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OZET
Kitosan-ko-Hyaluronik Asit Kriyojellerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Hidrojeller; hidrofilik homopolimerler veya kopolimerlerden olusan ¢apraz bagh
polimerik ag yapilardir ve bu yapilarin hidrofilik gruplardan dolay1 suya kars1 yiiksek
ilgileri vardir. Suda belli bir denge hacmine kadar siserler fakat orijinal sekillerini
korurlar. Hem dogal hem de sentetik polimerlerden hazirlanabilmektedirler. Hidrojeller,

biyolojik sivilarda biyouyumluluk gosterirler.

Biyoteknolojide dnemli bir potansiyele sahip polimerik jellerin yeni tiplerinden
birisi de ‘kriyojeller’ dir. Kriyojeller; ozmotik, kimyasal ve mekanik kararliliklar
nedeniyle biyolojik uygulamalarda 6nem kazanmislardir. Kriyojellerin olusumu
¢Oziiclinlin donma noktasinin altinda gerceklesir. Boylelikle zamanla ¢6ziiciiniin biiyiik
bir kism1 donup birbirine bagli buz kristalleri olustururken, bu buz kristallerinin
etrafinda donmamis sivida bulanan polimer Onciilleri polimerleserek buz kristallerinin
etrafinda bir ag yapi olustururlar. Donmus ¢oziicti kristalleri gozenek olusturucu ajan
olarak gorev yapar. Polimerlesmeden sonra donmus karistm oda sicakligina

getirildiginde buz kristalleri erir ve makrogdzeneklere sahip polimer ag yapi elde edilir.

Bu tez ¢alismasinda kitosan-ko-hyaluronik asit kriyojellerinin doku mithendisligi
uygulamasinda yap1 iskelesi (scaffold) olarak kullanilabilirligi arastirildi. Bu nedenle
calismada kitosan-ko-hyaluronik asit kriyojelleri sentezlendi. Capraz baglayici olarak
glutaraldehit kullanildi. Kopolimerler, hyaluronik asitin farkli konsantrayonlar
(agirlikga %0, %10, %20, %30, %50) kullanilarak elde edildi. Bu c¢alisma ile saf
kitosandan elde edilen kriyojellerin, hyaluronik asitin farkli konsantrayonlarda
kopolimerleri yapilmasiyla mekanik ve biyomalzeme ozellikleri iyilestirildi ve doku

iskelesi olarak kullanilmalari ile hiicre uyumluluklari incelendi.

Elde edilen kriyojellerin yapi karakterizasyonu Infrared spektroskopisi ile
yapildi. Morfolojik yapisina SEM analizi ile bakildi. Termal analizleri DSC ve TGA ile
incelendi ve sisme davranisi takip edildi. MTT testi ile ekilen 3T3 fibroblast ve SAOS-2

hiicrelerinin canlilig1 takip edildi.



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.

Vi
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BOLUM 1
GIRIS

Polimerlerin insan yasamindaki 6nemi tartismasiz her donemde arastirmacilarin
ilgi alan1 olmustur. Modern diinyanin vazgeg¢ilmezi haline gelen polimer endiistrisinin
insan yasami icin kolaylastiric1 etkileri glinlimiizde de artarak 6nem kazanmaktadir.
Gelisen polimer teknolojisinde ise jeller onemli bir yer edinmekle beraber 6zellikle son

zamanlarda hidrojeller olduk¢a 6ne ¢ikmaktadir [1, 2, 3].

Hidrojeller; su igerisinde ¢oziinmeyen ancak ¢ok miktarda suyu yapisina alarak
sisebilen, iic boyutlu ag yapiya sahip polimerler olarak adlandirilirlar. Hidrojelin suda
¢ozlinmemesinin nedeni, yapisinda kimyasal veya fiziksel ¢apraz baglarin olmasidir.
Yapisina ¢ok miktarda su alabilmesi ise suyu seven (hidrofilik) karaktere sahip olmasi
ve ag seklindeki yapisindan kaynaklanir. Bir polimerin hidrojel olabilmesi i¢in ana
zincirde veya yan zincirlerinde hidroksil, karboksil, karbonil, amin ve amid gibi
hidrojen bag1 olusturabilen hidrofilik gruplarin bulunmasi gerekir. Bu gruplar nedeniyle
bagli duruma gecen su, capraz bagl polimerde hacim ve kiitle artis1 ile sismeye neden
olur. Capraz bagli polimerdeki hidrofilik gruplarin sayisinin fazla olmasi daha ¢ok

sismeye sebep olur [4].

Hidrojellerdeki ii¢ boyutlu yapi; kimyasal baglar veya ikincil etkilesimler olan
iyonik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler
gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla gerceklesir ve bu etkilesimler jellerin sigme
davranigini etkiler. Hidrojellerin yapilarinda ¢ok fazla su bulundurmasi, yumusak ve
esnek yapilara sahip olmalar1 gibi tagidiklar: pek ¢ok fiziksel 6zellik bakimindan canli

dokularla aralarinda biiyiik bir benzerlik gézlenmektedir [1].

Son yillarda hem bilimsel hem de teknolojik bakimdan hidrojellerin 6nemi hizla
artmakla beraber genis kullanim yelpazesine de sahiptirler. Yumusak ve elastik yapilari,
cok miktarda suyu absorbe ederek yapilarinda tutabilme 6zellikleriyle hidrojeller; tibbi

uygulamalar ve biyoteknolojik alanda sik¢a kullanilan 6nemli malzemelerdir [4].

Polimerik jellerin kullaniminda ortaya c¢ikan bazi sorunlar ve kisitlamalarla

beraber yeni jel materyallerinin gelistirilmesi diislincesi yeni arayislara neden olmustur.



Bu gereklilikle beraber biyolojik alanlarda kullanilacak olan yeni polimerik jellerin
gelistirilmesi ve ticarilestirilmesi hiz kazanmistir. Biyoteknoloji alaninda kullanilmak
lizere gelistirilen ve biiylik bir potansiyele sahip olan kriyojeller kesfedilmis ve sahip
olduklar1 siiper gozenekli yapt ve hizli sisebilme davramisi ile Ozellikle doku
miihendisligi alaninda iskele yapiminda ve ilag¢ salinim sistemlerinde sik¢a kullanilmaya

baslanmistir [5].

Kriyojeller; monomerik veya polimerik Onciillerin sifirin altindaki sicakliklarda
donmus ¢ozeltileri ile elde edilen jel matrisleri olarak adlandirilmiglardir. Elde edilirken
takip edilen kriyojelasyon prosesi su basamaklardan meydana geldigi diisiiniiliir: Buz
kristalleri ile birlikte faz ayrilmasi, ¢apraz baglanma, buz kristallerinin ¢ozlilmesiyle

meydana gelen birbirine bagli gézenekli kriyojel ag yapinin olusmasi [6].

Kriyojeller; dogal veya sentetik polimerler kullanilarak elde edilebilirler. Dogal
polimerlerin biyouyumlu ve biyobozunur &zellikte olusu, toksik etkileri olmamasi,
hiicre yapismasina, hiicre biiyiimesine, farkli fonksiyondaki hiicrelerin tutunmasina ve
taginmasina izin verdigi icin Ozellikle doku miihendisligi alaninda iskele yapimi igin

sikca kullanilan materyaller oldugu goriilmektedir [2].

Dogal polimerlerden biri olan kitosan, diinyada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan
ikinci polisakkarit olan kitinin deasetillenmis tiirevidir [7]. Literatiire goére doku
miithendisligi i¢in kullanilan iskeleler; akut ve kronik tepkiler vermemeli, iyilesen doku
biyomateryalin yerini alabilmesi i¢in biyobozunur olmali, hiicre tutunmasini saglayacak
yiizeye sahip olmali, farklilagsmaya ve hiicre ¢ogalmasina olanak saglayabilen, hasar
goren dokuyu taklit edebilecek ve dokunun yapabilecegi mekanik etkilere
dayanabilecek bir yapiya sahip olmali ve son olarak cesitli sekillerde {iretilebilmesi
gerekmektedir. Biyobozunur ve biyouyumlu olma, toksik etkiye sahip olmama ve
antibakteriyel 6zellige sahip bir biyopolimer olan kitosan doku iskeleleri i¢in gerekli
essiz Ozelliklere sahip bir polimer olarak goriilmektedir. Kitosan ayrica ¢ozelti, toz, lif
ve film gibi degisik formlara doniisebilmesiyle farkli endiistriyel alanlarda

kullanilmasina olanak saglamistir [8].

Bir diger 6nemli dogal polimer ise viicudun her dokusunda bulunan ve belirli

hayati aktiviteleri gerceklestirmekten sorumlu olan hyaluronik asittir. Hyaluronik asit,



dokularin hidrasyonu ve nemlenmesi, dokulardan madde gecisi, hiicrelerin hareketi,
farklilagsmas1 ve bdliinmesinde, eklem kayganliginin saglanmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Diger dogal polimerler ve sentetik polimerlere ile karsilastirildiginda ¢ok
daha fazla su tutma kapasitesine sahip olup kendi hacminden bin kat fazla su tutabilme
kapasitesine sahiptirler. Ozellikle kikirdak hiicreleri gibi dogrudan kan temini olmayan
hiicreler i¢in hyaluronik asitin su tutma kapasitesi, bu hiicreler i¢in besinin saglanmasi
ve atiklarin hiicrelerden disar1 atilmast gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlarin
gerceklesmesinde rol oynadigi goriilmiistiir. Ayrica enjekte edilen yerde uzun siire
boyunca yapisinda ve seklinde deformasyon olmadigindan en ¢ok tercih edilen dolgu
maddesi olarak da gorev yapmaktadir. Bu oOzellikleri ile hyaluronik asit, yara
tedavisinde de kullanilmaktadir. Hyaluronik asitin yiiksek biyouyumluluk gostermesi ve
dokularin ekstraselliiler matriksinde bolca bulunmasi bu polimeri doku miihendisligi
calismalarinda biyomateryal iskele olarak kullanilabilecek popiiler bir malzeme

yapmaktadir [9].
1.1. LITERATUR ISIGINDA TEZIN YERI

Kriyojeller ilk olarak 1970 yillarinda rapor edilmis ve biyoteknoloji
potansiyelleri ise yeni kesfedilmektedir. Kriyojeller makrogozenekli yapis1 sayesinde
hizli sisme kinetigi gostermektedir. Bu 6zelligi sayesinde biyosensor uygulamalari ve
ilag salim sistemlerin tasariminda sik¢a kullanilmaktadirlar. Elastik yapidaki kriyojeller
genellikle doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir. Dogal polimerler,
biyolojik ortamdaki makromolekiillerin benzeri veya aynist olduklarindan, canli
viicuduyla temas ettiklerinde toksik etki, iltihaplanma gibi istenmeyen reaksiyonlar
vermezler. Enzim varliginda yapilarinin bozunmasi yani biyobozunur oluslariysa gecici

ev sahipligi gerektiren iskele uygulamalarinda kullanilmalar1 agisindan avantaj saglar

[10, 11].

Nano giimiis iceren kitosan-hyaluronik asit kompozit hidrojellerinin enfekte
olmus diyabet yaralar1 i¢in ideal bir yara Ortiisii bant olabilece§i konusunda caligsma
yapilmistir [12]. Yakin zamanda yayinlanan bir c¢alismada kitosan-hyaluronik asit
hidrojelleri genipin ile capraz baglanarak kemik morfogenetik protein-2 (BPM-2)

saliniminda ilag tagiyict matris olarak kullanilmistir [10].



Jeong Kim ve arkadaglarinin hyaluronik asit ile olan ¢aligmalarinda kitosanla
polielektrolit kompleks (PEC) yaparak hidrojel olusturmuslar ve daha sonra bu PEC ile
kas gibi kasilabilen yapilar i¢in yapay organ ¢alismasi, sensor ve ilag tagima sistemleri
gibi ileri ¢alismalar i¢in arastirmalarda bulunmuslardir. PEC iyonik etkilesimlerle
capraz baglanma gerceklestirebilen bir yapidir. Kitosan polimeri art1 yiiklii, hyaluronik
asit ise bu komplekste eksi yiiklii olan materyaldir. Bu sekilde karsit iki yiik ile
olusturulan iyonik bir kompleks elde edilir [13].

Bagka bir arastirmada ise makrogodzenekli elastik kriyojeller, yag dokusu igin
iskele materyali olusturmak amaciyla jelatin ve hyaluronik asit biyopolimerleri
kullanilarak elde edilmistir. Bu kriyojeller birbirine bagli godzeneklere, yiiksek
gozeneneklilige ve yiiksek capraz baglanma oranina sahiptirler. Yiksek jelatin
konsantrasyonu gozenek boyutunda, gézeneklilikte ve kriyojelin sisme oraninda diisiise
neden olmus fakat sisme kinetigini arttirmistir. Ayrica fazla jelatinin varligi elastik
modiili, dayaniklilig1 ve depolama modiiliinii arttirmistir. Bu iskele yapilara domuz yagi
kok hiicreleri (ADSCs) ekilmistir. Bu hazirlanan kriyojeller hem in vitro ortamda hem
in vivo ortamda hiicre g¢ogalmasi ve gelismesi i¢in uygun bir ortam sagladigi
goriilmiistiir [14]. Hyaluronik asit, dokularin hidrasyonu ve nemlenmesinde, dokulardan
madde gecisinde, hiicrelerin hareketinde, farklilasmasinda ve boéliinmesinde, eklem
kayganliginin saglanmasinda o6nemli rol oynamaktadir. Diger dogal ve sentetik
polimerlere gore cok daha fazla su tutma kapasitesine sahiptir, kendi hacminden bin kat
fazla su tutabilir. Kikirdak hiicreleri gibi dogrudan kan temini olmayan hiicreler i¢in
hyaluronik asitin su tutma kapasitesi bu hiicrelerde besinin saglanmasi ve atiklarin
hiicrelerden uzaklastirilmas1 gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlarin gerceklesmesine
yardimec1 olur. Ayrica enjekte edildigi yerde uzun siire yapisinda ve seklinde
deformasyon olmadigi icin en ¢ok tercih edilen dolgu maddesi olarak da gorev
yapmaktadir. Bu Ozellikleri ile hyaluronik asit yara tedavisinde de kullanilmaktadir.
Hyaluronik asitin yiliksek biyouyumluluk gostermesi ve dokularin ekstraselliiler
matriksinde bol bulunmast onu doku miihendisligi ¢aligmalarinda biyomateryal iskele

olarak kullanilabilecek popiiler bir malzeme yapmaktadir [9, 15, 16].

