu birbirine 

bağlı iĢlemlerdir. Tam bir çözünme, maksimum moleküler arası çapraz bağlanma elde 

etmek için ve moleküler arası istenmeyen reaksiyonları minimize etmek için önemlidir. 

HA çözeltisinin çeĢitli derecelerde çözülmesi ile oluĢan viskozite ile çapraz bağlanma 

verimliliği araĢtırılmıĢtır [9]. 

2.7.3. Hyaluronik Asit Ġskele Yapı Tekniği 

HA bazlı hidrojeller kalıplara dökülerek değiĢik boyutlarda, değiĢik Ģekillerde 

üretilebilmekle kalmayıp mikro kürecik Ģablonlara koyularak büyük gözenekli iskeleler 

yapmak mümkündür. Bu iĢlem sırasında HA ortamdaki mikro küreciklerle çapraz 

bağlanarak daha büyük mikro kürecikler oluĢturur. Daha sonra bu büyümüĢ olan mikro 

kürelerin çözülmesiyle hücre ve doku için yeterli miktarda gözeneklilik yaratılır. Açık 

gözenekli HA iskeleler buz partiküllü içeren Ģablon metodu ile ilk defa Ko Oh Kawazoe 

Tateishi ve Chen tarafından yapılmıĢtır. Barbetta, HA bazlı iskeleleri elde etmek için 

likit içerisindeki gaz Ģablonunu kullanarak, likit nitrojen içerisinde köpük dondurma 
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yöntemini geliĢtirmiĢtir. Bu iskeleler birbirine bağlı birkaç yüz nanometre çapındaki 

gözeneklere sahiptirler. Bu özellik de onlara hücre tutunması için avantaj sağlamaktadır 

[44]. 

2.7.4. Hyaluronik Asit Bazlı Ġskele Materyallerinin Uygulamaları 

2.7.4.1. Kemik ve kıkırdak doku onarımı ve yenilenmesi 

Kıkırdak doku yenilenmesi için fotopolimerize olan HA bazlı dondurarak 

kurutma yapılmıĢ HA-kitosan iskeleler incelenmiĢtir. Ġnsan menüsküs hücreleri 

dondurarak kurutma yapılmıĢ olan HA/poliglikolik asit iskelelerine baĢarılı bir Ģekilde 

yerleĢtirilmiĢlerdir. HA varlığı hem protein üretimine hem de hücre yaĢamı baĢlaması 

için uygun bir ortam sağlar. Genel olarak yaĢam baĢlangıcı yeterli miktarda hücre 

popülasyonu elde etmek için önemlidir. Ancak kemik dokunun oluĢması, 

glikoaminoglikan (GAG) sentezlenmesi ve ikinci tip kolojenlerin sentezlenmesine 

bağlıdır.  

Küçük miktarda peroksit ve hidrojen peroksit eklenmesi ile in vivo ortamda 

kovalent bir Ģekilde çapraz bağlanabilecek, enjekte edilebilir ve biyobozunur olan HA-

triamin hidrojel sistemleri incelenmiĢtir. Bulgular göstermektedir ki bu ayarlanabilen üç 

boyutlu mikro ortamlar kondrajenesiz fazda hücresel kondenzasyonu kontrol 

edebilmekte ve kıkırdak dokunun sertleĢmesini geliĢtirmektedirler. 

Polietilenglikodiakrilat (PEGDA); çapraz bağlı tiyole edilmiĢ HA mekazkimal 

kök hücrelerini, femur kıkırdak yapısında oluĢan bozulmaları gidermek için 

kullanılmıĢtır. Son zamanlarda in vitro ortamlarda kemik büyümesini tetikleyen BMP-2, 

gözenekli HA iskeleler ile taĢınımı sağlanmıĢtır. Katı olmayan polilaktik-ko-glikolik 

asit graftlanmıĢ HA/polietilenglikol iskeleler baĢarılı bir Ģekilde BMP-2 yi bir aya kadar 

iskeleden kontrollü bir Ģekilde salabilmeyi baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtirmiĢtir. 

Farelerde yapılan deneyler göstermektedir ki bu yöntemle yapılan aĢılama BMP-2 ye 

bağlı olarak kemik yenilenmesini hızlandırmıĢtır [9]. 
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. KULLANILAN KĠMYASAL MADDELER 

Kitosan  

 

 

 

 

Aldrich firmasından temin edildi. Herhangi bir iĢlem yapılmadan kullanıldı. 

Molekül ağırlığı: DüĢük molekül ağırlığı 

Deasetilasyon derecesi: %75-85 

Viskozite: 20-300 cP (%1 asetik asit çözeltisi içerisinde, 25
o
C’ de) 

Hyaluronik Asit 

 

 

 

 

 

 

Sigma firmasından hyaluronik asit Rooster Comb sodyum tuzu olarak temin edildi. 

Herhangi bir iĢlem yapılmadan kullanıldı. Poly(β-glucuronic acid-[1→3]-β-N-

acetylglucosamine-[1→4]) olarak da isimlendirilir. Temin edilen hyaluronik asit horoz 

ibiğinden (rooster comb) ekstraksiyon ile üretilmiĢtir. 
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Asetik asit 

 

 

 

Sigma-Aldrich firmasından temin edilmiĢtir. Temin edildiği gibi kullanılmıĢtır. 

Kapalı formülü: CH3CO2H 

Molekül ağırlığı: 60.05 g/mol 

Saflık (%): 99.7 

Glutaraldehit 

 

 

 

Sigma-Aldrich firmasından temin edilmiĢtir. 

Kapalı formülü: OHC(CH2)3CHO   

Molekül ağırlığı: 100.12 g/mol 

Konsantrasyonu: %25’ lik (su içerisinde) 

Sodyum Klorür 

Merck firmasından temin edildi. 

Kimyasal formülü: NaCl 

Molekül ağırlığı: 58.44 g/mol 
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Potasyum Klorür 

Merck firmasından temin edildi. 

Kimyasal formülü: KCl 

Molekül ağırlığı: 74.55 g/mol 

Disodyum fosfat 

 

 

 

 

Merck firmasından temin edildi. 

Kimyasal formülü: Na2HPO4 

Molekül ağırlığı: 141.96 g/mol (anhidrat) 

Yoğunluğu: 1.7 g/cm
3 

Monopotasyum fosfat 

Merck firmasından temin edildi. 

Kimyasal formülü: KH2PO4 

Molekül ağırlığı: 136,09 g/mol 

Yoğunluğu: 2.338 g/cm
3 
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Hidroklorik Asit
 

Merck firmasından temin edildi. 

Kimyasal formülü: HCl 

Molekül ağırlığı: 36.46 g/ mol 

Yoğunluğu: 1.18 g/ cm
3 

Kaynama noktası: 110 
o
C 

Erime noktası: -27.32 
o
C 

Etanol 

 

 

 

 

Merck firmasından temin edildi. 

Kapalı formülü: C2H5OH 

Mokekül ağırlığı: 46.07 g/ mol 

Kaynama noktası: 78.4 
o
C 

Erime noktası: -114.3 
o
C 

3.2. KULLANILAN CĠHAZLAR 

FTIR Spektrofotometre 

Perkin–Elmer 100 FT-IR spektrofotometre cihazı kullanıldı. Alınan spektrumlar 

400-4000 cm
-1

 dalga sayısı aralığında kaydedildi. Kitosan kriyojelin, kitosan-hyaluronik 

asit kopolimer kriyojellerinin, kitosan ve hyaluronik asitin saf hallerinin spektrumları 

alındı ve spesifik pikler incelendi. 
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Termal Gravimetrik Analiz Cihazı (TGA) 

Farklı kompozisyonlarda hazırlanmıĢ kitosan kriyojellerinin ve kitosan-

hyaluronik asit kopolimer kriyojellerinin termal kararlılıklarını belirlemek amacıyla 

Perkin Elmer Pyris 1 model TGA cihazı kullanıldı. Ölçümler azot atmosferinde 

10°C/dak ısıtma hızıyla 30°C-700°C sıcaklıkları arasında yapıldı. 

Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) 

Kriyojellerin camsı geçiĢ sıcaklıklerını belirlemek amacıyla Perkin Elmer Pyris 

Diamond markalı DSC cihazı kullanıldı. 

Taramalı Elektron Mikrokobu (SEM) 

Kriyojelasyon yöntemiyle hazırlanmıĢ jellerin gözenek yapısını ve boyutunu 

incelemek, hücre ekiminden sonra da yüzeye tutunan hücreleri gözlemlemek amacıyla 

Phillips XL 30 ESEM-FEG cihazı kullanıldı. SEM analizi öncesinde kriyojeller altın ile 

kaplandı. 

Liyofilizatör 

Laboratuvar tipi Alpha 1-2 LD markalı liyofilizatör, kriyojellerin kurutulması 

amacıyla kullanıldı. 

Ġnkübatör 

Kriyojellerin ĢiĢme davranıĢı ve degredasyonu incelenirken sabit sıcaklıkta 

(37
o
C’ de) kalmaları için Nüve EN 025 - 055 – 120 marka inkübatör kullanıldı. 

Basma (Mekanik test) Testlerinde Kullanılan Tensilon Cihazı: 

Kriyojellerin mekanik mukavemetini ölçmek amacıyla Zwick-Roell BDO-

FB0.5TH marka cihaz kullanıldı. Test %100 deformasyon ile ön yükü 0.1 N ve test hızı 

1 mm/dk olarak uygulandı. 
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3.3. DENEYSEL ÇALIġMALAR 

3.3.1. Kitosan Kriyojelinin Hazırlanması 

Kitosan kriyojeli ilk olarak farklı konsantrasyonlarda çapraz bağlayıcı ile 

sentezlendi. Kitosan çözeltisini hazırlamak için %1’ lik seyreltik asetik asit çözeltisi 

kullanıldı. Kitosan çözeltisi hazırlanırken 2 g kitosan tartıldı ve beherin içerisine %1’ lik 

hazırlanmıĢ olan asetik asit çözeltisinden 100 mL eklendi ve manyetik karıĢtırıcı ile 

yaklaĢık bir gün boyunca karıĢtırılmaya bırakıldı. Böylelikle ağırlıkça %2’ lik kitosan 

çözeltisi hazırlanmıĢ oldu. Kitosan kriyojelleri için çapraz bağlayıcı olarak glutaraldehit 

kullanıldı. %25’ lik glutaraldehit çözeltisi 3 farklı konsatrasyon için asetik asit ile 

seyreltildi. Ağırlıkça %0,4 ; %0,6 ve %1,0 olarak glutaraldehit çözeltileri hazırlandı. 

DeğiĢik glutaraldehit oranlarında çapraz bağlanan kitosan kriyojelleri sentezlendi. 

Kriyojelasyon iĢlemi için öncelikle %2’ lik kitosan çözeltisinden 8 mL pipetle alınarak 

beher içerisine konuldu. Daha sonra %0,4’ lük glutaraldehit çözeltilerinden 2 mL beher 

eklendi. Ekleme yapılırken çözeltiyi köpürtmemeye dikkat edildi. Viskoz olan kitosan 

çözeltisi çapraz bağlayıcı eklendikten sonra hızlıca ve dikkatle karıĢtırılıp 5 mL’ lik 

Ģırıngalara alındı ve -20
o
C olan buzluğa konuldu. Diğer glutaraldehit konsantrasyonları 

için aynı iĢlem tekrarlandı. YaklaĢık 2 gün bekletilen Ģırıngalar, içerisinde destile su 

koyulan beherlere Ģırıngaların baĢları kesilerek bırakıldı. Destile suyla 5 dk ara ile 3 

defa yıkama iĢlemi uygulandı. Hazırlanan kriyojeller liyafilizatörde kurutuldu ve 

analizleri yapıldı.  

Aynı prosedür kullanılarak saf hyaluronik asit olan kriyojeller elde edilmek 

istendi fakat baĢarılı olunamadı. %2’ lik olarak hazırlanan hyaluronik asit çözeltisi 

glutaraldehit çapraz bağlayıcı eklenip buzlukta 2 gün bekletildi. Uçları kesilen 

Ģırıngalardan alınan madde suda yıkama yapılırken çözüldü ve jelleĢme gözlenmedi. 
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ġekil 3.1. Kitosan kriyojelin glutaraldehit ile çapraz bağlanması [17] 

2.3.2. Kitosan-ko-Hyaluronik Asit Kriyojelinin Hazırlanması 

Aynı metot ile daha önceden hazırlanmıĢ olan %2’ lik kitosan çözeltisi, 

kopolimer sentezi için kullanıldı. Kriyojelasyon iĢlemi için %2’ lik kitosan 

çözeltisinden 8 mL behere konuldu. Ağırlıkça kitosanın %10, %20, %30, %50’ lik 

konsantrasyonları olan hyaluronik asit hesaplanarak kitosan çözeltisi üzerine eklendi. 

Ekleme iĢleminden sonra kitosan ile hyaluronik asit homojen olana kadar karıĢtırma 

iĢlemi yapıldı. Bu karıĢımın içine glutaraldehitin %0,4’ lük konsantrasyonu çapraz 

bağlayıcı olarak kullanıldı. Çapraz bağlayıcı eklendikten sonra hızlıca karıĢtırma iĢlemi 

yapılıp 5 mL’ lik Ģırıngalara karıĢım alındı. Ardından buzluğa koyulan Ģırıngalar  -20
o
C 

de yaklaĢık 2 gün bekletildi. Destile su dolu beherlerin içerisine uçları kesilen 

Ģırıngalardan kriyojeller çıkarıldı. 5 dk aralıklarla destile suyun değiĢtirilmesiyle 

beherlerde yıkamı iĢlemi yapıldı. Liyafilizatörde kurutuldu ve analizleri yapıldı. 
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ġekil 3.2. Kriyojelasyon iĢleminin sembolize edilmesi 

Tablo 3.1. Hazırlanan kriyojellerin içerik yüzdeleri 

Kod Kodun içeriği Çapraz bağlayıcı 

4G2C % 2 Kitosan %0,4 Glutaraldehit 

6G2C % 2 Kitosan %0,6 Glutaraldehit 

10G2C % 2 Kitosan % 1,0 Glutaraldehit 

4G2C10HY % 2 Kitosan 

% 10 Hyaluronik Asit 

%0,4 Glutaraldehit 

 

4G2C20HY % 2 Kitosan 

% 20 Hyaluronik Asit 

%0,4 Glutaraldehit 

 

4G2C30HY % 2 Kitosan 

% 30 Hyaluronik Asit 

%0,4 Glutaraldehit 

 

4G2C50HY % 2 Kitosan 

% 50 Hyaluronik Asit 

%0,4 Glutaraldehit 
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ġekil 3.3. Kitoson-hyaluronik asit kriyojellerinin sentezi 
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BÖLÜM 4 

BULGULAR VE TARTIġMA 

4.1. Kitosan ve Kopolimer Kriyojellerin Fourier Transform Infrared Spektroskopi 

(FTIR) Analizi 

ġekil 4.1. (A) saf kitosan (çapraz bağlı olmayan kitosan) (B) 4G2C FTIR spektrumu 

ġekil 4.2. (A) 10G2C (B) 6G2C (C) 4G2C FTIR spektrumu 
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Çapraz bağlı olmayan saf kitosan ve kriyojelasyon yöntemiyle sentezlenmiĢ 

çapraz bağlayıcı olarak glutaraldehitin farklı konsantrasyonlarının kullanıldığı kitosan 

kriyojellerinin FTIR spektrumları Ģekil 4.1 ve 4.2 de verilmiĢtir. 

Çapraz bağlanma olmayan saf kitosanda 3263 cm
-1

’ de hidroksil gruplarından 

(O-H) ve moleküller arası hidrojen bağlarından kaynaklı yayvan bir bant (broad) 

gözlenir. Bu bant % 0,4; 0,6 ve 1,0 glutaraldehit ile çapraz bağlı kitosanlarda da 

gözlenmektedir (sırasıyla 3262 cm
-1

, 3247 cm
-1

 ve 3250 cm
-1 

) [45-54]. 

Saf kitosana ait olan 3359 cm
-1

’de gözlenen bandın kitosanda bulunan primer 

aminlerden kaynaklı (NH2-) olduğu düĢünülmektedir. Fakat normalde primer aminler 

(N-H) için gözlenen bant asimetrik ve simetrik iki bant veren keskin pikler olarak 

gözlenmesine rağmen yapıdaki hidroksil varlığından dolayı bu bant yayvanlaĢmıĢtır. 

Çapraz bağlı kitosan kriyojellerde ise primer aminler glutaraldehit ile reaksiyona 

girdiğinden dolayı bu pikteki yayvanlaĢma artmıĢtır [45-54]. 

% 0,4; 0,6 ve 1,0 glutaraldehit ile çapraz bağlı kitosan kriyojellerde sırasıyla 

1639 cm
-1

, 1635 cm
-1

 ve 1639 cm
-1

 de gözlenen spesifik bant C=N imin bandıdır. Bu 

bant, glutaraldehitin karbonil grubu (C=O) ile kitosan zincirlerindeki amin (-NH2) 

grubunun reaksiyona girdiği anlamına gelir ve bu spesifik bant ‘Schiff base’ 

formasyonu olarak bilinir [2]. Bu reaksiyonun gerçekleĢmesi aynı zamanda yapının 

çapraz bağlandığı anlamına da gelmektedir. Bu yakın aralıkta saf kitosan için 

kaydedilen 1644 cm
-1

’ teki pik ise kitin formunda yapıda kalmıĢ karbonil (C=O) grubu 

için olan bant olarak düĢünülmektedir [45-54]. 