Literatiirde bir diger arastirmada, kitosan ve jelatin kriyojelleri doku

mithendisligi  i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada polimer Onciillerinin  degisen



konsantrasyonlar1 ¢capraz baglayici ajan olarak glutaraldehit kullanilarak sentezlenmistir.
Glutaraldehit, ¢apraz bagli polimer agi olusturmak i¢in jelatin ve kitosan polimer
zincirlerindeki amin grubu ile reaksiyona girer. Diisiik yogunluklu kitosan kriyojelleri,
kahverengi renkte, kirilgan ve deformasyonda kusur egilimlidir. Jelatin ise agik sari
renkte, ¢cok yumusak, elastik fakat mekanik olarak zayiftir. Kitosan-ko-jelatin
kriyojelleri ise koyu sar1 renkte, jelatin kriyojelleri gibi elastik fakat mekanik
mukavemet agisindan daha giicliidiir. Kitosanin diislik viskozitesi, orta ve yiiksek olana
gore daha 1yi sonug¢ verir. SEM analizi esnasinda diisiik viskoziteli kitosan
kriyojellerinde kitosan-ko-jelatin kriyojellerine gore daha kalin duvarlar gozlenir.
Jelatin kriyojel durumunda ise dar gozenek g¢apli ve ince duvarlar gozlenir. Jelatin
kriyojel tek eksenli deformasyonda cok kiiciik stress gosterir, diisiik viskoziteli kitosan
ise %10 civarinda baskiya kadar elastik deformasyon gosterir fakat sonra kirilir ve
bundan dolayr baskiyla herhangi bir stress artisina yol agmaz. Kitosan-ko-jelatin
kriyojel numuneleri ise %60 deformasyona kadar elastik davranig gosterir. Sisme
ozelliklerine bakildiginda ise jelatin daha yiliksek oranda siserken diisiik viskoziteli
kitosan daha diisiik oranda siser. Jelatin-ko-kitosan ise ikisinin arasinda ancak diisiik
viskoziteli kitosana biraz daha yakin sisme gosterir. Son olarak hiicre yapismasi ve
cogalmasi incelendiginde, hiicrelerin 1yi yapistig1 ve dogal bir ortam saglayan kitosan-
ko-jelatin kriyojel iizerinde hiicrelerin ¢ogaldigi goriilir. Capraz baglayici olarak
kullanilan glutaraldehitin ise hiicre biiylimesi ve cogalmasini etkilemedigi, diisiik
konsantrasyonda kullanilan glutaraldehitin iskelede herhangi bir sitotoksik etki
gostermedigi gozlenir. Sonug olarak; basit bir takim prosediir adimlar1 kullanilarak
elastik yapiya sahip, dinamik germelerle herhangi bir kusur goéstermeyen, biyobozunur

ve biyouyumlu, kikirdak doku miihendisliginde kullanilabilen bir iskele olusturulabilinir
[17].

1.2. TEZIN AMACI

Kitosan, aktif gruplarinin (reaktif amino ve hidroksil gruplart icermesi)
varligindan dolayr hem kimyasal olarak kolaylikla modifiye edilebilmekte hem de
fiziksel capraz baglar ile gozenekli yapilar olusturulabilmektedir. Biyobozunur,
biyouyumlu, nontoksik ve biyofonksiyonel 6zellikleri sayesinde yogun olarak arastirilan

biyomateryallerden biri olan kitosanin kemik olusumunu ve yara iyilesmesini arttirdigi



ve ayrica hiicre yapismasi ve liremesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Kitosanin
dezavantajlar igerisinde en onemlisi zayif fiziksel 6zellikleridir [17]. Bu dezavantajin
ortadan kaldirilmasi igin literatiire bakildiginda bir¢ok calisma yapilmistir. Ozellikle
kitosanin diger polimerlerle ya da seramiklerle kompozitlerinin olusturulmasi sik¢a
kullanilan yaklagimlar arasinda yer almaktadir. Hyaluronik asitin dokularin hidrasyonu
ve nemlenmesinde, dokulardan madde geg¢isi i¢in kullanilmasinda, hiicrelerin hareketini,
farklilasmasi ve boliinmesinde, eklem kayganliginin saglanmasinda 6énemli rol oynadigi
arastirmalarda goriilmiistiir. Diger dogal ve sentetik polimerler ile kiyaslandiginda ¢ok
daha fazla su tutma kapasitesine sahip olup kendi hacminden bin kat fazla su tutabilir.
Hyaluronik asitin yiiksek biyouyumlulugu ve dokularin ekstra seliiler matriksinde bol
bulunmasi onu doku miihendisligi alaninda biyomateryal iskelet olarak kullanilabilecek
popliler bir malzeme yapmaktadir [9]. Bu nedenle kitosan ve hyaluronik asit dogal
polimerleri bu tez ¢alismasinda kullanilmak tizere segilmistir. Kitosan ve hyaluronik asit
kopolimerlerinin polielektrolit kompleksleri, hidrojelleri ¢alisilmig olup kriyojelleri ilk

kez bu tez ¢caligmasinda incelenmistir.

Bu projenin amaci; dogal biyopolimerler olan kitosan-hyaluronik asitten elde
edilen kriyojellerinin doku miihendisligi uygulamasinda yapr iskelesi (scaffold) olarak
etkinliginin arastirilmasidir. Bu nedenle tez ¢alismamizda ilk olarak kitosan kriyojelleri
sentezlenip ardindan kitosanin hyaluronik asit kopolimer kriyojelleri farklh
konsantrasyonlarda hazirlanarak mekanik ve biyomalzeme 6zelliklerinin iyilestirilmesi
amaglanmis ve bu materyallerin doku iskelesi olarak kullanimi ve hiicre uyumlulugu

incelenip termal dayanimlarina, sisme davranislarina, morfolojik yapilarina bakilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. HIDROJELLER

2.1.1. Hidrojellerin Tarihi Gelisimi

Hidrojel kelimesi; Lee, Kwonve ve Park’ a gore ilk defa 1894 yilinda yayinlanan
bir makalede kullanilmaktadir. Fakat kullanilan bu hidrojel tanimi1 bugiin kullandigimiz
hidrojel tanimiyla birebir benzerlik gostermemektedir. Literatiirde ilk capraz baglh ag
yapt ve gercek manada hidrojelin karakteristik yiiksek su ilgisi 6zelligini tasiyan
malzeme Wichterle ve Lim tarafindan gelistirilen ve insan dokusu ile kalict bir uyum
saglayarak tedavi amagli kullanilan polihidroksietilmetakrilat (pHEMA)’ tir.
Biyomedikal alanda kullanimlar1 daha sonralar1 yumusak kontakt lens olarak

patentlendigi 1960 yilina kadar uzanmaktadir [18].
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Sekil 2.1. pHEMA’ nin yapisi

Bu tiretilen hidrojelden sonra, hidrojellerin biyomedikal alanda kullanimi hizli
bir sekilde artmis ve 1970’ lerde en yiiksek seviyeye ulagmistir. Yillar boyunca gesitli
malzemelerle {iretilen hidrojellerin amaglar1 ve hedefleri genis bir yelpazeye sahiptir.

Buwalda’ ya gore hidrojellerin tarihi {i¢ ana boliimde incelenebilir.

Monomer veya polimerlerin bir baglatici ile kimyasal modifikasyonlar sonucu
yiiksek miktarda ¢apraz baglanma prosediirii iceren hidrojeller ilk jenererasyon olarak

adlandirilmaktadir.
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Sekil 2.2. Biiziilme-sisme durumunda bir hidrojelin sematik olarak yapisi

Daha sonra 1970’ lerden itibaren hidrojellerin farkli konseptleri Onem
kazanmaya baslamistir. Bu ikinci jenerasyon hidrojeller; farkli sicakliklarda, farkli pH

larda veya konsantrasyon gibi spesifik etkilere cevap vermeye baglamiglardir.
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Sekil 2.3. Hidrojelin pH ve 1siya duyarli olarak sisme-biiziilme halinin sematik

gosterimi

Son olarak Tgiincli jenerayon hidrojeller, hidrojellerin ¢esitli fiziksel
etkilesimlerle capraz baglanma yaparak stereokompleks yapida materyallerin

incelenmesi ve gelistirilmesi ile elde edilmistir.

Hidrojel bilimi hizli bir sekilde akilli hidrojeller olarak adlandirilan, istenilen
ozelliklere sahip ve spesifik etkenlere cevap verebilen akilli hidrojellere kaymaktadir.
Bu sayede elde edilecek hidrojellerin kullanim alanlar1 sadece insanlarin hayalleri ile

sinirlanmaktadir.

Wichterle ve Lim’in 1960’ larda onciiliik yaptig1 capraz bagl hidrojellerden beri
gelistirilen hidrojeller, hidrofilik karakterlerinden ve biyouyumlu olma potansiyeline
sahip olduklarindan dolayr bilim adamlar1 tarafindan biyomateryal olarak kullanilmasi

incelenmistir.

Lim ve Sun’ mn 1980’ de yaptig1 hiicre kapsiilasyonu icin basarili bir sekilde

uyguladiklar1 kalsiyum aljinat mikro kapsiilleri bu alanda biiyiik ilerleme saglamistir.



1980’ lerin sonlarinda Yannas, hidrojellerin icerisine kolajen ve kopek baligi
kikirdag: ekleyerek yanik tedavisi icin kullanilacak sargi gelistirmistir. Hidrojeller hem
dogal hem sentetik polimerlerden elde edilebilir olup hiicrelerin enkapsiilasyonu ig¢in
kullanilmakla beraber giiniimiizde en ¢ok doku miihendisliginde hasar gérmiis doku ve

organlarin yenilenmesi ve onarilmasi i¢in kullanilan matrisler olarak kullanilmaktadirlar

[19].
2.1.2. Hidrojellerin Yapisi ve Ozellikleri

Hidrojeller suda sisen ama suda ¢éziinmeyen malzemelerdir. Emilim 6zellikleri,
polimer matrisini hazirlamak i¢in kullanilan solvente bagli olarak yiiksek bir
termodinamiksel ilgiden kaynaklanmaktadir. Gegtigimiz yillarda hidrojellerin yliksek
cesitliligi ve istenilen Ozelliklerde elde edilebilmeleri hidrojeller konusunda derin bir
arastirmaya gidilmesini saglamistir. Bu aglarin sekil ve mekanik dayanimlari siv1 faz ile
hidrojellerin etrafindaki sicakliga baglidir. Bugiline kadar yapilan hidrojeller ¢esitli
monomerler kullanilarak, farkli katalizérler kullanilarak, farkli konsantrasyonlarda ve
farkli capraz baglayicilar kullanilarak elde edilmislerdir. Bu degiskenlerin her birinin

olusacak yap1 iizerinde etkisi vardir [20].

pH, iyonik konsantrasyon, 1sik, sicaklik, manyetik alan, elektrik alan ve
kimyasallara kars1 tepki veren akilli hidrojel sistemler gelistirilmistir. Akill
hidrojellerin dis etkilere karsi uyari olarak sekillerini degistirebildigi fark edilmistir ve

bilimsel ¢aligsmalarda kullanilmak iizere incelenmeye baslanmiglardir [21].

Hidrojeller genel olarak dogal ve sentetik polimerler olarak iki grupta
incelenmektedir. Dogal hidrojel polimerler kolajen, fibrin, hyaluronik asit ve kitosan ile
aljinat gibi dogal yapilarin tiirevleridir. in vivo ortamdaki ektraseliilermatris (ECM)
olarak kullanilan ana kompanentler dogal polimerlerden elde edilmektedir. Dogal
hidrojellerin iki tane ana dezavantaji vardir. Oncelikle ilk olarak mekanik &zelliklerin
polimerizasyon veya jellesme kosullarina ne kadar bagli oldugu anlasilamamaktadir.
Ikinci olarak dogal kaynakli olmalarindan dolayr kompozisyonlarinda her biri digerine

gore farklilik gostermektedir.

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

polivinilalkol (PVA) gibi sentetik hidrojellerin son yapilar1 polimerizasyon sartlarina



bagli olmalarmma ragmen yeniden tekrarlanabilir sekilde iiretilebilmektedirler. Genel
olarak sentetik hidrojellerde, kimyasal kompozisyon ve mekanik 6zelliklerinin
ayarlanabilmesinden dolay1 daha genis bir yelpazeye sahiptirler. Ayrica hidrolizlenme

ve biyobozunur olma 6zelliklerini tagimaktadirlar.

Hidrojeller kimyasal olarak kararli olabilirler veya zaman ic¢inde bozunup
kaybolabilirler. Iyonik etkilesim, hidrojen baglar1 veya hidrofobik etkilesim gibi ikincil
etkilesimlerle olusan ag yapilar tersinir veya fiziksel jel olarak adlandirilirlar. Fiziksel
jeller homojen degildirler. Serbest zincir uglar1 ve zincir bosluklar: fiziksel jellerde

bulunan defolardir.

Bir polielektrolit gibi zit yikli molekiillerin birlesmesiyle biraraya gelerek
fiziksel hidrojeller olusur. (6rnek olarak kalsiyum aljinat) Kimyasal hidrojeller kovalent
capraz bagli jellerdir. Baz1 durumlarda jel formasyonu sirasinda solvent kompozisyonu,
sicaklik ve konsantrasyon ile faz ayrimi olusabilmektedir. Kimyasal hihrojellerde

serbest zincir uglar1 jel aglarinda defo olarak adlandirilmaktadir [19].

=== Kimyasal etkilesim
w== Fiziksel etkilesim
=== Degrede olabilecek

Hidrofobik
etkilesimler

Proteaz ile
bozunabilen

CHj
CHj,

CH3
CH,

polimer ile hiicre mebrani
arasinda olusabilen
iyonik etkilesim

Hiicre-protein yiizeyi
ile polimer arasinda
olusan hidrojen baglan

Sekil 2.4. Hidrojellerde kimyasal etkilesim, fiziksel etkilesim ve degrede olabilen

bolgeler i¢in 6rnek sematik gésterim
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Bir¢ok uygulamada polimer matrisinin 6zelliklerini arttirmak i¢in fonksiyonel
dolgu maddeleri matrise eklenmektedir. Ancak polimer ve bu dolgu maddesi bir yiizeye

uygulandig1 zaman fonksiyonel monomer kolayca yok olmaktadir.
2.1.3. Hidrojellerin Kullanim Alanlar

Hidrojellerin  kullanim alanlarinda ilk uygulama, kontakt lensler olarak
bilinmektedir. Mekanik kararliliklart bakimindan iyi olusu, yiiksek derecede oksijen
gecirgenligine ve wuygun kirimim indisine sahip olmalart kontakt lenslerde

uygulanmasinin temel nedenleri arasinda goriilmektedir.

Diisiikk capraz bag yogunluguna sahip olmalariyla hidrojeller; cesitli ilaglar,

peptidler ve proteinler i¢in tasiyici olarak kullanilirlar.

Hidrojellerin dis ¢cevreye (sicaklik, pH, iyon derisimi) cevap verebilmeleri, sisme
ozelligine sahip olmalariyla ve ila¢ molekiillerinin difiizyonunu kontrol edebildigi i¢in

kontrollii salim sistemlerinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan polimerlerdir [21].

Biyoteknolojik alanindaki uygulamalarda, ozellikle biyoaktif proteinlerin

ayrilmast i¢in hidrojellerden yararlanilmaktadir.

Hidrojellerin ileri uygulamalarindan biri de yapay kaslarin gelistirilmesidir.
Elektrokimyasal uyarilar1 mekanik ise ¢eviren akilli hidrojeller, insan kas dokusu islevi
gorebilmektedir. Bu 0Ozellikten faydalanarak yapay kaslar yapilabilmektedir.
Fizikokimyasal uyarilara kars1 tersinir biizilme ve genisleme yetenegi olan polimerik

jeller, ileri robotiklerin gelistirilmesin i¢in 6nemlidir.

Hidrojellerin diger uygulamalari ise; yapay tendon materyalleri, yara iyilesmesi
icin biyo yapiskan madde, yapay bobrek zarlari, yapay deri, estetik cerrahide malzeme
olarak kullanimlar1 siralanabilir [22]. Hidrojellerin yapilarinda ¢ok fazla su
bulundurmasi, yumusak ve esnek yapilara sahip olmalar1 gibi tagidiklar pek ¢ok fiziksel
0zellik bakimindan canli dokularla aralarinda biiyiik bir benzerlik gozlenmesi doku
miihendisliginde iskele olarak sik¢a kullanilan bir malzeme olmasina neden olmustur.
Ozellikle bu iskeleler kikirdak, kemik ve yumusak kas gibi dokular1 uygulamalari i¢in

kullanilmaktadirlar.
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Sekil 2.5. Hidrojellerin kullanim alanlari
2.1.4. Hidrojellerin Doku Miihendisligindeki Kullanim

Her y1l milyonlarca hasta organ yetmezligi ya da kaza sonucu meydana gelen
doku zedenlenmeleri gibi nedenlerle hastanelere kaldirilmaktadir. Amerika’ da bu
tedavilere her yil 400 milyar dolar harcanmakta ve 8 milyona askin ameliyat

gerceklesmektedir.

Doku miihendisligi ilk defa 1988 de yayinlanan bir makale ile ortaya ¢ikmis ve
spesifik doku veya organlar i¢in tedavi, gelisim veya degistirme islemi uygulama olarak

tanimlanmaistir.

Doku miihendisliginde kullanilan bir malzeme olan hidrojeller; bosluk doldurma
ajani, bioaktif malzeme iletici veya hiicre gelisimi i¢cin 3 boyutlu bir yap1 olusturma
gorevini oynarlar. Bosluk doldurucu ajanlar iskele olarak kullanilan en genel
materyaller olup dokular arasinda olusabilecek istenmeyen yapismayr Onlemek
gorevindedirler. Ayrica hidrojel iskeleler viicuttaki kikirdak, kemik ve yumusak kas gibi
dokular1 tasarlamak i¢in kullanilmaktadirlar. Doku miihendisliginde kullanilan
hidrojellerin en 6nemli 6zellikleri biyouyumlu malzemeler olmalaridir. Bu sayede viicut
icerisindeki organlara veya organlarin etraflarindaki dokulara istenmeyen reaksiyonlar

vererek zarar vermezler. Hidrojel olarak kullanilan sentetik polimerler icersinde
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polietilenoksit, polipropilenfumaratkoetilenglikol, polivinilalkol, poliakrilikasit ve

polipeptitler yer almaktadir.

Bir Avrupa patenti olan EP 1 664 168 B1 patentinde gézenekli hidrojeller elde
etmek icin degisik kompozitler belirlenmistir. Bu kompozit biyobozunur ve
kendiliginden c¢apraz baglanabilen polipropilenfumarat, biyobozunur hidrojel
mikroparcgaciklar, hapsedilmis su ve serbest radikaller iceren bir karisimdir.
Mikroparcaciklar c¢apraz baglanmis kollojen fibrin, jelatin ve hyaluronik asitten
meydana gelmektedir ve biyoaktif malzeme icerme Ozellikleri vardir. Bu metot ile
stiperemici yar1 katt hidrojeller, mikropartikiillerin {iretilebilecegini ve bu
mikrotaneciklerin suda sistigini ancak sivilar gibi akigkan olmadiklarini, ayrica ¢apraz
bagli bir yapida olduklar1 icin de belirli bir sekle sahip olduklarini ortaya
koymaktadirlar. Polimerizasyon islemi sonucunda elde edilen iskele higbir ekstra isleme

tabi tutulmadan iskeletsel yaralara uygulanabilirler [19].

Harris ve arkadaglart mikro ve nano gozeneklilige sahip, doku miihendisliginde
kullanilacak iskeleler {iretmislerdir. Bu hidrojeller nanoelyaf morfolojisine sahip olup
kendiliginden birlesen, immiinojenik olmayan, biyobozunur ve hiicrelerle etkilesime
girebilen peptitlerden meydana gelmektedirler. Kendiliginden diizenlenen hidrojellerin
bir hidrofilik ve bir hidrofobik kisimlar1 vardir. Bu yontemle elde edilen ve gliniimiizde
kullanilan en yaygin peptit ‘puramatrix’ peptididir. Bu peptidin kendiliginden
diizenlenmesi s1g1r serumu i¢eren doku kiiltiir ortaminda kolayca gerceklesebilmektedir.
Bu iskeleler agik yaralara dogrudan uygulanabilecegi gibi operasyonlar ile implant
olarak da kullanilabilmektedir. Tek bilesenli yapilan iskelelerin doku yenilenmesi i¢in
ideal bir ortam yaratamadiklar1 distiniilmektedir. Bu yiizden hibrit materyaller
gelistirilmis ve hiicre ¢cogalmasi ile hiicre gogli gibi durumlarda daha iyi sonuglar elde

edilmistir.

Hidrojel iskeleler doku iiretimi ve hiicre katmani iiretimi i¢in
kullanilabilmektedir. Kumar; fenilboranat igeren polimerler ile polivinilalkol polimerini
kompleks olarak kullanarak biyobozunur olan ve hiicre ile doku biiyiimesine olanak
taniyan iskeleler iiretmistir. Sakkaritin biyobozunmasi fenilboranat ligantlarinin

varhiginda gergeklestiginden fenilboranik asit olusmaktadir. Bunun sonucunda iskele
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tizerinde olusan hiicre katmanlar1 rahatlikla ekstrakte edilip tedavi icin gerekli yere

implant edilebilmektedir.

Blanchard ve calisma arkadaslar1 saf ¢apraz bagli keratin bazl hidrojel iskeleler
tretmiglerdir. Keratin biyuyumlu ve immiinojenik olmayan bir biyopolimer olup
hastalarin saglarindan veya tirnaklarindan toplanabilmektedir. Toplanan bu keratinlerin
saflastirilmast ve oksidasyonundan sonra hiicre biiylimesi i¢in iyi bir iskele oldugu

diistiniilmektedir.

Song ve arkadaslari radyasyon-fiizyon teknolojisini kullanarak doku
mithendisliginde kullanilmak {izere beta glukan bazli hidrojel iskeleler kullanilmasini
onermislerdir. Beta glukanin hiicre yenilenmesi ve kolajen biyosentezi i¢in uygun bir

ortam yarattig1 Ve ayrica biyouyumlu ve giivenli oldugu bilinmektedir.

Doku miihendisliginin Oniindeki en biiyilk engellerden biri, polimerlerin
hedeflenen dokuya hangi bigimde nasil uygulanacagi ve bu uygulama sonunda ne gibi
ek takviyeler gerektireceginin dnceden tahmin edilememesidir. Hidrojeller; damarlanma
isleminin kontrol edilebildigi ve hem anyojenik faktdor hem de endotenial hiicrelerin
hedeflenen bolgeye ulastirabildigi i¢in avantajli malzemelerdir. Ek olarak kemik, kas
veya kan damarlar1 gibi iyt mekanik ozelliklere sahip olan dokulara hidrojeller

rahatlikla uygulanabilmektedir [6].
2.2. KRIYOJELLER
2.2.1. Kriyojelasyon Teknigi:

Gilinlimiizde polimerik jeller; kromatografik materyal, molekiil ve hiicrelerin
immobilizasyonu i¢in tastyicilar, elektroforez i¢in matris ve immiinodifiizyon gibi
biyoteknolojinin degisik alanlarinda, ayrica kati kiiltiir ortaminda jel tabakasi olarak
kullanilmaktadir. Polimerik jellerin kullanimiyla ortaya ¢ikan bazi sorunlar yeni jel
materyallerinin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Bu gereklilik biyolojik alanlarda
kullanilacak olan yeni polimer jellerin gelistirilmesine ve ticarilestirilmesine hiz
kazandirmaktadir. Biyoteknoloji alaninda kullanilmak {izere gelistirilen ve biiyiik bir
potansiyele sahip olan polimerik jellerden ‘kriyojel’ Yunanca ‘donmus jel’ anlamina

gelmektedir. Kriyojeller, kriyojenik isleme (dondurma ve belli bir siire i¢in donuk halde
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bekletme ve ¢ozme islemi) tabi tutulmus disiik veya yiiksek molekiil agirlikli nciiller

veya jellesmeye miisait olan kolloidal sistemlerden olusmaktadir [3,23].

Bu teknik, dogada goriilen denizde olusan buzun deniz suyundan daha az tuzlu
olmas1 ilkesine dayalidir. Bilindigi {izere denizde olusan buz, saf hekzagonal buz
kristalleri olusturmakta ve cesitli kirlilikler (tuz, biyolojik canli vb. ) olusan buzdan
atilmakta ve buz kristalleri arasindaki sivi kanallarina yerlesmektedirler. Bu dogal
ilkenin ilk defa Lozinsky tarafindan kullanilmasiyla birbirleriyle baglantili gbzenekli
siinger yapidaki sistemler elde edilmistir. Dogada oldugu gibi monomer ¢dzeltisinin
donmas: sirasinda monomerler, buz kristallerinden atilarak buz kristalleri arasinda
olusan donmamus likit kanallarinda polimerizasyon gerceklestirirler. Polimerizasyonun

bitisi ve erimenin sona ermesi ile gozenekli bir yap1 elde edilir.

Bu kriyojellesme sistemlerinde ag yapilarinin esasinda bir faz ayrimi
gerceklesmese de reaksiyon sisteminin kalip rolii oynayan donmus bolgesi eritilerek

uzaklastirildiginda gozenekli bir yapi elde edilir [11].

2.2.2. Makro Gozenekli Kriyojellerin Hazirlamis1 ve Ozellikleri
2.2.2.1. Kriyotropik Jellesme

Kriyotropik jel prosesi ile elde edilen ve kriyojel olarak adlandirilan jeller,
donmus karisim igerisinde yer alan donmamis sivi mikro faz (unfrozen liquid
microphase (UFLMP)) igerisinde gerceklesmektedir. Coziiciiniin  kristallesmesi
sebebiyle, donmamis sivi mikro fazin toplam hacmi baglangigtaki hacminden daha
diisiik bir miktardadir. Diger bir deyisle, donmamis s1vi mikro faz igerisinde bulunan
polimer veya monomer derisimi baslangic derisimine gore daha yiiksektir. Jel
olusturucu ajanlarin derisiminin hizla artmasi jel olusumunu tetiklemekte ve jellesme

hizint arttirmaktadir. Kriyojelasyon basamaklar1 sunlardir;

1. Baslangi¢ sistemi: Monomer/polimer ¢ozeltisi ve jel olusturucu ajanlart igeren

¢Ozelti sifirin altindaki sicakliklarda dondurulur.

2. Donmus sistem: Donmus gibi goriinen sistem igerisinde sivi mikro faz igeren kisim
bulunmaktadir. Mikro faz igerisinde olan jel olusum ajanlarinin derisimi ¢oziicliniin
donmasi sebebiyle yiikselir. ‘Kriyoderisim’ olarak adlandirilan olayla beraber sistemde

buz kristalleri ¢cevresinde capraz baglanmalar gergeklesir.
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3. Erimis sistem: Polimerizasyon isleminin bitmesiyle donmus ¢oziicii eritilip makro
gozenekli bir ag yapisina sahip kriyojeller elde edilmis olur. Go6zeneklerin sekli ve

boyutlari, monomer derisimi ve sicaklik gibi parametrelere baghdir [6,23].

cozelti donma kriyojellesme ¢oziilme kriyojel

Sekil 2.6. Kriyojelasyon igleminin sematize hali ve kitosan kriyojelin SEM goriintiisii

Genellikle kriyojel eldesi serbest radikalik polimerizasyon ile ger¢eklesmektedir.
Polimerizasyonu etkileyen kritik baz1 parametreler bulunmaktadir. Bunlar ¢oziiciiniin
donma sicakligi ve c¢ozeltinin konsantrasyonu olarak bilinmektedir. Kriyojelasyon
tekniginde ¢ozeltideki monomer konsantrasyonu arttirildiginda gozeneklilikte diisiis
meydana gelmekte ve boylece daha yogun yapiya sahip jeller elde edilmektedir.
Kriyojeller elde edilirken polimerizasyon sicakligi -10°C ile -30°C araliginda en uygun

oldugu goriilmiistiir.
2.2.2.2. Kriyojellerin Ozellikleri ve Uygulama Alanlar

Bu malzemelerin biyomedikal ve biyoteknolojik alanlardaki uygulama

potansiyelleri biiyiik ilgi gérmektedir.

Kriyojeller tipik olarak, hemen hemen her boyuttaki taneciklerin difiizyonuna
engel olmadan birbirine bagh siiper makro gdzeneklerden olusur. Oyle ki bu yap1 nano

ve mikro taneciklerin geg¢isine bile olanak tanir.