Polimer ana iskeletindeki temel piklerden olan sp
3
 hibritleĢmesi yapmıĢ C-H 

gerilme titreĢim bandı ise iki pik olarak sırasıyla (% 0,4; 0,6 ve 1,0’ lik glutaraldehit 

konsantrasyonu için) 2921 cm
-1

 ve 2873cm
-1

, 2921 cm
-1 

ve 2874 cm
-1

, 2921cm
-1

 ve 

2874 cm
-1

’ de kaydedilmiĢtir. Saf kitosanda ise bu pik tek baskın pik olarak 2859 cm
-1

’ 

de kaydedilmiĢtir. 

Saf kitosan ve çapraz bağlı kitosan kriyojellerde 1250 cm
-1 

civarında kaydedilen 

pik ise aminden kaynaklı C-N bağının gerilme piki olarak düĢünülür. 

Spektrumlarda saf kitosanda 1417 cm
-1

’ de kaydedilen değer çapraz 

bağlandığında 1405 cm
-1

’ e kayma gözlenmiĢtir. Bu bantla beraber her birinde yaklaĢık 

1376 cm
-1

 gözlenen bantların sp
3
 hibriti yapmıĢ CH2 gruplarının bükülme bantları 
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olarak kaydedilmiĢ ve bu bantlardaki Ģiddet artıĢı ise glutaraldehit eklenmesinden 

kaynaklı olarak CH2 miktarının artmasından dolayı olduğu düĢünülmektedir. 

Saf kitosanda 1555 cm
-1

’ de gözlenen pik yapının üzerindeki primer aminlerden 

kaynaklı N-H gruplarının bükülme titreĢimini vermektedir. Fakat saf kitosana 

glutaraldehit eklenmesiyle sentezlenen kriyojellerde oluĢan imin (C=N) yapısının 

rezonans yaparak etilen (C=C) yapısına geçmesinden kaynaklı çapraz bağlı kitosan 

kriyojellerde sırasıyla 1545, 1543 ve 1547 cm
-1

’ e kayma gözlenmiĢ ve Ģiddetinde de 

artma olmuĢtur [55, 56]. 

Spektrumlarda 1315 cm
-1 

civarında gözlenen pikler ise O-H gruplarının bükülme 

piklerini verir. Parmak izi (fingerprint) bölgesinde ise kitosan yapısı için spesifik olan 

eter bağı (C-O-C) 1150 cm
-1 

civarında ve yapıdaki primer alkollerden kaynaklı C-OH 

bağı ise yaklaĢık 1070 cm
-1 

civarında gerilme bandı verir.  

Bu FTIR sonuçları literatürde Oytron ve arkadaĢlarının ayrıca Guogen ve 

arkadaĢlarının daha önce çalıĢtıkları çalıĢmalar ile uyumluluk gösterir [56,57]. 

ġekil 4.3. Glutaraldehit ile çapraz bağlı kitosanın gösterimi 
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ġekil 4.4. (A) çapraz bağlı olmayan saf hyaluronik asit (B) çapraz bağlı olmayan saf 

kitosan (C) 4G2C (D) 4G2C50HY FTIR spektrumu 

ġekil 4.4 de hyaluronik asit, saf kitosan, glutaraldehit ile çapraz bağlanmıĢ 

kitosan kriyojeller ve hyaluronik asitle kopolimer yapılmıĢ çapraz bağlayıcı olarak da 

glutaraldehit kullanılmıĢ kitosan kriyojellerin FTIR spektrumları verilmiĢtir. 

Saf hyaluronik asitte 3272 cm
-1

’ de ve % 50’ lik hyaluronik asit ile sentezlenen 

kitosan kopolimerinde ise 3266 cm
-1

’de hidroksil gruplarından ve moleküller arası 

hidrojen bağlarından kaynaklı yayvan bir pik kaydedilmiĢtir. Hyaluronik asitin 

yapısındaki karboksil gruplarından (C=O) kaynaklı gerilme bandı 1603 cm
-1

’ de, amit 

yapısı kaynaklı N-H grubu bükülme bandı 1554 cm
-1

’ de, polimer ana iskeletinde sp
3
 

hibriti yapmıĢ C-H grubu kaynaklı gerilme bandı 2886 cm
-1

’ de, ayrıca 1405 cm
-1

’ de ve 

1374 cm
-1 

civarında C-H grubu bükülme bantları verir. 1312 cm
-1

’ de O-H grubu 

kaynaklı zayıf bükülme bandı ve 1248 cm
-1

 civarında ise amit yapısı kaynaklı C-N 

grubunun zayıf gerilme titreĢim bandı kaydedilmiĢtir. Bunların yanı sıra 1150-1070   

cm
-1

 civarında spesifik bant olan eter köprüleri (C-O-C) ve 1070-1030 civarında ise 

primer alkollerden (C-OH) kaynaklı bant kaydedilmiĢtir. Tomihata ve arkadaĢları da 

hyaluronik asit polimeri için benzer sonuçları değerlendirmiĢlerdir [44]. 
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ġekil 4.5. (A) 4G2C (B) 4G2C10HY (C) 4G2C20HY (D) 4G2C30HY (E) 4G2C50HY 

FTIR spektrumu 

Çapraz bağlayıcı olarak glutaraldehitin kullanıldığı hyaluronik asit-kitosan 

kopolimeri ile sentezlenen kriyojellerin FTIR spektrumlarında benzer yapılardan dolayı 

spesifik bir pik gözlemlenmemiĢ ve yeni bir pik meydana gelmemiĢtir (ġekil 4.5) [10]. 

4.2. Kriyojelin Termal Analizleri 

4.2.1. Termal Gravimetrik Analiz (TGA) 

Sentezlenen kitosan kriyojellerin ve kopolimerlerinin termal kararlılıkları, 

termogravimetrik analiz yöntemiyle incelendi. Bu kriyojeller analiz öncesinde yaklaĢık 

bir gün boyunca  –76 ˚C’ de liyofilize edildi ve daha sonra TGA analizleri yapıldı. 

Analiz 30
o
C ile 700

o
C aralığında 10

o
C/dk hızla ve azot ortamında yapıldı.  

Analizler sonucunda ilk kütle kaybı yaklaĢık %5 civarında ve 50-100
o
C 

aralığında gözlemlenmiĢ ve bu sonucun nedeni jellere hapsolan suyun kaybı olarak 

düĢünülmektedir. Bu da suyun jellere fiziksel olarak bağlandığı ve/veya kitosana zayıf 

hidrojen bağıyla bağlı olduğu anlamına gelebilir. Suyun daha kuvvetli hidrojen bağları 

ile bağlı olması durumunda yaklaĢık 100-150
o
C aralığında da bir kütle kaybı 

gözlenebilir [45, 47, 57, 58, 59]. Polisakkaritlerin genellikle suya yüksek oranda 
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ilgilileri vardır ve makromoleküllerindeki düzensiz yapıları nedeniyle çabuk hidrate 

olabilirler. Bu sebepten dolayı çapraz bağlı veya hyaluronik asit eklenmiĢ durumlarda 

suya ilgilerinin farklı olmasından dolayı değiĢik pozisyonlarda bozulma piki verirler. 

Kitosanın yapısı göz ününde bulundurulduğunda su molekülü hidroksil ve amin gibi iki 

polar grup tarafından bağ yapabilir. 