Kriyojellerin kendilerine has yapist ve bununla beraber osmotik, kimyasal ve
mekanik kararlilifa sahip olmasi gibi 6zelliklerinin kombinasyonu, onlar1 hiicre gibi
biyolojik nanopartikiillerin (plazmid, virlis ve organel gibi) kromatografisinde

kullanilmak iizere ¢ekici kilar.
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Kriyojeller ayrica, yiiksek gozeneklilige ve birbirine bagli siiper makro
gozeneklere sahip malzemelerdir. Bu materyallerin gbzenek ¢aplart 0,1 ile 200 pm
arasinda degismektedir. Tipik olarak kriyojellerin gézenekleri sahip olduklar1 ¢aplara

gore dnano<0,1 um, 0.1<dmikro<100 um ve dmakro>100 um olarak siiflandirilir [11].
A

Makrogozeneklerdeki su
- - - - (mekanik olarak atilabilen su)
Sismis Kriyojel (72-74 % )

(100 %)
A

Mikrogozeneklerdeki su
( 15-18 %)

Polimere baglanan su
(4-5 %)

Kuru polimer

(3-4 %)

Sekil 2.7. Sismis bir kriyojelde yapidaki ortalama degerlerde su dagilimi [24]

Sisme oranlar1 yiiksek ve makro gézenekli yapiya sahip bu materyaller 6zellikle
hiicrelerin biiyiimesi ve ¢ogalmasina ortam saglayacak doku iskelesi olarak da
kullanilmaktadir. Gilinimiizde popiiler olarak arastirilan alanlardan biri olan doku
miithendisliginde, ¢esitli dogal polimerler (kitosan, gelatin, hyaluronik asit, kolajen vb.)
veya sentetik polimerler (polistiren, polilaktik asit, poliglikolik asit vb.), kriyojelasyon

teknigiyle ¢apraz baglanarak hiicreler i¢in doku iskelesi olusturulmaktadir [23].

Biyoteknoloji ve biyomedikal amaglh kullanimlarda kriyojeller disk, silindirik
kolon ya da tabaka gibi ¢ok ¢esitli formlarda iiretilirler. Bu malzemelerin gozenekliligi
%090’ lara kadar ¢ikabildigi icin immobillizasyon ve ayirma tekniklerinde yaygin olarak
tercih edilmektedir. Bakteri saflastirmasinda, ¢esitli endotoksinlerin uzaklastirilmasinda
ve protein saflastirilmast gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir. Polimerik kriyojeller,

hiicrelerin immobilizasyonunda etkinligi yiiksek malzemelerdir.
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Tablo 2.1. Oda sicakligindaki jeller ile kriyojeller arasindaki en belirgin farklar

Oda Sicaklidinda Uretilen Jeller 4= Kriyojeller

Monofaz <—> Heterofaz

Kinlgan <—> Sangerimsi
Transparan <—> Qpak

Cézucunun tima polimerik aga <——> Cozlcl hem polimerik adda hem
bagh de kapilerler igerisinde

Kriyojeller ilk defa 40 yil 6nce incelenmeye baslanmistir ve polimerik jellere

kiyasla sahip olduklari sira dis1 6zellikler halen dikkatleri tizerlerine ¢ekmektedir [3].
2.2.3.1. Kriyojelasyon Tekniginin Avantajlar:

Kriyojelasyon teknigi, sikca kullanilan diger polimerizasyon tekniklerine gore
oldukca yeni ve uygulanis agisindan da kolay oldugu diisiiniilen bir tekniktir. Ornek
olarak karsilastirma yapildiginda siispansiyon ve emiilsiyon polimerizasyon
tekniklerinde, polimerizasyon islemi sona erdiginde cogunlukla gbzlenen safsizlik ve

yapilan zahmetli yikama agamasi kriyojelasyon tekniginde bulunmamaktadir.

Yigin (kiitle) polimerizasyon teknigiyle karsilastirma yapildiginda ise
gozeneklilik elde etmek icin eklenen porojen isimli kimyasal ajanlara gereksinim
duyulmamaktadir. Porojen ilavesi olmadan gozeneklilik elde edilmesi kriyojelasyon
tekniginin en biiyiilk avantajlar1 arasinda goriiliir. Kriyojelasyon tekniginde porojen
gorevini  ¢oziiclinlin donmasiyla elde edilen buz kristalleri {istlenmektedir.
Polimerizasyon islemi bittikten sonra yapidaki buz kristallerinin oda sicakliginda
coziilmesiyle gozenekli bir yap1 elde edilir. Kriyojelasyon tekniginde porojen maddenin

uzaklastirilmasi i¢in uygulanan zahmetli yikama islemlerine gerek yoktur.

Dondurarak kurutma islemi ise kriyojelasyon teknigi ile benzerlik
gostermektedir. Bu teknikte solvent kristallerinin siiblimlestirilmesi sonucu birbirine
bagl gozenekli ag yapilari iceren polimerik malzemeler elde edilir. Ancak yapi iginde
solvent, s1v1 bir sekilde kalirsa jel olusumu ger¢eklesmemektedir. Dondurarak-kurutma

ile elde edilebilecek jeller ince objelerken (6rnegin, film, katman ve kiiglik toplar)

18



silindirik veya kalin bloklar seklindeki malzemeleri dondurarak-kurutma yontemi ile
teknik olarak elde etmek miimkiin degildir. Buna karsin kriyojeller; silindirler,
graniiller, tiipler ve diskler gibi istenilen sekil ve boyutlarda elde edilir. Ayrica
kriyojellerin elde edilme isleminde diisiik basinglarda solvent uzaklastirilmas: gerekli

olmadigindan dondurarak-kurutmaya gore daha kolay oldugu diistiniilmektedir [3, 23].
2.2.3.2. Kriyojelasyon Tekniginin Dezavantajlar

Kriyojelasyon tekniginde ana prensip olan donma ve ¢oziinme islemi basit bir
islem gibi goriilse de pek ¢ok parametreye baglidir. Bu parametrelere bagli olarak
kriyojelasyon teknigi oldukca karmasik bir olay zincirine doniisebilmektedir. Uygulama
alanma gore talep edilen kriyojelin optimum kosullar1 i¢in parametrelerin timi kendi
icinde de incelenip arastirilmali, sonuglarda karsilastirma yapilip optimum parametreye
gore calisilmalidir. Bununla beraber polimerizasyonun kinetik verilerinin alinmasi
oldukea giictiir. Bu sebeplerden dolayi jellerin talep edilen 6zellikte olabilmesi zahmetli

bir takim ¢alismalar gerektirebilmektedir.

Bilindigi iizere serbest radikalik polimerizasyonda polimerizasyonun baslamasi
icin bagslatici, dahas1 bu tiirden ajanlarin olusmasin1 saglayabilmek icin ortama
polimerizasyonu hizlandirict molekiiller de koyulmaktadir. Fakat bu tiirden molekiiller,
genellikle 1sitmayla aktiflesmektedir. Kriyojelasyonda ise polimerizasyon islemini
baglatacak ajanlarin solventin donma sicakliginin altinda (sifirin altinda) dahi aktifligini
korumas1 gerekmektedir. Bu sorun kriyojelasyon teknigi i¢in kisitlayici bir faktordiir
[3,23].

2.3. DOKU MUHENDISLIiGi

Hastalik, yaralanma ve travma insan viicudundaki dokularin hasarina ve
dejenerasyonuna sebep olur. Bu da onarim, yenilenme gibi uygulamalara gereklilik
kazandirir. Tedavi tipik olarak ayni hastada saglikli dokunun zarar gérmiis dokuya
tasinmasiyla (otograft) yapilir veya bir kisiden baska bir kisiye tasinmasiyla (transplant
veya allograft) yapilir. Bu tedavi yontemleri ¢igir agici ve hayat kurtarici olsa bile bu iki
teknikte de ¢ok biiylik problemler vardir. Otograft islemi dedigimiz saglikli dokunun
hasar gormiis dokuya taginmasi i¢in kullanilan yontemler pahali ve ac1 vericidir. Ayrica

anatomik olarak smirhdirlar ve enfeksiyon veya hematoma gibi komplikasyonlar
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yarattigindan dolay1 donore zarar vermektedir. Benzer olarak allograft veya transplant
islemlerinde, hastalara ihtiya¢ duyduklar1 kadar yeterli miktarda doku saglanamamasi
ciddi sekilde simirlama getirmektedir. Ayrica hastanin bagisiklik sistemi tarafindan
eklenen doku reddedilebilir ve dondrden hastaya enfeksiyon veya hastalik gecme riski

ortaya ¢ikmaktadir.

Alternatif olarak doku miihendisligi, doku fonksiyonlarin1 koruyacak,
yenileyecek veya gelistirecek biyolojik materyaller gelistirerek zarar gérmiis dokulari

degistirmek yerine yenilemeyi hedefler.

Doku miihendisligi terimi resmi olarak ilk defa 1988’ de diizenlenen Ulusal
Bilim Vakfi organizasyonunda ismini duyurmustur. Fakat doku miihendisligi alan1 yeni
bir konu gibi goziikiirken dokularin degistirilmesi fikri 16. yy’ a kadar dayanmaktadir.
Bologna Universitesi’nde Cerrahi ve Anatomi boliimiinde profesér olan Gasparo
Tagliacozzi ilk defa 1597°de yaymnlanan ‘The surgery of defects by implantation’
makalesinde kol derisinden elde edilen burun implantini transfer ederek ilk doku
mithendisligi ¢aligmasini yapmistir. Doku miihendisligi multidisipliner bir alandir ve
klinik ilag alanindan, makine miihendisligi alanindan, materyal bilimi alanindan, genetik
ve genetige bagl disiplin gibi dogal bilim ve miihendislik alanlarindan bir¢ok uzmanin
dikkatini ¢ekmistir. Bu alan dokularin gelismesine ve yenilenmesine olanak saglayan
uygun ortami yaratan ii¢ boyutlu gozenekli iskelelerin (scaffold) kullanimina ¢ok fazla
bel baglamaktadir. Bu iskeleler esasen organ olusumu i¢in uygun bir ortama sahip ve
genellikle biiylime faktorii olan hiicreler ekilmis olurlar veya biyofiziksel olarak
gelisimi saglayan bir alet veya sistem gorevi goren biyoreaktér gorevini iistlenerek
hiicreleri fiziksel veya kimyasal etkilerden korurlar ve doku gelisiminde gorev alirlar
[25, 26, 27].

2.3.1. Iskelede (scaffold) Aranan Ozellikler

Uretim tekniklerine ve kullanilan biyomateryallere bagli olarak doku
yenilenmesi i¢in birgok sayida iskele tiretilmistir. Doku tipine bagli kalmaksizin doku

miihendisliginde kullanilan iskelelerde aranan bazi 6nemli konular vardir.
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a) Biyouyumluluk

Doku miihendisliginde kullanilan iskelelerin ilk ve en 6nemli kriteri biyouyumlu
olmasidir; hiicreler bu iskeleye yapismali, normal fonksiyonlarini gergeklestirmeli ve
iskelenin yiizeyinden yeni matrise go¢ ederek yeni matriste yasami baslatmalidirlar.
Iskele veya doku miihendisligi ile yapilmis yapr implante edildikten sonra bagisiklik
sistemiyle uyumlu olmalidir ve boylece iyilesme islemine zarar vermeyip hastanin

viicudu tarafindan reddedilmesinin 6niine ge¢melidir.
b) Biyobozunurluk

Doku miihendisliginin esas amaci, viicudun kendi hiicrelerinin yenilenmesine ve
daha sonra yenilenmis hiicrelerin implante edilmis yapinin yerini almasini saglamaktir.
Bu iskeleler ve yapilar kalict olmamalidir. Bu iskele bozunur olmalidir ki hiicrelerin
kendi hiicresel matrislerini olusturmalarina izin vermelidir. Bu bozunma sonucu ortaya
c¢ikan yan triinlerin toksik olmamasi ve viicuttan organlarla etkilesime girmeden
kolayca atilmasi lazimdir. Doku miihendisliginin artik klinik alanlarda kullanilmasi
hedeflendigi i¢in bagisiklik sistemi ile olan uyumlulugu {izerine yapilan arastirmalar

onem kazanmaktadir.
¢) Mekanik o6zellikler

Ideal olarak iskeleler anatomik olarak bir takim tutarli ozelliklere sahip
olmalidir; implantlanma sirasinda gerceklestirilen cerrahi islemde yap1 bozulmamalidir.
Bu biitiin dokular i¢in 6nemli olmakla birlikte 6zellikle kardiyovaskiiler ve ortopedik
alan uygulamalarinda bir takim zorluklar gozlemlenmektedir. Kemik ve kikirdak
dokular i¢in yeterli mekanik 6zelliklere sahip iskelelerin {iretilmesi biiyiik bir zorluktur.
Bu dokular i¢in implante edilmis iskele, eklenme zamanindan yeniden modelleme
isleminin bitisine kadar yeterli mekanik biitlinliigline sahip olmalidir. Bir bagka zorluk
da iyilesme oraninin yas ile degisiklik gdstermesidir. Ornegin, geng bireylerde kiriklarin
yaklagik 6 haftada kaynadigi ve bir yilda tamamen iyilestigi gézlenmektedir. Ancak
yash insanlarda bu iyilesme siireci daha yavastir. Bu etken de ortopedik amagla
kullanilan iskelelerin dizayni asamasinda hesaba katilmalidir. Fakat bu alan evrim

gecirdikce kemik ve kikirdak dokular i¢in yapilan iskelelerin sahip oldugu mekanik
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Ozelliklerine benzer mekanik oOzelliklere sahip iskelelerin yapimma ¢ok fazla
odaklamldig1 goriilmektedir. Iyi mekanik 6zelliklere sahip bircok materyal iiretilmistir.
Cansiz ortamlarda (in vitro) yiiksek potansiyele sahip tiretilen bir¢ok gozenekli ve fazla
materyal igeren malzemelerin canli ortaminda (in vivo) yetersiz kaldig1 gozlemlenmistir.
Basarili bir iskele iiretmenin en 6nemli faktdrii iyi mekanik ozellikler ile hiicrelerin

icine girebilecegi birbirine bagl gdzenekli yapinin uyumlu olmasidir.
d) Iskele mimarisi

Doku miihendisligi i¢in kullanilan iskelelerin yapisi kritik énem tasir. iskeleler
yiiksek gozeneklilige ve birbirine bagl gozenekli yapiya sahip olmalidirlar ki hiicrelerin
girmesine ve yapi icindeki hiicrelere yeterli miktarda besleyici maddenin difiizyonuna
olanak saglayabilsinler. Dahasi birbirine bagl gozenekli yapi, iskele icinde olusan
atiklarin disar1 difiizyonuna olanak saglamalidir ve degrede olan iskele organlarla
etkilesime girmeden disari atilmalidir. Doku miihendislik malzemesinin merkezinde
olusan atiklarin uzaklastirllamamasi ve yeterli miktarda damar olmamasindan dolayi
meydana gelen i¢ bozunma doku miihendisligi alaninda biiyiik bir sorundur. Diger bir
onemli konu ise iskelenin gozenek boyutudur. Hiicreler iskelenin ylizeyindeki gruplarla
kimyasal bag yaparak etkilesime girerler. Dogal malzemelerden sentezlenmis iskelelerin
yizeyinde Arg-Gly-Asp (ligand) baglanma sekanslart bulunur. Ancak sentetik
materyallerden yapilmis iskelelere protein adsorpsiyonu gibi yontemlerle yilizeye bu
sekans eklenmelidir. Bu ligand yogunlugu goézenegin i¢inde hiicrelerin tutunabilecegi
serbest alan gibi spesifik yiizey alanlarina baghdir. Bu da iskele iizerinde bulunan
gozenek bliylikliigliniin 6nemini ortaya koyar. Gozenekler hiicrelerin hareketine olanak
tantyacak kadar biiylik olmali ve bu yapi icerisinde hareket eden hiicreler eninde
sonunda ligandlara baglanabilecek uygun ortam saglamalidir. Ancak yiiksek miktarda
hiicre sayisinin iskeleye baglanmasi ic¢in gerekli olan minimum ligand yogunluguna
sahip olacak kadar da kiiclik olmalidir. Bu yiizden cesitli gézenek biiyiiliiklerine sahip

bircok iskele doku miihendisligi arastirmalarinda incelenmistir.
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e) Uretim teknolojisi

Bir iskelenin veya doku miihendisligi tirlinliniin klinik alanda kullanilabilmesi
i¢in veya ticari degeri olabilmesi i¢in; fiyat performans degerinin iyi olmasi ve arastirma
laboratuvarlarinda ayni anda birden fazla sekilde iiretilmesi olanagi olmalidir. Iskele
tiretimindeki bir diger ana unsur ise malzemenin nasil kullanilacagidir. Yani anlik
kullanima uygun olmali ya da depolamaya elverigli olmalidir. Genellikle klinik
gorevlileri in vitro ortaminda toplanan kiiltiirlerin kullanimini ekstra cerrahi iglem ile
hiicre toplanmasina tercih eder. Ancak bazi doku tipleri in vitro ortamlarda

yetistirilmeye uygun degildir.

Bu kriterlere gore doku miihendisliginde kullanilacak iskelenin segimi

kullanilacagi yere gore uygun biyomateryallerden yapilmalidir [25].
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Sekil 2.8. Doku miihendisliginde kullanilan polimer iskelelerde hiicre ¢ogalma dongiisii
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2.4. BIYOMATERYALLER

1976’ da biyomateryaller i¢in diizenlenen Avrupa Dernegi Konferansinda;
‘biyomateryal’ ler biyolojik sistemlerle etkilesime giren medikal aletlerde kullanilan
cansiz materyaller olarak tanimlanmistir. Ancak bu dernek su anda ‘biyomateryal’ i;
biyolojik sistemlerle etkilesime girerek sistemleri gelistiren, tedavi eden, doku-organ
veya vicuttaki fonksiyonlar1 degistirmek i¢in kullanilan materyaller olarak
tanimlamaktadir. Bu basit tanim degisimi bile biyomateryal teknolojisinin ne kadar
gelistigini  gostermektedir. Biyomateryaller sadece viicutla etkilesime girmek
gorevinden ¢ikip doku yenilenmesinde ve tedavisinde kullanilan materyaller sinifina da
girmistir.

Tipik olarak doku miihendisliginde kullanilan iskelelerin yapiminda
biyomateryal olarak 3 ana malzeme grubu vardir. Bunlar; seramikler, sentetik

polimerler ve dogal polimerlerdir.

Her grubun kendine has bir takim avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Bu yiizden
her grubun iyi yanlarimi alarak hazirlanan kompozit iskeleler daha yaygin olarak

kullanilmaya baslanmistir.

Seramik iskeleler yumusak doku yenilenmesinde kullanilmaz. Genellikle kemik
gibi sert doku tedavisinde kullanilirlar. Seramik iskeleler tipik olarak yiiksek mekanik
dayanima, diisiik elastiklige ve kirilgan sert bir yapiya sahiptirler. Cesitli seramikler
ortopedik ve dental alanlarda metalik implant yiizeylerini kaplayarak tedavi edilecek
sert dokunun korunmasina ve yenilenmesine uygun bir ortam saglamaktadir. Ancak
doku mihendisligi alanindaki klinik uygulamalar, implantlarin sekillendirilmesi

isleminde sertliklerinden dolay1 olusan zorluklar sebebiyle siirlidir.

Polistiren, polilaktik asit, poliglikolik asit ve poli-dl-laktik-ko-glikolik asit gibi
cesitli sentetik polimerler iskele yapimi i¢in kullanilmistir. Sentetik polimerler istenilen
fonksiyonel gruplarda ve istenilen mekanik Ozelliklerde iiretilebilmek gibi Onemli
avantajlara sahiptirler. Ancak hidrolizleri sonucunda ortama karbondioksit verirler ve
kanin pH derecesini diisiirerek doku ve hiicre Oliimlerini neden olabilmektedirler.
Ayrica diisiik biyoaktiviteye sahip olduklarindan dolayr viicut tarafindan

reddedilebilirler.
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Iskele olarak kullanilan biyomateryallerden bir digeri de dogal polimerlerdir.
Kolajen, ¢esitli proteoglikanlar ve kitosan gibi pek ¢ok dogal polimerden elde edilen
biyomateryaller iskele yapiminda kullanilmaktadir. Sentetik polimerlerden elde edilen
iskelelere gore dogal polimerler biyolojik olarak aktiftirler ve hiicre yapigsmasi ve
bliylimesi i¢in uygun bir ortam saglarlar. Dahasi biyobozunur olmalarindan dolay1
biyobozunma sonucu agilan alana ev sahibi hiicrelerin yayilmasina olanak saglarlar.
Ancak dogal materyaller, homojen ve yeniden iiretebilme kisitlamalarindan dolay1
iskele elde etme acisindan bir takim giicliikkler sunmakta ve zayif mekanik

Ozelliklerinden 6tiirli biyomalzemele olarak kullanimina sinirlama getirmektedir.

Siralanan problemlerin iistesinden gelebilmek igin bir¢ok faz igeren (sentetik,
dogal ve seramik iceren) kompozit iskeleler giinlimiizde halen arastirilmakta ve ilgi
gdrmektedir. Ornegin sentetik polimer bazli iskelelerin biyolojik kapasitelerini arttirmak
icin, sentetik polimerler dogal polimerlerle kopolimer yapilarak yeni kompozit iskeleler
yapitlmistir. Bu sekilde yapilmig iskeleler gelecek vaad etse de bunlarin igerisinde
viicutta dogal olarak bulunmayan en az bir faz bulunur. Bu da biyomateryalin
biyouyumlulugunu diisiirmektedir. Bu diisiinceyle ¢alisilan kolajen bazli iskeleler ya tek
basina kolajen kullanilarak yapilmis ya da mekanik ve biyolojik aktivitelerini arttiric

fazlar eklenerek biyomateryaller elde edilmistir [25,28].
2.4.1. Biyomateryal Olarak Kullanilan Polimerler

Gilinlimiizde biyomateryal olarak kullanilan polimerler elde edilis bigimlerine

gore dogal polimerler ve sentetik polimerler olmak {izere ikiye ayrilmaktadir.
2.4.1.1. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler, monomerlerden ¢esitli metotlarla sentezlenme sonucunda
elde edilen polimerlerdir. Bu gruptaki polimerler, kendi i¢inde biyobozunabilen ve

bozunamayan sentetik polimerler olarak ikiye ayrilir.

a. Biyobozunur olmayan sentetik polimerler:  Poliakrilonitril  (PAN),
polimetilmetakrilat (PMMA) ve benzeri polimerler bu gruba 6rnek olarak

verilebilmektedirler.
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PMMA polimeri, dogrusal yapida ve hidrofobik olan bir zincir
polimerdir. Ticari olarak Lucite ve Plexiglas isimleri ile bilinmektedirler ve bu polimer

sert kontakt lenslerde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Poliakrilonitril (PAN) ise yapay iplik olarak da bilinen fibr6z ve de kauguk
benzeri organik bir polimerdir. Kullanim alan1 olarak tekstil basta olmak {izere pek cok

alanda yaygindir.

b. Biyobozunur sentetik polimerler: Poliglikolik asit ve polilaktik asit ya da bu iki
polimerin kopolimerleri, polianhidritler, polialkilsiyanoakrilatlar bu grup i¢in 6rnek
verilebilir. Doku miihendisligi alan1 i¢in biyobozunur ve de biyouyumlu olma 6zelligi,
organik solventlerde ¢ozilinebilmeleri ve islenmeye miisait fiziksel 6zellikleri sebebiyle

sikca tercih edilebilen polimerler grubundandir.

Sentetik polimerler grubundan tasiyici sistem olarak kullanma amacgli en sik
kullanilan polimerler tamamen bozunabilir o6zellikte olan polilaktik asit (PLA),
poliglikolik asit (PGA) ve bu polimerler ile sentezlenen kopolimeri olan polilaktik-ko-
glikolik asit (PLGA)’ dir. Diger bir polimer ise biyobozunur olan polikaprolakton (PCL)
doku miihendisligi alaninda Ozellikle de kemik dokusu igin Oneme sahiptir.
Biyobozunur olan diger sentetik polimere ise poli(fosfazen), polietilen glikol (PEG) ve
PEG/PLA kopolimeri, poli(propilen fumarat) (PPF) ve poli (anhidrid) polimerleri 6rnek
verilebilir ve biyobozunur o6zellikleri dolayisiyla pek ¢ok alanda kullanilmaktadirlar
[94]. Bozunma hizlar1 agisindan yapilan bir arastirmada hidrofiliklige bagl olarak
poliglikolik asit hizli bozunmaya sahipken polilaktik asit daha yavas bir bozunmaya
sahip oldugu gozlenmis, polikaprolaktonun ise en yavas oranda bozunma hizina sahip

oldugu goriilmiistiir.

Polilaktik-ko-glikolik asit, polilaktik asit, poliglikolik asit polimerleri
biyobozunur 6zellikleri disinda sahip olduklar1 yiiksek mekanik o6zelleri sebebiyle
ameliyat ipliklerinde, tibbi implantlarda ve ila¢ tasima sistemlerinde siklikla kullanildigi
gortliir. Bu polimerlerin dezavantaji pahali olmalariyla beraber bozunma hizlarinin

yavas olmas1 uygulamalarda kisitlamalara yol agmaktadir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda tasiyicit sistem olarak sik¢a kullanilan
sentetik polimerler, dogal polimerlere kiyasla hazirlama esnasinda ve ayrica depolama

siiresince de daha dayaniklidirlar. Sentetik polimerlerin 6énemli avantajlarindan biri de
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talep edilen kimyasal ve de mekanik 6zelliklere sahip polimerlerin {iretim kolayligidir.
Bununla beraber sentezleme esnasinda polimerler talep edilen 6zellik ve biiyiikliikte
sentezlenme kolayligina da sahiptirler. Bunlara ek olarak polimer zincirlerinin molekiil
agirhigi, konformasyon ve konfigiirasyonlar1 ve fonksiyonel gruplarmin kontrol
edilebilmesi bakimindan Onemli bir avantaj olarak goriilmektedir. Bu durumda
hidrofilik bir polimer olma veya hidrofobik 6zellikte olmay1 ayarlama imkan1 saglanmig
olunmakta ve biyoyapismalar1 da farklilagtirilabilmektedir. Sentetik polimerlerin

mekanik bakimdan bozunma hizlar1 da dogal polimerlere oranla daha yavastir.

Dogal polimerlere kiyasla sentetik polimerlerde bagisiklik sistemini uyarici
etkilerin olusmasi ya da oldiriicii olabilen hastaliklara yol a¢ma ihtimali olan

patojenlerin bulagma ihtimali olduk¢a azdir.

Sentetik polimerlerin arastirilip aydinlatilan biitiin bu avantajlarina ragmen en
onemli dezavantaji bozunma sonucu aciga ¢ikan toksik etki gdsteren yan iiriinlerin
meydana gelmesidir. Ortaya ¢ikan bu toksik maddelerin viicutta akut veya kronik
inflamasyonlara sebep olmasi da Onemli bir kisitlamaya neden olmaktadir. Canli
acisindan 6nemli bir sorun olusturan bu kisitlama viicut pH’ inda degisikliklere sebep

olup bireyin sagligini riske sokmaktadir [2, 29, 26, 30, 31].
2.4.1.2. Dogal Polimerler

Dogal polimerler; polisakkarit yapisindaki polimerler, protein kaynaklh
polimerler ve tiirlii mikroorganizmalar tarafindan sentezlendiginden dolay1 sentetik

dogal polimer olarak bilinen polihidroksialkonatlar olarak siniflandirilmaktadirlar.

Bu polimerler biyouyumlu olma ve biyobozunurluk 6zelliklerinden dolay1
(aljinat, hyaluronik asit, kitosan nisasta gibi polisakkarit yapida olanlar ve jelatin,
kolajen, ipek, fibrin, fibroin gibi protein yapili polimerler; poli(B-hidroksibiitirat) (PHB)
ve poli(hidroksibiitirat-ko-valerat) (PHBV) gibi polihidrosialkonatlar grubunda olan

polimerler) doku miihendisligi i¢in 6nemli malzemelerdir.

Dogal polimerler; doku miihendisligi alanmin 6nemli kosullarindan olan
biyouyumlu 6zellikte olma, biyolojik ortamda degrede olabilme, toksik olmama gibi
ozellikleri igerisinde barindirir. Mekanik 6zelliklerini arttirmak icin sentetik ya da

inorganik malzemelerle kompozit olarak da kullanilabilirler.

27



Dezavantajlar1 arasinda ise canli dokudan elde edilmelerinden dolayr bagisiklik
sistemini tetiklemesi ve hayvan kaynakli olan patojenlerin bulagmasi durumu risk
olusturmaktadir. Baz1 dogal polimerlerin dogal ortamdan eldesi sirasinda karsilasilan
zorluklar ve ayrica yiiksek molekiil agirliga sahip dogal polimerlerdeki islenme zorlugu

bir diger olumsuz yoniidiir

Hiicre yapismasina, hiicre biiylimesine, farkli fonksiyondaki hiicrelerin
tutunmasina ve taginmasina izin verdigi, biyouyumlu oldugu, biyobozunur &zellikte
olusu ve toksik etkisi olmamasindan dolay1 hyaluronik asit doku miihendisligi alaninda

oldukga dikkat ¢gekmektedir [2, 29, 26, 30, 31].