Kitosan ve kopolimerlerinde gözlenen termal degredasyonda ikinci ve ana kütle 

kaybı 200-300
o
C aralığında gerçekleĢti. Bunun nedeni kitosan ve hyaluronik asit 

zincirlerinin depolimerizasyonu, piranoz halkasının dehidrasyon ve deaminasyon 

sonucu açılması olduğu düĢünülmektedir.  
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ġekil 4.6. (A) 4G2C10HY (B) 4G2C (C) 4G2C20HY (D) 4G2C30HY (E) 4G2C50HY 

TGA eğrileri  
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ġekil 4.7. 4G2C TGA ve DTG eğrisi 

ġekil 4.8. 4G2C10HY TGA ve DTG eğrisi  
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ġekil 4.9.  4G2C20HY TGA ve DTG eğrisi  

ġekil 4.10. 4G2C30HY TGA ve DTG eğrisi 
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ġekil 4.11. 4G2C50HY TGA ve DTG eğrisi 

Tablo 4.1. Kitosan ve kopolimerlerinin ilk kısımdaki su kaybını, maksimum hangi 

derecede bozunduğunu ve kül miktarını gösteren tablo 

          ĠLK BOZUNMA (Su kaybı) ANA BOZUNMA (max bozunma)  

Örnekler T (
o
C) Kayıp miktar              

(%) 

T1 (
o
C) T2 (

o
C) Kül miktarı 

(%) 

4G2C 52,37 9,191 291,58 - 19,67 

4G2C10HY 62,95 6,232 294,76 - 23,60 

4G2C20HY 54,73 10,817 286,50 - 15,60 

4G2C30HY 55,30 8,889 285,92 - 13,69 

4G2C50HY 50,65 12,660 212,99 280,68 8,36 

 

Tabloda 4.1 deki sonuca göre % 4’ lük glutaraldehit çapraz bağlayıcısının 

kullanıldığı kitosanın  % 10’ luk hyaluronik asit kopolimeri ile sentezlenen kriyojelin 

maksimum 294,76 
o
C’ de bozunma gösterdiği kaydedilmiĢtir. Elde edilen sonuç ile %10 
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hyaluronik asit içeren kriyojel en yüksek termal kararlığa sahipdir. Bu kompozisyonda 

hem glutaraldehit çapraz bağ yoğunluğu en yüksek hem de kitosan hyaluronik asit 

fiziksel etkileĢimleri en yüksek durumda olduğu düĢünülmektedir. Hyaluronik asit 

miktarı arttıkça termal stabilitesi azaldığı ve kül miktarının da azaldığı görülmektedir. 

%50 oranında hyaluronik asit kullanıldığında 212,99
o
C gibi bir sıcaklıkta bozunma 

baĢlamıĢ ve ana bozunmanın iki basamakta gerçekleĢtiği görülmüĢtür. Bu yapı ise 

diğerleri ile karĢılaĢtırıldığında termal dayanıklılığı en azdır. Hyaluronik asit arttıkça 

glutaraldehit ile çapraz bağlanma azalmaktadır. %4’ lük çapraz bağlı kitosan ile 

içerisine %10 hyaluronik asit eklenmiĢ kopolimer karĢılaĢtırıldığında hyaluronik asit 

eklenmiĢ yapı daha kararlıdır. Bu durum hyaluronik asit eklenmiĢ yapıda çapraz 

bağlanmanın daha iyi bir Ģekilde gerçekleĢtiğininin göstergesi olabilmektedir. Fakat 

artan hyaluronik asit konsantrasyonuyla hyaluronik asitin yapısı gereği yapıda esneklik 

artmıĢ, çapraz bağ oranının düĢmesinden dolayı ağ yapıdaki zincirlerin araları 

geniĢlemiĢ ve yapıdaki kararlılık da o oranda azalmıĢtır [9,47]. 

4.2.2. Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) Analizi 

Sentezlenen kriyojellerin DSC analizi yapılırken öncelikle hidrojellerin su tutma 

özelliklerinden dolayı 0
o
C’ den 100

o
C’ ye 10

o
C/dk hızla bir ısıtma iĢlemi uygulandı. 

Hızlı bir Ģekilde 100
o
C/dk hızla soğutma yapıldı ve ardından soğutulan materyal 250

o
C’ 

ye 10
o
C/dk hız ile ısıtma, bu sıcaklıkta 1 dk bekletme, ardından 100

o
C/dk hızla ani bir 

soğutma uygulandı. Son olarak 300
o
C’ ye 10

o
C/dk hızla ısıtma yapılıp 100

o
C/dk ile ani 

soğutma iĢlemi uygulandı. Yapıda kalan su miktarı plastifiyan etki yaparak Tg değerinin 

net gözlemlenmesine engel olabilmektedir.  

Literatür incelendiğinde kitosanın Tg değeri yapıdaki su miktarı ile veya 

kopolimer olarak eklenen yapıdan kaynaklı olarak değiĢkenlik göstermiĢtir. Sakurai ve 

arkadaĢlarının yaptığı analiz sonucunda saf kitosanın Tg değeri ikinci ısıl döngüde ve 

203
o
C olarak kaydedilmiĢtir [59]. Miyashita ve arkadaĢları kitinin Tg değerinin 200

o
C’ 

den yukarıda olacağını önermiĢtir [60]. Kim ve arkadaĢları ise kitinin Tg değerinin 

236
o
C civarı olduğunu önermiĢtir [61]. Kitosanın kitinden daha düĢük bir Tg değerinde 

olduğu düĢünülmektedir, çünkü kitosan amorf bölgelerde daha esnektir. Bununla 

beraber Tg değeri artan plastifiyan miktarıyla orantılı olarak düĢer, bu demek oluyor ki 

eğer içerisinde su absobladıysa kitosanın Tg değerinde bir düĢme gözlemlenecektir. 
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Farklı oranlarda yumuĢatıcı bir madde eklendiğinde artan plastifiyan etkisiyle azalan bir 

Tg skalası gözlemlenmiĢtir. Ratto ve arkadaĢları da kitosanın içerisindeki su varlığının 

Tg’ye etkisini araĢtırmıĢtır. Kitosanın içerisinde  %8-30 arasında değiĢen su miktarına 

bağlı olarak Tg değerini 30
o
C olarak bulmuĢlardır [62]. Lazaridou ve Biliaderis ise 

kitosan için Tg değerini su varlığında -23 ile 67
o
C’ ye değiĢen oranlarda 

kaydetmiĢlerdir. Bu sonuçlar ile suyun plastifiyan etki yaptığı gösterilmiĢtir [63]. Kittur 

ve arkadaĢları ise bir Tg değeri gözlemleyememiĢtir, bunun nedenini olarak da kitosanın 

yüksek sıcaklıkta bir Tg değeri vermesi olduğu düĢünmüĢler ve degredasyon sebebiyle 

de bu değerin gözlemlenememesinden kaynaklandığını öne sürmüĢtür [64]. Prerna 

Dhawade ve arkadaĢları ise yaptıkları çalıĢmada kuru halde 118
o
C’ de bir Tg değeri 

kaydetmiĢler,  fakat su varlığında bu değerin değiĢtiği ve 61
o
C olduğu 

gözlemlemiĢlerdir [45]. Bu çalıĢmada da suyun plastifiyan etki yaptığını 

kanıtlamıĢlardır. Netoa ve arkadaĢları ise literatür doğrultusunda 100
o
C civarında bir 

değer olduğunu düĢünmüĢler ve gözlemleyemedikleri Tg değeri için ise suyun 100
o
C 

civarında buharlaĢması sebebiyle Tg değerinin üzerini kapatmıĢ olabileeğini öne 

sürmüĢtür. Kitosanın Tg’si doğal polimer olması, kristalite, moleküler ağırlık, 

deasetilasyon derecesi gibi bazı özelliklerinden dolayı halen tartıĢma konusudur [58]. 

Bizim çalıĢmamızda ise kitosan polimerine farklı konsantrasyonlarda hyaluronik 

asit eklenmesi ve çapraz bağlayıcı kullanılması ile sentezlenen kriyojellerin Tg değeri 

değiĢimi gözlemlendi. Hyaluronik asitin yüksek oranda su tutması ve yumuĢatıcı 

özelliği sebebiyle çapraz bağlı kitosan ile karĢılaĢtırıldığında Tg değerinde bir düĢüĢ 

olması beklenmiĢ ve yapılan DSC analizi doğrultusunda da sonuçlar buna uygun olarak 

kaydedilmiĢtir (ġekil 4.12). Artan hyaluronik asit etkisiyle çapraz bağlı kitosan 

kriyojellerde azalan bir Tg diyagramı elde edilmiĢtir. Hyaluronik asit her ne kadar 

plastifiyan etkiye sahip olsa da çapraz bağlı yapıdan dolayı saf kitosana göre daha 

yüksek bir Tg değeri kaydedilmiĢtir. Literatürde araĢtırmasında da görüldüğü üzere saf 

kitosanın Tg değeri içerisinde absorplanmıĢ su miktarından kaynaklı değiĢiklik 

gözlemlenebilmektedir. ġekil 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17 ve 4.18 de ayrıntılı DSC 

termogramları da görülmektedir. 
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ġekil 4.12. (A) 4G2C (B) 4G2C10HY (C) 4G2C20HY (D) 4G2C30HY (E) 4G2C50HY 

(F) Saf kitosan Tg değerleri 

 

ġekil 4.13. 4G2C DSC eğrisi  
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ġekil 4.14. 4G2C10HY DSC eğrisi 

 

ġekil 4.15. 4G2C20HY DSC eğrisi 
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ġekil 4.16. 4G2C30HY DSC eğrisi 

 

ġekil 4.17. 4G2C50HY DSC eğrisi 
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ġekil 4.18. Saf kitosanın DSC eğrisi 

Tablo 4.2. Kitosan ve kopolimerleri olan kriyojellerin Tg değerleri 

örnekler Saf kitosan 4G2C 4G2C10HY 4G2C20HY 4G2C30HY 4G2C50HY 

Tg (
o
C) 87 200 180 127 118 110 

 

4.3. Kriyojellerin ġiĢme DavranıĢları 

Hidrojellerin su içerisinde ĢiĢmeleri için gereken zaman uzundur. Bu yavaĢ 

ĢiĢme hızı hidrojellerin biyoteknolojik alanda kullanımlarını kısıtlamaktadır [11]. Bu 

durumun en büyük sebebi olarak yoğun polimer zincirlerinin içerisine suyun yavaĢ bir 

Ģekilde difüzlenmesi olduğu görülmüĢtür. Biyoteknolojik alanda bazı uygulamalar için 

yavaĢ ĢiĢme özelliğine sahip hidrojellerin kullanımının avantaj sağlamasına karĢın kuru 

hidrojellerin çok hızlı bir Ģekilde ĢiĢmesinin istendiği uygulama alanları da mevcuttur. 

Süper makro gözenekli yapıya sahip kriyojellerde ĢiĢmenin gerçekleĢmesi saatler yerine 

dakikalar gibi kısa bir süre zarfında gerçekleĢir. Hızlı ĢiĢebilme özelliği kriyojeller için 

önemli bir özelliktir. Özellikle doku mühendisliği alanında kullanılacak kriyojeller 

vücut içerisinde hücre yaĢamına ve çoğalmasına olanak sağlayacak ortamı hızlı bir 
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Ģekilde oluĢturması gerekmektedir. Aksi takdirde biyomateryalin canlı ile 

biyouyumluluk özelliği azalmaktadır [28,30].  

ÇalıĢmamızda kitosan ve kitosanın hyaluronik asit kopolimerlerinden kriyojeller 

sentezlenmiĢtir. Sentezlenen kriyojeller yaklaĢık bir gün boyunca -76
o
C’ de liyofilize 

edilmiĢler. KurutulmuĢ kriyojellerden belirli boyutlarda kesit alınıp tartılarak her biri 

ayrı ĢiĢelere konulup üzerine daha önceden hazırlanmıĢ olan PBS (pH: 7,4) çözelti 

eklenmiĢtir. Hazırlanan ĢiĢeler 37
o
C sabit sıcaklıkta olan inkübatöre yerleĢtirilmiĢlerdir. 

Daha sonra 15 dk aralıklarla tartımı alınıp farklı kompozisyonların ĢiĢme oranları 

karĢılaĢtırılmıĢtır. 

  ġiĢme Oranı (%): [(Wġ– WK) / WK x 100] 

(Wġ: ĢiĢmiĢ kriyojelin ağırlığı, WK: kuru kriyojelin ağırlığı) 

Yukarıda verilen eĢitlik ile kriyojellerin ĢiĢme oranı hesaplanmıĢtır. 

 

 

 

ġekil 4.19. Çapraz bağlı yapıdaki polimerlerin ĢiĢme davranıĢının sembolik gösterimi 

 

 

 

ġiĢmiĢ   

 

 

 

ġekil 4.20. ġiĢmiĢ ve kuru kriyojellerin görüntüleri 

 



66 

 

 

ġekil 4.21. Kitosan ve kitosanın hyaluronik asit kopolimeri ile sentezlenen kriyojellerin 

zamana karĢı ĢiĢme grafiği 

Sentezlenen kriyojellerde kitosan ve hyaluronik asit kopolimerlerinin sahip 

oldukları yapılardan ötürü yüksek miktarda su tutma kapasitelerine sahiptirler. Kitosan 

ve hyaluronik asitin yapısında amin ve hidroksil grupları bulunmaktadır ve bu gruplar 

yüksek kabiliyette hidrojen bağı yapma özelliğine sahiptirler. Bunun bir sonucu olarak 

da su tutma kabiliyetleri yüksektir. %0,4 glutaraldehit ile çapraz bağlı kitosan kriyojel 

kuru halde çözeltinin içerisine bırakıldığında kriyojellerin hızlı cevap verme 

özelliğinden ötürü saniyeler içerisinde ĢiĢme gerçekleĢmiĢ ve yaklaĢık 5 dakika 

içerisinde %1200 civarında ĢiĢme gerçekleĢerek maksimum ĢiĢme derecesine ulaĢıp 

denge durumuna gelmiĢtir. Kitosan kriyojellere eklenen hyaluronik asit miktarıyla ĢiĢme 

oranında gözle görülür bir artma meydana gelmiĢtir. %10, %20 ve %30 oranlarında 

hyaluronik asit eklenmiĢ kriyojellerde ĢiĢme %1500 ile 2500 arasında iken %50 gibi 

yüksek miktarda hyaluronik asit eklenmesiyle % 3000 oranında ĢiĢme gözlemlenmiĢtir 

(Tablo 4.3). Bu sonucun nedeni olarak hyaluronik asit eklenmesiyle gözenek 

boyutlarının geniĢlemesi, gözenekli yapının esneklik kazanması ve hyaluronik asitin 

yüksek miktarda su tutabilme  kapasitesinden dolayı olduğu düĢülmektedir. YaklaĢık ilk 

10 dakika içerisinde tüm kriyojeller maksimum ĢiĢme derecesine ulaĢmıĢlar, daha 
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sonraki süre zarfında ĢiĢme oranında önemli bir değiĢim gözlemlenmemiĢ ve denge 

değerine ulaĢmıĢlardır [17]. 

                                                                                                                                                                                                                                                  

ġekil 4.22. Farklı konsantrasyondaki çapraz bağlayıcı ile kitosan kriyojellerin zamana 

karĢı ĢiĢme grafiği 

Kriyojeller üzerindeki çapraz bağlayıcı konsantrasyonun etkisi ġekil 4.22 de 

verilmiĢtir. Yakın miktarlar olan %0,4 ile %0,6’ lük glutaraldehit miktarı için ĢiĢme 

oranı yakın değerlerde kaydedilmiĢ fakat gözenekleri daralıp esnekliği azalan %1,0’ lik 

konsantrasyonda ĢiĢme oranında azalma gözlenmiĢtir. 

 

Tablo 4.3. Kriyojellerin denge durumunda ĢiĢme oranları  

örnekler 4G2C 6G2C 10G2C 4G2C10HY 4G2C20HY 4G2C30HY 4G2C50HY 

Denge ĢiĢme 

oranları (%) 

 

1250 

 

1200 

 

850 

 

1900 

 

2000 

 

2400 

 

3450 
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4.4. Kriyojellerin Gözenek Yapıları 

Doku mühendisliği alanında kullanılmak istenen üç boyutlu doku iskeleleri 

(scaffold), hücre büyümesine, çoğalmasına ve dolayısıyla da hasarlı dokunun 

onarılmasına ve yenilenmesine ortam sağlayan, birbiriyle bağlantılı ve yüksek gözenekli 

yapıda, kabul edilebilir gözenek boyutlarına sahip materyaller olması gerekmektedir 

[65]. Ġskeleler yüksek gözenekliliğe ve birbirine bağlı gözenekli yapıya sahip 

olmalıdırlar ki hücrelerin matrise girmesine ve yapı içerisindeki hücrelere yeterli 

miktarda besleyici maddenin difüzyonuna olanak sağlayabilsinler. Dahası birbirine 

bağlı gözenekli yapı, iskele içinde oluĢan atıkların dıĢarı difüzyonuna olanak 

sağlamalıdır ve degrede olan iskele, organlarla etkileĢime girmeden dıĢarı atılmalıdır. 

Gözenekler hücrelerin hareketine olanak tanıyacak kadar büyük olmalıdır [25]. 

Bu sebeple çalıĢmamızda, kriyojelasyon yöntemini kullanarak, süper makro 

gözeneklere ve birbiriyle bağlantılı gözenek yapısıyla yüksek gözenekliliğe sahip 

yapılar sentezlenmek istenmiĢtir [3]. Kriyojelasyon iĢlemi sırasında sıfırın altındaki 

sıcaklıklarda dondurulan çözücü gözenek yapıcı olarak rol almaktadır. Polimerizasyon 

iĢlemi tamamlanıp sistem oda sıcaklığına getirildiğinde yapıda birbiri ile bağlantılı 

gözeneklere sahip olan matriks elde edilmiĢ olur [66,67]. 

Sentezlediğimiz kitosan ve kitosan-hyaluronik asit kopolimer kriyojelleri SEM 

analiziyle gözenekliliği ve gözenek boyutları gibi morfolojik özellikleri incelenmiĢtir. 

ġekil 4.24-4.30 da Sem mikrogramları görülmektedir. SEM analizi öncesinde tüm 

kriyojeller -76
o
C’ de liyofilize edilmiĢ ardından altın kaplama yapılarak 20 kV ile 

çalıĢılarak çeĢitli büyütme oranlarındaki mikroskop görüntüleri incelenmiĢtir (ġekil 

4.23). 