Jeong Kim ve arkadaglariin hyaluronik asit ile olan ¢alismalarinda kitosanla
polielektrolit kompleks (PEC) yaparak film olusturmuslar ve daha sonra bu PEC ile kas
gibi kasilabilen yapilar i¢in yapay organ calismasi, sensor ve ila¢ tasima sistemleri gibi
ileri calismalar ic¢in aragtirmalarda bulunmuslardir. PEC iyonik etkilesimlerle c¢apraz
baglanma gerceklestirebilen bir yapidir. Kitosan polimeri artt ytiklii, hyaluronik asit ise
bu komplekste eksi yiiklii olan materyaldir. Bu sekilde karsit iki yiik ile olusturulan
iyonik bir kompleks elde edilir [32].

Huaping Tan ve arkadaslar1 ¢alismalarinda N-siiksinil-kitosan (S-CS) ve aldehit
hyaluronik asit ile Schiff base formunda ¢apraz bagli hidrojeller sentezleyerek toksik
olmayan ve degrede olabilen kikirdak doku miihendisligi i¢cin doku iskelesi ¢aligsmalari

yapmiglardir [33].

Bir diger ¢aligmada ise Kun-Hung Chang ve arkadaslar1 tarafindan hyaluronik
asit ile gene dogal bir polimer olan jelatinin kopolimerleri kriyojelasyon yontemiyle
sentezlenmis ve doku miihendisligi alaninda uygun doku iskeleleri elde etmeye
calismiglardir [14]. Benzer bir ¢alisma Kathuria ve arkadaslar1 tarafindan kitosan ve
jelatin polimerleri kullanip gergeklestirilmistir [17]. Bu iki ¢alismada da hiicrelerin

yasay1p iiremesi uygun kosullarin saglandig1 biyomalzemeler sentezlenmistir.

Uzerinde calistigimiz tez icerigi ise dogal polimerler olan kitosan ve hyaluronik
asit kopolimerlerini igermektedir. Bu iki polimerden kriyojel yontemiyle sentezlenen

jellerin doku miihendisligi alaninda 6nemli bir yeri vardir.
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2.5. KITOSAN
2.5.1. Kitosanin Yapisi ve Elde Edilisi

Kitosan; lineer, yar1 kristalin ve (1—4)- 2 -asetamido- 2 -deoksi- B -D-glukan
(N-asetil D-glukozamin) ve (1—4)-2-amino-2-deoksi- B -D-glukan (D-glikozamin)
tiniteleri igeren bir polisakkarittir. Dogada direk olarak bulunmasi zor olmakla beraber
kitin gibi dogal polimerlerin kismi deasetilasyonu ile elde edilebilir. Kitinden elde
edilen bir malzemenin kitosan olabilmesi icin deasetilasyon sonucunda en az %60
miktarinda D-glikozamin kalintis1 igermesi gerekmektedir. Kitinin deasetilasyonu;
alkali ortamda kimyasal hidrolizle veya kitin deasetilaz enziminin varliginda enzimatik
hidrolizle gerceklesir. Seliilozdan sonra kitin dogada en fazla bulunan polimerdir.
Genellikle yenge¢ kabuklarinda veya bocek iskeletlerinde bulunmaktadir, ancak bazi

mantarlarda da goriilmektedir [34].
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Sekil 2.9. Kitosanin kitinden deasetilasyon ile eldesi
2.5.2. Kitosanin Yapisi ve Ozellikleri Arasindaki iliski

Kitin ve kitosan arasinda bir takim farkliliklar bulunmaktadir. Bu da kitosanin

sahip oldugu o6zellikleri farklilagtirmaktadir. Kitosanin yapisinda bulunan D-glikozamin
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tizerindeki amin gruplar1 seyreltik asitlerle protonlanarak ¢oziiniirlilk kazanmaktadir.
Ancak tam tersine kitinin {izerinde serbest amin gruplari bulunmadigindan dolay1
¢oziiniirliikk yok denecek kadar azdir. Bu da kitinin uygulamalarimi sinirlandirir. Ilgingtir
ki kitosanin bazi kosullardaki pH a bagh olan ¢6ziiniirliigii kitosanin genis bir aralikta,

ozellikle kozmetik alanindaki uygulamalarina olanak tanimaktadir [8].

Bu amino gruplarindan dolay1 kitosan metal iyonlar1 gibi degisik malzemelerle
kompleks olusturabilmektedirler, buna bagli olarak da atik sularin aritimi ile agir
metallerin geri kazaniminda kullanilabilirler [35]. Kitosanin bu kompleks yapma
ozelligi, iceceklerin (sarap, meyve suyu gibi) saflastirilmasinda kullanilmasina da

olanak tanir [36].

Polikatyon yapisina gegmis protane olmus 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 yiiklenen tek dogal
polisakkarittir. Polielektrolit olarak kitosan, katman iizerine katman ekleme yontemiyle

elde edilen filmlerin yapiminda kullanilabilir [34].

Kitosan {izerinde bulunan amino ve hidroksil fonsiyonel gruplar1 bagka
materyallerle kararli kovalent baglar olusturulmasina olanak tanirlar. Alkol gruplar ile
esterifikasyon ve eterlesme reaksiyonlari gergeklestirebilirken [35] D-glukozamin
tizerindeki amino gruplart kuaternize olabilir veya aldehitlerle tepkimeye girerek
indirgenebilirler. Bu 6zellikleri sayesinde kitosan {izerine ¢esitli fonksiyonel gruplar

eklenerek cesitli alanlarda kullanimina olanak saglanir.

Bu o6zelliklere ek olarak kitosanin kendine has dikkat ¢ekici 6zellikleri vardir.
Bu polisakkarit; antibakteriyal, antifungal, mukoz yapistirict 6zellik, analgesik ve
homeostatik 6zelliklere sahiptir. Kitosan in vivo ortamda lizozim enzimiyle
parcalanmaktadir. Bozundugunda toksik olmayan malzemelere ayrilmaktadir.
Malzemenin bozunma hizi deasetilasyon derecesine baghidir. Degredasyon derecesi
kitosanin kristallik derecesi ile dogrudan orantilidir. Yiiksek miktarda deasetile olmus
(%85’ den fazla deasetile olmus) malzemelerin bozunumlari en az seviyededir ve cansiz
ortamda bozunmalar1 uzun siireler alabilir. Ancak deasetile derecesi diistiikce bozunma
hizinin arttigi gozlemlenmistir. Yukarida anlatilan biitiin bu 06zellikler kitosanin

biyomalzeme olarak kullanilmasina olanak saglar [28].
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2.5.3. Biyomateryal Olarak Kitosamin Ozellikleri

Bahsedildigi tiizere kitosanin bazi1 dikkat c¢ekici Ozellikleri biyomedikal
uygulamalarda benzersiz firsatlar yaratmaktadir. Kitosanin olusum mekanizmasinin
aydinlatilmas1 biyomedikal ve ila¢ uygulama alanlarinda kitosan kullanimina
yoneltmektedir. Kitosanin 6zelliklerinin agiklanmasinda D-glikozamin kalintis1 ile gelen
protonlanmaya miisait amin gruplart kullanilmistir. Gergekten de mukozaya yapisma
ozelligi, sialik asit gibi musin i¢inde negatif yiikli malzemelerin varliginda ortaya
cikmaktadir. Asidik ortamlarda kitosanin amino gruplar pozitif yiiklidiir ve bdylece
musin ile etkilesime girebilirler. Kitosanin mukozaya yapisma 6zelligi deasetilasyon
derecesi ile orantilidir. Deasetilasyon derecesi arttikca pozitif yiik artar. Boylece

mukozaya yapisma 6zelligi artar [38].

Minumum kristallik orta miktarda deasetilasyon sonucu olusur. Kararli bir
kristalin yapisi oldugundan dolayr kitosan, pH 7 iizerindeki su igeren coziiciilerde
¢Oziinmez. Ancak pH derecesi 5 civarinda olan zayif asitlerde, protonlanmis serbest
azot grubu igeren c¢ozeltilerde ¢oziintir. pH a bagh ¢ozinirlik kitosana uygun

kosullarda kolay bir tiretim mekanizmasi saglar.

Kitosanin homeostatik aktivitesi, kitosan iskeletini lizerinde bulunan pozitif
yiiklerle iliskilendirilebilir. Kirmiz1 kan hiicrelerinin zarlar1 negatif ytikliidiir ve boylece

pozitif yiikli kitosanla etkilesime girebilirler.

Biyobozunma o6zelligini agiklarken kitosanin sadece amino grubu igeren bir
polimer olmadigin1 ayrica kirilabilir bir glikozidik baga sahip olan bir polisakkarit
oldugunu da hatirlamak gerekir. Canli ortamda (in vivo) kitosanin yikimi birkag proteaz
enzimi (6zellikle lizozim) ile gerceklesir. Bu giline kadar insanlarda sekiz tane kitinaz
enzimi belirlenmigtir. Bunlardan iicli kitosan {izerinde enzimatik aktivasyon
gostermektedir [39]. Kitosanin bozunmasi ile c¢esitli uzunluklarda toksik olmayan
oligosakkaritler olusmaktadir. Bu oligosakkaritler metabolik yapiya katilabilir ya da
daha kiiciik parcalara ayristirilabilir. Degredasyon hizi deasetilasyon derecesine baghidir

fakat ayrica molekiildeki N-asetil D-glikozamin kalintilarinin dagilimina da baglidir.

Biyobozunma ile deasetilasyon derecesini iligkilendirirken kitosanin yar1
kristalin bir polimer oldugunu géz oniinde bulundurmak gerekir. Kitosanin kristallik

derecesi deasetilasyonun maksimum oldugu (kristallik derecesi %0 ) deger ile kitin
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formuna gectigi minumun (Kkristallik derecesi %100) deger arasinda bir degerdedir
(Kristallik %60’ a yakin). Kristallik arttik¢a biyobozunum diiser. Son olarak diyebiliriz
ki kisa zincirli kitosanlar yliksek molekiil agirlikli kitosanlara gore daha hizli bozunarak

oligosakkaritlere doniistirler.

Bahsedilen tiim bu ozelliklere gore kitosanin dis¢ilikten yapay deri yapimina
kadar bir¢ok alanda kullanilmasi siirpriz bir durum degildir. Bu alanlarda yapilan bu
denemeler Yiyecek ve Ilag Yénetimi (Food and Drug Administration (FDA)) ne

uygundur.

Kitosanin biyouyumlulugu hazirlanis metoduna ve deasetilasyon miktarina
baghdir. Deasetilasyon miktar1 arttikca biyouyumlulugun arttigi gozlemlenmistir.

Kitosanin hiicre uyumlulugunun kitine gore daha fazla olmasi bu sebeptendir.

Kitosanin en ¢ok umut vaad eden 6zelliklerinden biri de hiicre aktarimi ve doku
yenilenmesi i¢in gozenekli yapida malzeme iiretimi i¢in uygun olmasidir. Gozenekli
kitosan yapilari, kitosanin asetik asit icerisinde ¢oziilerek dondurulmasi ve liyofilize
edilmesiyle elde edilirler. Gozenek biiytikliikleri dondurulma iglemi sirasinda asetik asit
yogunluguna bagl olarak ayarlanabilir. Olusan kitosan yapinin fiziksel ozellikleri
gozenek biiyiikliiklerine bagli olup gozenek boyutlari arttikca mekanik 6zellikleri
diismektedir. Ancak gozenek boyutlarinin biiyiik olmasi hiicrelerin difiizyonlanmasinda

kolaylik ve hiicre ¢ogalmasi i¢in genis bir ortam saglar [8].
2.5.4. Doku Miihendisligi icin U¢ Boyutlu Kitosan iskeleler

Implante edilen iskelelerin yapimi sirasinda; viicut uyumluluguna, mekanik
ozelliklere, iskele morfolojisine ve gozeneklilige bakilirken 1iyilestirme ve doku
yenileme kapasitesine de dikkat edilmelidir. Literatiire gore doku miihendisliginde
kullanilan iskeleler yukaridaki 6zelliklere ek olarak akut ve kronik tepkiler vermemel,
biyobozunur olmalidir ki iyilesen doku biyomateryalin yerini alabilmeli, hiicre
tutunmasini saglayacak yiizeye sahip olmali, farklilagmaya ve hiicre cogalmasina olanak
saglayan, hasar goren dokuyu taklit edebilen ve dokunun yapabilecegi mekanik etkilere

dayanabilecek bir yapiya sahip olmali ve son olarak cesitli sekillerde iiretilebilmelidir.

Bahsedilen olagantistii 6zelliklere sahip olan kitosan, eksik veya zarar gormiis

dokunun ve organin yenilemesine dolayisiyla hiicre yasamina ve ¢ogalmasina elverisli
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bir ortam saglayabilmesinden dolay:r biyomateryal olarak aday gdsterilmektedir [40].
Hastalikl1 dokulara gore degisik 6zelliklerde iskele yapimi kullanilan metotlara baglhdir.
Bu ylizden iyi sekil almis {i¢ boyutlu kitosan hidrojeller ve kopiikler tliretebilmek igin

cesitli metotlar gelistirilmistir.
2.5.4.1. Kitosan Hidrojeller

Jeller %10 kat1 faz, %90 siv1 fazdan olusan malzemelerdir. Hidrojelerde sivi faz
sudur. Kat1 faz da jelin biitiinliigiinii korumaktadir. Kat1 faz likit fazda ¢oziilmez ve
yiikksek miktarlarda su emilimini saglar. Hidrojeller, yapisinda %90 su oldugundan
dolay1 yasayan dokularla uyum gosterir. Dahasi hidrojeller hastaya implante edildikten
sonra etraflarindaki dokuya verilen zarart minumuma indirir. Hidrojellerin mekanik
ozellikleri, yasayan dokulara benzetilmeye calisilmistir. Boylelikle jeller hem
fonksiyonel bakimdan hem de morfolojik bakimdan onarilacak doku ile uyumlu hale
gelmektedir. Bu ylizden hidrojeller genellikle doku degisiminde kullanilan biyomedikal
iskelelerdir. Fakat ilag iletimi ve biiylime faktorii taginimi gibi degisik biyomedikal

uygulamalari da vardir [41].
2.5.4.1.1. Fiziksel Bagh Kitosan Hidrojeller

Fiziksel hidrojellerin olusumu polimer zincirleri arasinda olusan tersinir
etkilesimle gerceklesebilir. Bu etkilesimler kovalent olmayan, elektrostatik, hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen baglaridir. Bu etkilesimler pH, konsantrasyon ve sicaklik gibi
birgok parametreye bagli olabilir. Bu yiizden bu baglar kararli degildir ve tersinir
jellesme gerceklestirilebilir. Bu hidrojellerin sisme 6zelligi bahsedilen parametrelere
bagli olarak azaltilabilir veya arttirilabilir. Kural olarak daha az etkilesim yumusak jeller

olustururken yiiksek etkilesimde sert jeller olusturulur.