 

 

 

ġekil 4.23. Kriyojellerin altın kaplanma öncesi ve sonrası 
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ġekil 4.24. 4G2C kodlu kriyojelin SEM görüntüsü (x75,  x200 büyütme ile) 

 

ġekil 4.25. 6G2C kodlu kriyojelin SEM görüntüsü (x75,  x200 büyütme ile) 
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ġekil 4.26. 10G2C kodlu kriyojelin SEM görüntüsü (x75,  x200 büyütme ile)  

 

ġekil 4.27. 4G2C10HY kodlu kriyojelin SEM görüntüsü (x75,  x200 büyütme ile) 
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ġekil 4.28. 4G2C20HY kodlu kriyojelin SEM görüntüsü (x75,  x200 büyütme ile) 

 

ġekil 4.29. 4G2C30HY kodlu kriyojelin SEM görüntüsü (x75,  x200 büyütme ile) 
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ġekil 4.30. 4G2C50HY kodlu kriyojelin SEM görüntüsü (x75,  x200 büyütme ile) 

75 ve 200 büyütme oranlarında incelenen SEM görüntülerinden anlaĢıldığı gibi 

sentezlenen tüm kriyojeller birbirleri ile bağlantılı ve yüksek gözenekliliğe sahiptir. 

4G2C, 6G2C, 10G2C kodlu görüntüler kitosanın farklı çapraz bağ oranına ait yapıları 

göstermektedir. Kendi aralarında gözenek boyutları açısından gözle görülür bir fark 

olmasa da kitosanın hyaluronik asitle kopolimerinden sentezlenen kriyojellerde 

(4G2C10HY, 4G2C20HY, 4G2C30HY, 4G2C50HY kodlu görüntülerde olduğu gibi) 

gözenek çaplarının boyutları geniĢlemiĢtir. ġiĢme oranları karĢılaĢtırıldığında da elde 

edilen sonuçlar gibi burada da hyaluronik asit eklenmesiyle yapıya esneklik 

kazandırılarak kırılgan olan yapıda iyileĢtirme yapılmıĢ ve gözenek çaplarında da 

büyüme gözlenmiĢtir. Hyaluronik asit eklendiğinde uzun zincirler olmasıyla beraber 

gözenek duvarlarında da incelme olduğu düĢünülmektedir. Martin Rodríguez-Vázquez 

ve arkadaĢlarının hazırladıkları derlemede doku iskelesi için gözenek çapları en uygun 

100-200 µm olarak kaydetmiĢlerdir [68]. Çapraz bağlı kitosan kriyojellerde gözenek 

çapları ortalama 90-150 µm arasında değiĢirken hyaluronik eklenmiĢ kopolimerlerinde 

bu gözenek çapı ortalama 150-200 µm aralığında kaydedilmiĢtir. Bu çaptaki 

kopolimerlerle doku mühendisliği için uygun gözenekler elde edilebilir. Literatürde 

kriyojellerdeki gözenek çaplarını dnano < 0,1 μm, 0.1 < dmikro < 100 μm, ve 

dmakro>100 μm olarak sınıflandırmıĢlardır [11]. Bu sınıflandırmaya göre bizim 

sentezlediğimiz kriyojellerin gözeneklerinin ölçülen çapları makro gözenekli yapı 

sınıfına girmektedirler. 
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4.5. Kriyojellerin Gözenekliliği 

 SEM analizi ile gözenekli bir yapıya sahip olduğu görülen kriyojellerin 

gözeneklilik yüzdesini bulmak için ArĢimet prensibine dayanan etanol testi uygulanır. 

Bu eĢitlik; 

                            Gözeneklilik (%) = 
             

          
 

 

W1 : etanol dolu ĢiĢenin ağırlığı 

W2 : içerisinde etanol ve kriyojel olan ĢiĢenin ağırlığı 

W3 : etanol ile doyurulmuĢ kriyojel alındıktan sonra etanolün ağırlığı 

WS : etanol ile doyurulmuĢ kriyojelin ağırlığı 

Ƿe : etanolün yoğunluğu (0,79 g/ cm
3
) 

Bu eĢitlik ile gözeneklilik yüzdeleri hesaplanmıĢtır. 

 

Tablo 4.4. Kriyojellerin gözenekliliği ve ortalama gözenek çapları 

Kriyojellerin Kodu Gözenekliliği (%) Gözenek Çapı (µm) 

4G2C 94 90-150 

6G2C 95 90-150 

10G2C 97 90-150 

4G2C10HY 94 150-200 

4G2C20HY 92 150-200 

4G2C30HY 91 150-200 

4G2C50HY 90 150-200 
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Tablo 4.4 de verilen  gözenek özellikleri incelendiğinde çapraz bağ yoğunluğu 

çok olan yapılarda gözenek çapları daha dar ve gözenekliliğin yüksek olduğu görüldü. 

Hyaluronik asitin yapıya eklenmesiyle artan zincirler arası mesafe ile gözeneklilikte 

düĢme gözlenip gözenek çaplarında ise büyüme gözlemlenmiĢtir. % 90 ve üzerinde 

bulunan gözeneklilik literatürde daha önce sentezlenen kriyojeller ile benzerlik 

göstermektedir [17]. Bu yüksek oran kriyojel özelliğine uygun olup doku mühendisliği 

alanında iskele kullanımı için uygun olduğu görülmüĢtür. Bununla beraber yapıların 

gözeneklilikleri arasındaki oluĢan farklılıklar, çözücünün donmasıyla meydana gelen 

buz kristallerinin Ģeklinden ve boyutundan kaynaklanmaktadır. Bu da kriyojelasyon 

yönteminin dezavantajları arasında görülmektedir [3,23]. 

 

ġekil 4.31 (A) Su ile ĢiĢen kriyojeller (B) Baskı uygulandığında suyun bırakılması (C) 

Tekrar eski haline gelmesi 

 Gözenekli yapıya sahip ve su ile ĢiĢirilmiĢ kriyojel baskı uygulandığı zaman 

yapısındaki suyu bırakır. Elastik özellikte olan kriyojeller suyu vermesiyle eski formuna 

geri dönmektedir. Baskı ile suyun atılmasından sonra tekrar su dolu bir behere bırakılan 

kriyojel saniyeler içerisinde ĢiĢme göstermektedir. Bu durum da kriyojelasyon 

tekniğiyle elde edilen jellerin hızlı cevap verme özelliğinden kaynaklanmaktadır [27]. 
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4.6. Kriyojellerin in Vitro Degredasyonu 

Kriyojellerin degradasyonu, içerisinde PBS (pH 7,4) olan ĢiĢelerde ve 37ºC’ de 

izlenmiĢtir. Kriyojel örnekleri (13 mm çaplı 5 mm yükseklikte) liyofilizatörde sabit 

ağırlıkta olana kadar kurutulmuĢtur. 10 mL PBS ayrı ayrı her örnek için kaplara 

koyulmuĢtur. Kuru örneklerin tartımları kaydedilmiĢ ve kriyojeller PBS içeren kaplara 

koyularak inkübatöre yerleĢtirilmiĢtir. Belirli zaman periyotlarında örneklerin tartımı 

alınıp beklemeye bırakılmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.32.  PBS içerisinde inkübatörde degredasyon için bekletilen kriyojeller 
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ġekil 4.33. Kriyojellerin yüzde degredasyon grafiği 

Kriyojellerin yüzde bozunma grafikleri ġekil 4.33 deki gibi kaydedilmiĢtir. 45 

gün boyunca haftada bir tartım yapılarak elde edilen değerler doğrultusunda yapılarında 

olan bozunmalar incelenmiĢ ve sonuçlar doğrultusunda en yüksek miktarda bozunmanın 

kitosan kriyojelde %28 olduğu görülmüĢtür. Kitosanın %10, %20, %30 ve %50 

hyaluronik asit ile elde edilen kopolimerleri, kitosan kriyojel ile karĢılaĢtırıldığında 

özellikle esnek yapıları ve mekanik kararlıkları nedeniyle daha düĢük bir bozunma 

gösterdiği görülmüĢtür (bozunmalar sırasıyla %20, %19, %17 ve 16,5 olarak 

verilmiĢtir). Kitosan kriyojelin mekanik kararsızlığı ve kırılgan yapısı nedeniyle daha 

yüksek oranda bozunması beklenen bir sonuçtur [17]. 

4.7. Kriyojellerin Mekanik Özellikleri 

Doku mühendisliği alanında biyomateryal olarak kullanılan iskeleler, implant 

olarak kullanıldıklarında (in vivo veya in vitro ortamda) doku özelliğine göre belirli 

gerilimlere maruz kalırlar. Bu da iskele olarak kullanılmıĢ bir biyomalzemenin mekanik 

özelliklerinin, planlanan dokudaki hücrelerin biyolojik iĢleyiĢleri ve fonksiyonlarıyla 

uyumlu olması gerektiği anlamına gelmektedir. 

Hazırlanan kriyojellerin mekanik dayanımları basma testi ile incelenmiĢtir. 

Basma testi Zwick Roell marka cihaz ile yapılmıĢtır. Bu test için için ĢiĢmiĢ yapıdaki 

kriyojellerden 13 mm çapta ve 10 mm yükseklikte kesitler alınmıĢtır. 0,1N’ luk bir ön 

yükle 1 mm/dk sabit hızla kuvvet uygulanıp kriyojellerin gerilim-gerinim (stress/strain) 
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eğrileri elde edilmiĢtir. Eğrilerin eğimi kullanılarak kriyojellerin elastik modülleri 

hesaplanır. 

Gerilim (stress); kuvvetin (F) orijinal kesit alanına (A) bölünmesiyle ifade edilir. 

Gerinim (strain); ise kuvvet uygulaması esnasında oluĢan boy değiĢiminin, kuvvet 

uygulamadan önceki ilk boyuna bölünmesiyle (dL/ L) elde edilir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.34. (A) Basma Testi ġeması (B) Gerilim-Gerinim eğrisinin grafik gösterimi 

(kitosan-hyaluronik asit kriyojellere ait genel bir grafik) 

Gerilim (kPa) = Kuvvet (F) / Alan (A)  

F: Kuvvet (N) 

A: Birim Alan (mm
2
) 

Gerinim (%) = dL/L 

dL: Kuvvet uygulaması esnasında oluĢan boy değiĢimi 

L: Kuvvet uygulanmadan önce olan boyu 

Elastik Modül (N/mm
2
)= Gerilim/Gerinim = 
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EĢitlikleri ile elastik modülleri hesaplanmıĢtır. 

AĢağıdaki tabloda örneklerin elastik modüleri verilmiĢtir. 

Tablo 4.5. Kitosan ve kopolimerlerinden elde edilen kriyojellerin elastik modülleri 

ÖRNEKLER ELASTĠK MODÜL (E; kPa) 

4G2C 90 

4G2C10HY 32 

4G2C20HY 34 

4G2C30HY 37 

4G2C50HY 40 

Kitosan kriyojel %15 civarında bir deformasyon göstermiĢtir. Bu değer stress-

strain grafiğinin eğiminden elde edilmiĢtir. Bu onun kırılgan yapısından kaynaklı bir 

durumdur. Kitosan kriyojel için elastik modül 90 kPa olarak bulunmuĢtur. Daha yüksek 

çapraz bağ oranı kitosan kriyojelin elastik modülünün yüksek olmasının nedeni olarak 

düĢünülmektedir. Kopolimerlerin elastik modülleri ise 30 ile 40 kPa arasında elde 

edilmiĢtir. Bu sonuçlar kitosanın kopolimerlerinin, kitosana göre esnek bir yapıya sahip 

olduğunu göstermektedir. Büyük gözenek yapısı, daha düĢük Tg değeri, yüksek ĢiĢme 

oranı ile elde edilen elastik modüller uyumludur. Yüzde deformasyonlarına bakıldığında 

ise kopolimerlerin yaklaĢık % 60-70’ e kadar orijinal Ģekillerini koruduğu gözlenmiĢtir. 

4.8. Hücre ÇalıĢmaları 

4.8.1. Hücre Ekimi Sonrası SEM Görüntüleri 

Hazırlanan kitosan ve hyaluronik asit kopolimer kriyojel doku iskeleleri hücre 

çoğalması ve geliĢmesi için kullanılmıĢtır. SEM analizi ile hücrelerin ekim sonrasında 

72 saat sonraki görüntüleri alınmıĢtır. Kullanılan 3T3 fare fibroblast hücresi ile SAOS-2 

kemik kanseri (osteosarkom) hücreleri incelenmiĢ. Hücre ekimi bir takım iĢlemleri takip 

etmektedir. Bunlar; 96 kuyucuklu küçük plakalara kriyojel materyallerin koyulmasıyla, 

iskele materyalinin etanol ile yıkanıp sterilize edilmesi ardından UV’ de bir gece 

sterilazasyon için bırakılması ve DMEM besi ortamında çoğaltılan hücrelerin ekilmesini 

takip eder. Ekilen hücreler 37°C’ de ve %5 CO2’ li etüvde 10 gün inkübe edilmiĢlerdir.  
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ġekil 4.35. Kuyulara iskele materyalinin yerleĢtirilmiĢ hali 

SEM’ de görüntülerinin incelenebilmesi için kademeli olarak farklı 

konsantrasyonlarda etil alkol ile etkileĢtirilerek hücrelerin sabitlenmesi sağlanmıĢ 

(Örnekler %2.5 gluteraldehit fosfat tamponunda (pH: 7.2) 1-2 saat bekletilmiĢ; %30, 

%50, %70, %80, %90, %95 ve %100 konsantrasyonlardaki etanol çözeltisi ile dehidrate 

edilmiĢlerdir).  Kuyulardan alınan ve etanolle dehidrate olan iskeleler altın kaplama 

yapılarak SEM görüntüleri alınmıĢtır. 

Tablo 4.6. Hücrelerin fiksasyonu için kullanılan prosedür 

 Kimyasal Sıcaklık Zaman Tekrar Sayısı 

Fiksasyon Suyun 

içerisinde 

%2,5-%3 

Glutaraldehit 

Oda sıcaklığı 1-2 saat 1 

Yıkama Destile su Oda sıcaklığı 10-20 dakika 3-5 

Dehidrasyon %30 etanol 

%50 etanol 

%70 etanol 

%80 etanol 

%90 etanol 

%95 etanol 

%100 etanol 

Oda sıcaklığı 10 dakika 

10 dakika 

10 dakika 

10 dakika 

10 dakika 

10 dakika 

10-30 dakika 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 
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ġekil 4.36. 4G2C kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hücresinin yapıĢması 

 

ġekil 4.37. 4G2C10HY kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hücresinin yapıĢması 
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ġekil 4.38. 4G2C20HY kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hücresinin yapıĢması 

  

ġekil 4.39. 4G2C30HY kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hücresinin yapıĢması 
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ġekil 4.40. 4G2C50HY kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hücresinin yapıĢması 

Ekilen 3T3 ve SAOS-2 hücrelerinin iskelelere yapıĢma aktivitelerini 

gözlemlemek için yapılan SEM analizi sonucunda hücre iskelesine yapıĢtıkları ve hücre 

yaĢamının gerçekleĢtiği görülmektedir. Kitosanın sahip olduğu daha sert yapı özelliği ve 

daha dar gözeneklere sahip olmasından kaynaklı olarak hücrelerin yaĢayıp yayılabilmesi 

için kitosanın kopolimerleri ile karĢılaĢtırıldığında daha dar bir alan bulunmaktadır 

[69,70]. Hyaluronik asit bulunan kopolimerlerinde ise özellikle daha esnek yapısı ve 

geniĢ gözenekleri sayesinde hücreler kolayca yayılabilecek alan bulabilirler. Fakat 

hyaluronik asit oranının artmasıyla hücre yaĢamının arttığını çok net olarak söylemek 

mümkün değildir [9,14]. 
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ġekil 4.41. 4G2C kodlu kriyojele SAOS-2 hücresinin yapıĢması 

 

ġekil 4.42. 4G2C10HY kodlu kriyojele SAOS-2 hücresinin yapıĢması 
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ġekil 4.43. 4G2C20HY kodlu kriyojele SAOS-2 hücresinin yapıĢması 

 

ġekil 4.44. 4G2C30HY kodlu kriyojele SAOS-2 hücresinin yapıĢması 
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ġekil 4.45. 4G2C50HY kodlu kriyojele SAOS-2 hücresinin yapıĢması 

Kanser hücreleri canlı vücudunda en hızlı çoğalabilen hücrelerdir. SEM 

görüntülerinde hızlı çoğalma gösterdiği anlaĢılamasa da yapılan kriyojelin üzerinde 

kanser hücresinin yaĢaması kriyojelin biyolojik olarak yaĢama uygun bir ortam 

oluĢturduğunu gösterebilmektedir. [71]. 

4.8.2. MTT Testi 

MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-dipfeniltetrazol bromid) testi, hücre ve 

malzeme arasındaki etkileĢim sonucunda, üretilen malzemenin hücreler üzerinde toksik 

etkisinin incelenmesini sağlar. MTT testi için 96 kuyucuklu plaklar kullanıldı. Plakların 

yatay kısmında 12 kuyucuk, düĢey kısmında ise 8 kuyucuk bulunmaktadır. Kriyojeller 

eĢit büyüklerde kesilip kuyulara yerleĢtirildi. En üst yatay bölme sadece hücrelerin 

eklendiği kuyucuklar olup bu kuyucuklardan alınan sonuçlar kontrol grubu olarak 

kullanıldı. Üzerlerine 100 µL serumsuz DMEM eklendi. Bir gece UV' de sterilize 

edildiler. 