Kitosanin ek bir malzeme olmadan tek basina jel olusturabilmesi dikkat
cekmektedir. Bu jellesme islemi kitosanlarin amino gruplarinin nétralizasyonuna
dayalidir. Nétralizasyon gerceklestirildigi zaman kitosan zincirleri arasindaki amonyum
itme kuvveti kaldirilir ve bdylece zincirler arasinda hidrojen baglari, hidrofobik

etkilesimler ve kitosan kristallenmesi ile jellesme gergeklesir.
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Dahas1 kitosan hidrojeller PVA gibi suda ¢6ziinen, iyonik olmayan polimerlerle
blend yapilarak elde edilebilirler. Termal duyarlifa sahip kitosan hidrojeller, gliserol
fosfatdisodyum tuzu gibi poliol tuzlar ile blend yapilarak elde edilir. Kitosan yapisi
ayrica fiziksel bagli hidrojel elde edebilmek i¢in polietilenglikol gibi malzemelerle
modifiye edilebilir.

Kitosan asidik kosullarda poli katyonik dogaya sahip oldugundan dolayi, kitosan
hidrojeller ¢cok az miktarda anyonik malzemeler varliginda elektrostatik etkilesimlerle
kolay bir sekilde fiziksel bagl hidrojeller elde edilebilir. Pozitif yiiklii kitosanlar fosfat,
sitrat ve stilfat gibi negatif yiikli molekiillerle etkileserek hidrojeller olusturabilir.
Cesitli konsantrasyonlarda ve boyutlarda anyonik materyallerle iyi bir sisme yapabilen

jeller elde edilmistir.

Daha fazla negatif yiike sahip molekiiller, sentetik ve dogal polianyonlar
kitosanlarla jel olusturabilir. Dogal polianyonlara ornek olarak; protein (albiimin
fibroin), anyonik polisakkaritler (hyaluronik asit vb.), karboksimetilseliiloz ve
glikozaminoglikan (GAG) gosterilebilir. Sentetik polianyonara 6rnek olarak poliakrilik
asit gosterilebilir. Kitosanin ylik yogunlugu ve polianyonun yiik yogunlugu hidrojellerin
sisme ve kararliligina etki eden en biiylik iki etkendir. pH da etkilidir ancak yiik

yogunluguna gore daha az etkili bir rol oynamaktadir.

Elektrostatik etkilesimler, sadece anyon ve katyon arasinda degil hidrojen
baglar1 gibi ikincil etkilesimlerle de olabilir. Ancak iyonik etkilesimler hidrojen
baglarindan ¢ok daha giicliidiir. Iyonik kitosan hidrojeller yapilirken katalizor ve toksik
reaktif ajan kullanilmaz. Boylece biyomedikal uygulamalarda kullanimi daha kolay

olmaktadir.

Toksik reaktif icermeyen hidrojellerin kolayca jellesmesi insan viicuduna
enjekte edilebilen ve eklendigi zaman sol jel 6zelligi gosteren ¢ozeltiler hazirlanmigtir.
Bu c¢ozeltiler hasar géormiis dokularin etrafin1 sararak onun seklini alirlar ve uygun
iskeleler olustururlar. Ancak boyle jeller hidrolizlendikleri zaman viicut tarafindan

reddedilebilecek ve viicuda zararli yapilar olustururlar [42].
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2.5.4.1.2. Koordinasyon Kompleksi ile Capraz Bagh Kitosanlar

Kitosan; Pt (II), Pd (II) ve Mo (IV) ile koordine kovalent baglar olusturarak
hidrojeller yapabilmektedirler. Biyomedikal kullanimlar1 yoktur.

2.5.4.1.3. Kimyasal Capraz Bagh Kitosan Hidrojeller

Bu tip hidrojeller zincirler arasinda kovalent baglar olusturularak elde edilir. Bu
hidrojeller fiziksel baglh hidrojellere gore tersinir bir jellesme gergeklestirmediginden
dolay1 daha kararhidirlar. Ancak bu capraz baglanma bir takim modifikasyon
gerektirdigi i¢in kitosanin baslangictaki 6zelliklerini degistirebilir. Ayrica toksik reaktif

kalintilar1 ve katalizor kalintilar1 biyomedikal kullanimi sinirlandirabilir.

Amino ve hidroksil gruplari ile amit ve ester baglar1 yapilarak cesitli baglantilar
kurularak ve ayrica Schiff base formu ile hidrojeller elde edilebilir. Kiiciik multi
fonksiyonlu molekiiller veya polimerik ¢apraz baglayicilar ile kitosan etkilesime girer
ve c¢apraz baglanma gerceklesir. Kitosan capraz baglanma baglatilmadan once,
enzimatik katalizli reaksiyon ve foto indiiklenmis reaksiyon ile aktive edilmis

fonksiyonel gruplar ile modifiye edilebilir.

Tersinir olmayan kitosan hidrojeller i¢in kitosan iizerindeki amino gruplar ile
hizli bir sekilde tepkimeye giren glioksal ve glutaraldehit gibi ¢apraz baglayicilar
kullanilir. Tripolifosfat, etilenglikol, diglisidileter ve diizosiyanat da capraz bagh
kitosanlar elde etmek i¢in kullanilabilirler. Ancak bahsedilen biitiin ¢apraz baglayicilar
toksik etki gosterebilir ve bu da ¢apraz bagl kitosanlarin gelecekteki biyomateryal
uygulamalarint kisitlayabilmektedir. Son zamanlarda genipin isimli bir malzeme
alternatif bir capraz baglayici olarak kullanilmaktadir. Bu ¢apraz baglayict diger
malzemelere gore daha yavas bozunurdur ve toksiklik etkisi heniiz tespit edilmemistir.
Genipin primer amin ile reaksiyona girerek ¢apraz baglanma yaptigindan dolayi cesitli
protein ve kitosanlarla ¢apraz baglanabilir. Hidrojellerin 6zellikleri, ¢apraz baglanma

yogunlugu ve ¢apraz baglanan molekiil miktariyla dogrudan orantilidir.

Kitosanlarin iizerinde bulunan primer aminler kullanilarak ¢apraz baglanma
yapildigindan dolayr kitosanin bazi ozellikleri kisitlanir. Ancak amin gruplarinin

reaktiflik derecesi hidroksil gruplarindan daha fazla oldugundan dolay1 ¢apraz baglanma
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amin gruplar lizerinden baslar. Deasetilasyon derecesi yliksek olan kitosanlar ilging bir

baslangi¢ malzemesidir [8].
2.5.4.2. Kitosan Siingerler

Stingerler acik gozenekli kati kopiiklerdir. Bu kati1 yapilar mikro gdézenekli
olduklart i¢in yiiksek miktarda sivi emilimi yaparlar. Siingerler genellikle iyi hiicre
etkilesimine sahiptirler, yumusaktirlar ve esnektirler. Kitosan siingerler genellikle
yaradan kaynakli sivilar1 emerek doku yenilenmesine yardimci olduklarindan dolay1
yara tedavilerinde kullanilirlar. Ayrica kitosan siingerler dolgu maddesi olarak doku

mithendisliginde kemik uygulamalarinda kullanilirlar.

Bu siingerler genellikle kitosan ¢ozeltisinin dondurulmasi ve diisiik basingta
solventin siiblimlestirilmesine dayali dondurarak-kurutma (freeze drying) yontemiyle
elde edilirler. Ornegin kitosan/trikalsiyumfosfat ve kitosan/kolajen siingerler bu
yontemlerle hazirlanarak kemik yenilenmesinde kullanilmistir. Kitosan-ZnO kompozit
siingerler, dondurarak kurutma ile hazirlanip iyi sisme ve antibakteriyal 6zellikler

tagimaktadir.

Dondurarak-kurutma (freeze drying) yontemine benzer olarak kesfedilen ve
diisiik basingta solventin siiblimlestirilmesine gerek duyulmayan kriyojelasyon yontemi

ile de stingerler elde edilmistir. Doku iskelesi uygulamalari sik¢a kullanilmaktadir.

Antibiyotik ilaglar tasiyabilen c¢apraz bagli kitosan siingerler solvent
buharlastirma teknigi ile hazirlanmaktadir. Fibril yapisi elde edilmis ve boylelikle bu

stingerler yara kapama uygulamalarinda kullanilmistir.

Son zamanlarda kitosan iskelelerde gozenekliligi arttirmak icin siiper kritik
karbondioksit kullanilmasi arastirilmaktadir. Siiper karbondioksit metodu basing
kalktig1 zaman hiicre kiiltiirlerine uygun gozenekli kitosan iskeleler elde etmek ig¢in

kullanilmaktadir [8].
2.7. HYALURONIK ASIT

1934° de Karll Meyer ve John Palmer sigir goziiniin camsi tabakasindan
glikozaminoglikan izole etmislerdir. Elde ettikleri bu malzemenin {ironik asit ve amino

seker icerdigini gostermislerdir. Bu materyali ‘hyaluronik asit’ ve bazi 6zel durumlarda
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‘hyaluronan’ olarak adlandirmislardir. Konulan hyaluronan ismi ayni zamanda canli
ortamda (in vivo) prontanlanmis asit formunda degil de poli anyon formunda oldugunu
gostermektedir. Hyaluronik asit her glukuranat tinitesi belli pH araliklarinda anyonik
yiik tasidiklarindan dolay1 glikozaminoglikandir ve sodyum gibi mobil katyonlarla
dengelenen eksi ytiklii karboksilat gruplar1 negatif ylikler meydana getirmektedir [43].

2.7.1. Yapis1 ve Kaynagi

Hyaluronik asit (HA) biitiin omurgalilarda bulunmaktadir. Hyaluronik asit (HA)
B-1,3 ve PB-1,4 glikozidik bagiyla baglanmis olan D-glukuronik asit ve N-
asetilglukozamin  birimlerinin  tekrarlanmasi  sonucu olusan bir polimerdir.
Ekstraseliilermatris (ECM) i olusturan yapida en fazla bulunmaktadir (6rnegin insan
goziinlin canli tabakasi gibi). Son zamanlarda HA fermantasyon yapan bakterilerden
elde edilmektedir. Boylelikle tiirler arasi hastalik gecisi engellenmektedir. HA doku
iskelesine bircok avantaj saglar [9]. Yiiksek viskoelastisite Ozelligi, nem tutma
kapasitesi ve biyouyumluluga sahip olmasindan dolayr tip, gida, kozmetik ve

biyoteknolojik alanlarda kullanilmaktadir.
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hyaluronik asit
Sekil 2.10. Hyaluronik asitin yapisi
a. Biyobozunurluk, biyouyumluluk ve biyog¢dziiniirliik katmaktadir.
b. HA; birbirine bagli olan hiicreler arasinda gergeklesen hiicre biiyiimesinde,

hiicre farklilagmasinda, kayganlastirmada biiyiik rol oynar.

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

yardimiyla gapraz baglanarak hidrojel olusturulabilmektedirler.
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d. HA yaralanmalarin iyilesmesindeki her basamakta yer aldigindan dolayr HA

eklenmesi iyilegsmenin hizlanmasinda rol oynayabilecigi diisiiniilmektedir.

e. Nemli bir ortam yaratma oOzelliginden dolay1 hiicre girisimine uygun ortam
saglar. HA bazl hidrojeller, kronik yaralanmalarin tedavisinde veya diyabetik hastalar
gibi siirekli tedavi gerektiren durumlarda kullanilmak {izere iiretilen tedavi malzemesi
icin idealdir.

f. HA doku miihendisliginde hem uzun hem kisa zincirlerinde biyoaktif olma

ozelliginden dolay1 kullanilacak yeni tiir iskelelerin yapiminda kullanilabilir.
2.7.2. Cozelti Ozellikleri

HA nin doku iskelesi materyali olarak kullaniminda, kisa dmiirlii olmasi ve sulu
ortamda yeterli miktarda mekanik saglamlikta olmamasindan dolay1r kullaniminda bir
takim sinirlamalar vardir. Bu dezavantajlar kimyasal modifikasyon ve ¢apraz baglanma
gibi yontemlerle asilmaya calisilmaktadir. Ancak yapilan iskelelerin 6zellikleri, HA
tizerinde uygulanan modifikasyon ve ¢apraz baglama islemlerinin tekrar edilebilirligi;
HA c¢ozeltisinin 6zelliklerini iyi bir sekilde bilinmesini gerekli kilar. HA nin
¢oziilmesini kontrol etmek dnemlidir. Ciinkii ¢6zlinme ve ¢dzelti degredasyonu birbirine
bagli islemlerdir. Tam bir ¢6ziinme, maksimum molekiiler aras1 ¢apraz baglanma elde
etmek i¢in ve molekiiler arasi istenmeyen reaksiyonlari minimize etmek i¢in onemlidir.
HA c¢ozeltisinin ¢esitli derecelerde ¢oziilmesi ile olusan viskozite ile capraz baglanma

verimliligi aragtirilmistir [9].
2.7.3. Hyaluronik Asit Iskele Yap1 Teknigi

HA bazl hidrojeller kaliplara dokiilerek degisik boyutlarda, degisik sekillerde
tiretilebilmekle kalmayip mikro kiirecik sablonlara koyularak biiyiik gézenekli iskeleler
yapmak miimkiindiir. Bu islem sirasinda HA ortamdaki mikro kiireciklerle ¢apraz
baglanarak daha biiyiik mikro kiirecikler olusturur. Daha sonra bu biiylimiis olan mikro
kiirelerin ¢o6ziilmesiyle hiicre ve doku i¢in yeterli miktarda gozeneklilik yaratilir. A¢ik
gozenekli HA iskeleler buz partikiillii iceren sablon metodu ile ilk defa Ko Oh Kawazoe
Tateishi ve Chen tarafindan yapilmistir. Barbetta, HA bazli iskeleleri elde etmek igin

likit igerisindeki gaz sablonunu kullanarak, likit nitrojen icerisinde kopiik dondurma
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yontemini gelistirmistir. Bu iskeleler birbirine bagli birka¢ yiiz nanometre ¢apindaki
gozeneklere sahiptirler. Bu 6zellik de onlara hiicre tutunmasi igin avantaj saglamaktadir
[44].