MTT çalıĢması 3T3 fare fibroblast hücresi ve SAOS-2 (osteosarkom) hücreleri 

kullanılarak yapıldı. Hem 3T3 hem de SAOS-2 hücreleri %10 FBS (fetal bovine serum) 

içeren DMEM' de çoğaltıldı. Hücreler tripsinizasyonla kaldırılarak tripan blue boyasıyla 
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sayım yapıldı. Polimerlerin üzerlerine mililitrede 100 bin hücre olacak Ģekilde 200 µL 

hacimde ekim yapıldı. 72 saat boyunca 37
o
C’ de %5’ lik CO2 içeren etüvde inkübe 

edildi. 72 saat sonunda MTT boyasından 20 µL eklendi. 3-4 saat 37 derecelik etüvde 

karanlıkta bekletildi 

ELĠSA Reader’da ölçüm yapılmadan önce polimerler tek tek çıkartılarak 100 µL 

DMSO' da formazan kristalleri çözdürüldü. 570 nm' de absorbanslar ölçüldü. Kontrol 

grubundaki ortalama absorbans değeri 100 kabul edilerek diğer etkileĢim gruplarındaki 

canlılıkların hesaplanmasıyla ‘yüzde canlılık değerleri’ bulunmuĢtur. 

ġekil 4.46. (1) 4G2C (2) 4G2C10HY (3) 4G2C20HY (4) 4G2C30HY (5) 4G2C50HY 

3T3 ve SAOS-2 hücrelerinin canlılık oranları  

 MTT testinden görüldüğü üzere tüm kriyojel iskeleler biyouyumlu ve hücre 

yaĢamına elveriĢli yapıdadır. Kontrol grubunun canlılığı %100 kabul edilmiĢtir.   

SAOS-2 kanser hücresi olmasından dolayı daha hızlı bir çoğalma ve yüksek bir canlılık 

oranına sahiptir. Fakat 3T3 hücreleri ile aralarında çok büyük bir oran farkları yoktur. 

Hyaluronik asit katkısıyla canlı yüzdesinde bir artıĢ gözlenmiĢ fakat bu artıĢ önemli 
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derece bir canlılık yüzdesine karĢılık değildir. Literatür ile karĢılaĢtırıldığında canlılık 

oranları beklenenden az (yaklaĢık yarısı kadar az) değerlerde gözlenmiĢtir. Bunun en 

büyük sebebi UV’ de absorbans ölçümü yapılacağı sırada kuyulardan çıkarma iĢlemi 

olmasıdır. Bu sırada bazı hücrelerin dağıldığı düĢünülmektedir. Ġleriki çalıĢmalarda bu 

sorunun giderilmesi önerilmektedir [14,17]. 
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BÖLÜM 5 

SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Kriyojelasyon yöntemi doku iskelesi uygulamalarında sıkça kullanılan bir 

tekniktir. Kriyojelasyon yönteminin bu alanda seçilmesinin en büyük nedenleri arasında 

diğer yöntemlere göre uygulanıĢ bakımından kolay olduğunun düĢünülmesidir. Bunun 

nedeni ise polimerizasyon sonunda safsızlıkların giderilmesi için uygulanan zahmetli ve 

zaman gerektiren bir takım uzun yıkama iĢlemlerinin olmamasıdır. Bunun dıĢında 

porojen olarak ekstra bir kimyasal kullanılmamasıdır. Porojen görevini çözücünün 

donmuĢ buz kristalleri görmektedir. Bizim çalıĢmamızda kitosan ve hyaluronik asit gibi 

doğal olan polimerlerle kriyojelasyon yöntemi kullanılmıĢtır. Kitosan ve hyaluronik 

asitin insan vücudu için biyouyumlu özellikte ve toksik etki göstermemeleri hücre 

büyümesi için önemli unsurlardır. Elde ettiğimiz sonuçlar doğrultusunda ekilen 3T3 ve 

SAOS-2 hücreleri iskele yapısına tutunmuĢ ve çoğalma gözlenmiĢtir. Fakat MTT 

testinde iskele yapının kuyulardan çıkarılması sırasında oluĢan hücre kayıplarından 

dolayı canlılığın beklenenden az olduğu düĢünülmüĢtür. Ağ yapının oluĢması için 

çapraz bağlayıcı olarak glutaraldehit kullanılmıĢ ve konsantrasyon olarak da yapılan 

çalıĢmalar sonucunda hareketle %0,4 oranı en uygun çapraz bağlayıcı oranı olarak 

bulunmuĢtur. Çapraz bağlanma gerçekleĢirken C=N imin yapısı meydana gelmektedir 

ve FTIR da incelendiğinde 1630 cm
-1

 civarındaki pik spesifik olarak kaydedilmiĢtir. Bu 

yapıya literatüde Schiff Base formu denilmektedir. Rezonans yapıdan dolayı FTIR’ da 

C=C bağı 1540 cm
-1

 civarında pik vermiĢtir. 1150 cm
-1

 civarında da her iki kimyasalın 

yapısından kaynaklı eter köprüleri için bant gözlenmiĢtir. Bunun dıĢında ikincil bağlar 

olarak kitosanın katyonik özelliği ve hyaluronik asitin anyonik özelliğinden dolayı 

iyonik bağlar da yapıda bulunabilmektedir. Bununla beraber zayıf hidrojen bağları da 

oluĢabilmektedir. Hyaluronik asit ile kitosan direk olarak da bağlanabilmektedir fakat 

çapraz bağlayıcı ile elde edilen bağlar kadar baskın olmadığı düĢünülmektedir. 

Kriyojellerin termal kararlılıkları incelendiğinde kitosana hyaluronik asit eklendiğinde 

ilk olarak en kararlı yapının gözlendiği daha sonra ise artan hyaluronik asitin 

eklenmesiyle termal kararlılığın azaldığı gözlenmiĢtir. Bunun nedeni olarak çapraz 

bağlanmanın en yüksek %10’ luk hyaluronik asit eklendiğinde olduğu düĢünülmektedir. 

Tg değerleri karĢılaĢtırıldığında ise çapraz bağlı kitosanın en yüksek Tg (200
o
C)’ ye 
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sahip olduğu görülür. Artan hyaluronik asit miktarıyla Tg değeri düĢmüĢtür. ġiĢme 

davranıĢları incelendiğinde kitosanın farklı konsantrayonda çapraz bağlayıcı ile elde 

edilen kriyojellerde en yüksek oranda ĢiĢme %0,4 konsantrasyondaki çapraz bağlayıcı 

kullanıldığında elde edilmiĢtir. %0,4 konsantrayon kullanılıp elde edilen kopolimerlerde 

ise hyaluronik asitin yüksek orandaki su tutma kapasitesinden ötürü artan hyaluronik 

asit ile ĢiĢme yüzdesi de artmıĢtır. Kriyojellerin en önemli özelliklerinden biri ise çok 

hızlı ĢiĢme özelliğine sahip olmasıdır. Yapılan deneylerdeki sonuçlarda da birkaç 

Ģaniyede ĢiĢme gerçekleĢmiĢ ve ilk 10 dakika için tüm kriyojeller denge ĢiĢme 

değerlerine ulaĢmıĢlardır. SEM görüntüleri incelendiğinde ise çapraz bağlayıcı 

konsantrayonu artmasıyla daha dar gözenekler elde edilmiĢ. Çapraz bağlayıcı sabit 

tutulup hyaluronik asitin artan miktarı ile ise zincirlerde esnemeye neden olmakta ve 

geniĢ gözenek yapısı oluĢmaktadır. Kitosanın gözenek yapısı 90-150 µm arasında 

değiĢirken kopolimerlerde 150-200 µm arasında değiĢen gözenek çapları ölçülmüĢtür. 

Gözenekliliğe bakıldığında ise %90 ve üzerinde kaydedilmiĢtir. Yapıların in vitro 

ortamda degredayonları incelendiğinde en yüksek yapıdaki bozunma kitosan kriyojelde 

daha sonra ise daha elastik yapıda olan kopolimerlerinde gerçekleĢmiĢtir. Mekanik test 

sonucunda da kitosanın kırılgan bir yapıya sahip olduğu gözlenmiĢ, elde edilen 

kopolimerleri ise %60-70 civarında deformasyona kadar orijinal Ģekillerini koruduğu 

gözlenmiĢtir. Bu elde edilen sonuçlar doğrultusunda kitosanın hyaluronik asit ile 

sentezlenen kriyojelasyon yöntemi kullanılan doku iskeleleri doku mühendisliği 

alanında kullanım için uygun kriterlere sahiptir. 
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