2.7.4. Hyaluronik Asit Bazh Iskele Materyallerinin Uygulamalar:
2.7.4.1. Kemik ve kikirdak doku onarimi ve yenilenmesi

Kikirdak doku yenilenmesi igin fotopolimerize olan HA bazli dondurarak
kurutma yapilmis HA-kitosan iskeleler incelenmistir. Insan meniiskiis hiicreleri
dondurarak kurutma yapilmis olan HA/poliglikolik asit iskelelerine basarili bir sekilde
yerlestirilmislerdir. HA varlig1 hem protein iretimine hem de hiicre yasami baslamasi
icin uygun bir ortam saglar. Genel olarak yasam baslangict yeterli miktarda hiicre
poplilasyonu elde etmek icin Onemlidir. Ancak kemik dokunun olusmasi,
glikoaminoglikan (GAG) sentezlenmesi ve ikinci tip kolojenlerin sentezlenmesine

baghdir.

Kiigiik miktarda peroksit ve hidrojen peroksit eklenmesi ile in vivo ortamda
kovalent bir sekilde ¢apraz baglanabilecek, enjekte edilebilir ve biyobozunur olan HA-
triamin hidrojel sistemleri incelenmistir. Bulgular géstermektedir ki bu ayarlanabilen ii¢
boyutlu mikro ortamlar kondrajenesiz fazda hiicresel kondenzasyonu kontrol

edebilmekte ve kikirdak dokunun sertlesmesini gelistirmektedirler.

Polietilenglikodiakrilat (PEGDA); capraz bagh tiyole edilmis HA mekazkimal
kok hiicrelerini, femur kikirdak yapisinda olusan bozulmalar1 gidermek igin
kullanilmistir. Son zamanlarda in vitro ortamlarda kemik biiyiimesini tetikleyen BMP-2,
gozenekli HA iskeleler ile taginimi saglanmistir. Kati olmayan polilaktik-ko-glikolik
asit graftlanmig HA/polietilenglikol iskeleler basarili bir sekilde BMP-2 yi bir aya kadar
iskeleden kontrollii bir sekilde salabilmeyi basarili bir sekilde ger¢eklestirmistir.
Farelerde yapilan deneyler gostermektedir ki bu yontemle yapilan agilama BMP-2 ye

bagli olarak kemik yenilenmesini hizlandirmistir [9].
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Kitosan
"o _
L
oed
OH
l NH,
- =n

Aldrich firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.

Molekiil agirligi: Diigiik molekiil agirligt

Deasetilasyon derecesi: %75-85

Viskozite: 20-300 cP (%] asetik asit ¢ozeltisi icerisinde, 25°C” de)

Hyaluronik Asit

Q.. OMa
o-t
0

OH
HO
L O  OH
\d
0
OH HN_ _CH;
T
0

e el |

Sigma firmasindan hyaluronik asit Rooster Comb sodyum tuzu olarak temin edildi.
Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi. Poly(B-glucuronic acid-[1—3]-B-N-
acetylglucosamine-[1—4]) olarak da isimlendirilir. Temin edilen hyaluronik asit horoz

ibiginden (rooster comb) ekstraksiyon ile iiretilmistir.

40



Asetik asit

O

PN

H3C™ OH

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Temin edildigi gibi kullanilmustir.

Kapal1 formiilii: CH3CO,H

Molekiil agirligi: 60.05 g/mol

Saflik (%): 99.7

Glutaraldehit

HJ\/\)J\H

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Kapali formiilii: OHC(CH,);CHO

Molekiil agirhigi: 100.12 g/mol

Konsantrasyonu: %25’ lik (su icerisinde)

Sodyum Kloriir
Merck firmasindan temin edildi.

Kimyasal formiilii;: NaCl

Molekiil agirhigi: 58.44 g/mol
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Potasyum Kloriir

Merck firmasindan temin edildi.

Kimyasal formilii;: KCI

Molekiil agirhigi: 74.55 g/mol

Disodyum fosfat

O

I

P

<1 - +
HO | O IJ\rIa

O Na
Merck firmasindan temin edildi.

Kimyasal formiilii: Na,HPO4

Molekiil agirhgi: 141.96 g/mol (anhidrat)

Yogunlugu: 1.7 g/cm®
Monopotasyum fosfat

Merck firmasindan temin edildi.

Kimyasal formiilii: KH,PO,

Molekiil agirligr: 136,09 g/mol

Yogunlugu: 2.338 g/cm®
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Hidroklorik Asit

Merck firmasindan temin edildi.

Kimyasal formilii: HCI

Molekiil agirhgi: 36.46 g/ mol

Yogunlugu: 1.18 g/ cm®

Kaynama noktasi: 110 °C

Erime noktasi: -27.32 °C

Etanol

Merck firmasindan temin edildi.

Kapal1 formulii: C2H50H

Mokekiil agirligi: 46.07 g/ mol

Kaynama noktasi: 78.4 °C

Erime noktasi: -114.3 °C
3.2. KULLANILAN CIHAZLAR
FTIR Spektrofotometre

Perkin—Elmer 100 FT-IR spektrofotometre cihazi kullanildi. Alinan spektrumlar
400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda kaydedildi. Kitosan kriyojelin, kitosan-hyaluronik
asit kopolimer kriyojellerinin, kitosan ve hyaluronik asitin saf hallerinin spektrumlari

alind1 ve spesifik pikler incelendi.
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Termal Gravimetrik Analiz Cihaz1 (TGA)

Farkli kompozisyonlarda hazirlanmis kitosan kriyojellerinin ve kitosan-
hyaluronik asit kopolimer kriyojellerinin termal kararliliklarini belirlemek amaciyla
Perkin Elmer Pyris 1 model TGA cihaz1 kullanildi. Olgiimler azot atmosferinde

10°C/dak 1s1tma hiziyla 30°C-700°C sicakliklart arasinda yapildi.
Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Kriyojellerin cams1 gegis sicakliklerini belirlemek amaciyla Perkin Elmer Pyris

Diamond markali DSC cihazi kullanildi.
Taramal Elektron Mikrokobu (SEM)

Kriyojelasyon yontemiyle hazirlanmis jellerin gdzenek yapisini ve boyutunu
incelemek, hiicre ekiminden sonra da yiizeye tutunan hiicreleri gézlemlemek amaciyla
Phillips XL 30 ESEM-FEG cihazi kullanildi. SEM analizi 6ncesinde kriyojeller altin ile
kaplandi.

Liyofilizator

Laboratuvar tipi Alpha 1-2 LD markali liyofilizator, kriyojellerin kurutulmasi

amaciyla kullanildi.
Inkiibator

Kriyojellerin sisme davranis1 ve degredasyonu incelenirken sabit sicaklikta

(37°C’ de) kalmalari i¢in Niive EN 025 - 055 — 120 marka inkiibator kullanildi.
Basma (Mekanik test) Testlerinde Kullanilan Tensilon Cihazi:

Kriyojellerin mekanik mukavemetini 6lgmek amaciyla Zwick-Roell BDO-
FBO0.5TH marka cihaz kullanildi. Test %100 deformasyon ile 6n yiikii 0.1 N ve test hizi
1 mm/dk olarak uygulanda.
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3.3. DENEYSEL CALISMALAR
3.3.1. Kitosan Kriyojelinin Hazirlanmasi

Kitosan kriyojeli ilk olarak farkli konsantrasyonlarda capraz baglayici ile
sentezlendi. Kitosan ¢ozeltisini hazirlamak i¢in %1’ lik seyreltik asetik asit ¢ozeltisi
kullanild1. Kitosan ¢ozeltisi hazirlanirken 2 g kitosan tartildi ve beherin igerisine %1’ lik
hazirlanmis olan asetik asit ¢ozeltisinden 100 mL eklendi ve manyetik karistiric ile
yaklasik bir giin boyunca karistirilmaya birakildi. Boylelikle agirlikca %2’ lik kitosan
¢ozeltisi hazirlanmis oldu. Kitosan kriyojelleri igin ¢apraz baglayici olarak glutaraldehit
kullanild1. %25” lik glutaraldehit ¢ozeltisi 3 farkli konsatrasyon igin asetik asit ile
seyreltildi. Agirlik¢a %0,4 ; %0,6 ve %1,0 olarak glutaraldehit ¢ozeltileri hazirlandi.
Degisik glutaraldehit oranlarinda g¢apraz baglanan kitosan kriyojelleri sentezlendi.
Kriyojelasyon islemi igin Oncelikle %2’ lik kitosan ¢ozeltisinden 8 mL pipetle alinarak
beher icerisine konuldu. Daha sonra %0,4’ lik glutaraldehit ¢ozeltilerinden 2 mL beher
eklendi. Ekleme yapilirken ¢ozeltiyi koplirtmemeye dikkat edildi. Viskoz olan kitosan
cozeltisi capraz baglayici eklendikten sonra hizlica ve dikkatle karigtirtlip 5 mL’ lik
siringalara alindi1 ve -20°C olan buzluga konuldu. Diger glutaraldehit konsantrasyonlar
icin ayni islem tekrarlandi. Yaklasik 2 giin bekletilen siringalar, igerisinde destile su
koyulan beherlere siringalarin baslar1 kesilerek birakildi. Destile suyla 5 dk ara ile 3
defa yikama iglemi uygulandi. Hazirlanan kriyojeller liyafilizatorde kurutuldu ve

analizleri yapildi.

Ayn1 prosediir kullanilarak saf hyaluronik asit olan kriyojeller elde edilmek
istendi fakat basarili olunamadi. %2’ lik olarak hazirlanan hyaluronik asit ¢ozeltisi
glutaraldehit c¢apraz baglayict eklenip buzlukta 2 giin bekletildi. Uglar1 kesilen

siringalardan alian madde suda yikama yapilirken ¢oziildii ve jellesme gozlenmedi.
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_.NH2 HyN — — N= C\/\/C= N~

=+ HOC\/\/COH + —_—
capraz
(Glutaraldehit | baglanma

—NHz HoN — —N:C\/\/C=‘N—‘

Kitosan Kitosan

Sekil 3.1. Kitosan kriyojelin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi [17]
2.3.2. Kitosan-ko-Hyaluronik Asit Kriyojelinin Hazirlanmasi

Ayni metot ile daha Onceden hazirlanmig olan %2’ lik kitosan c¢ozeltisi,
kopolimer sentezi i¢in kullanildi. Kriyojelasyon islemi i¢in %2’ lik kitosan
cozeltisinden 8 mL behere konuldu. Agirlikga kitosanin %10, %20, %30, %50 lik
konsantrasyonlar1 olan hyaluronik asit hesaplanarak kitosan ¢ozeltisi lizerine eklendi.
Ekleme isleminden sonra kitosan ile hyaluronik asit homojen olana kadar karistirma
islemi yapildi. Bu karisimin igine glutaraldehitin 9%0,4° liikk konsantrasyonu capraz
baglayici olarak kullanildi. Capraz baglayict eklendikten sonra hizlica karigtirma islemi
yapilip 5 mL’ lik siringalara karisim alindi. Ardindan buzluga koyulan siringalar -20°C
de yaklasik 2 giin bekletildi. Destile su dolu beherlerin igerisine uglar1 kesilen
siringalardan  kriyojeller ¢ikarildi. 5 dk araliklarla destile suyun degistirilmesiyle

beherlerde yikami iglemi yapildi. Liyafilizatorde kurutuldu ve analizleri yapild.
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makro molekiiller

donmamis sivi
mikrofaz

buz kristalleri

gozenekler

polimer cozeltisi/

capraz baglayica

(baslangic sistemi)

karisimin sifinin altinda
donmasi
(kriyojellesme)

Sekil 3.2. Kriyojelasyon igleminin sembolize edilmesi

Tablo 3.1. Hazirlanan kriyojellerin igerik yiizdeleri

erimeden sonra olusan
birbiri ile bagh makro
gozenekli kriyojel

Kod Kodun igerigi Capraz baglayici
4G2C % 2 Kitosan %0,4 Glutaraldehit
6G2C % 2 Kitosan %0,6 Glutaraldehit
10G2C % 2 Kitosan % 1,0 Glutaraldehit

4G2C10HY % 2 Kitosan %0,4 Glutaraldehit
% 10 Hyaluronik Asit

4G2C20HY % 2 Kitosan %0,4 Glutaraldehit
% 20 Hyaluronik Asit

4G2C30HY % 2 Kitosan %0,4 Glutaraldehit
% 30 Hyaluronik Asit

4G2C50HY % 2 Kitosan %0,4 Glutaraldehit

% 50 Hyaluronik Asit
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Sekil 3.3. Kitoson-hyaluronik asit kriyojellerinin sentezi
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BOLUM 4
BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kitosan ve Kopolimer Kriyojellerin Fourier Transform Infrared Spektroskopi
(FTIR) Analizi

saf kitosan A

24T |

1403 y37 L1148

1545

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 750
1
CIT

Sekil 4.1. (A) saf kitosan (¢apraz bagl olmayan kitosan) (B) 4G2C FTIR spektrumu

J'l’ II.
1547 1403 1376

%T

1000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 630
em!

Sekil 4.2. (A) 10G2C (B) 6G2C (C) 4G2C FTIR spektrumu
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Capraz bagli olmayan saf kitosan ve kriyojelasyon yontemiyle sentezlenmis
capraz baglayict olarak glutaraldehitin farkli konsantrasyonlarmin kullanildigi kitosan

kriyojellerinin FTIR spektrumlar sekil 4.1 ve 4.2 de verilmistir.

Capraz baglanma olmayan saf kitosanda 3263 em™ de hidroksil gruplarindan
(O-H) ve molekiiller arasi hidrojen baglarindan kaynakli yayvan bir bant (broad)
gbzlenir. Bu bant % 0,4; 0,6 ve 1,0 glutaraldehit ile ¢apraz bagli kitosanlarda da
gozlenmektedir (sirastyla 3262 cm™, 3247 cm™ ve 3250 cm™ ) [45-54].

Saf kitosana ait olan 3359 cm™’de gézlenen bandin kitosanda bulunan primer
aminlerden kaynakli (NHy-) oldugu diisiiniilmektedir. Fakat normalde primer aminler
(N-H) icin gozlenen bant asimetrik ve simetrik iki bant veren keskin pikler olarak
gbzlenmesine ragmen yapidaki hidroksil varligindan dolayr bu bant yayvanlasmistir.
Capraz bagli kitosan kriyojellerde ise primer aminler glutaraldehit ile reaksiyona

girdiginden dolay1 bu pikteki yayvanlagma artmistir [45-54].

% 0,4; 0,6 ve 1,0 glutaraldehit ile capraz baglh kitosan kriyojellerde sirasiyla
1639 cm™, 1635 cm™ ve 1639 cm™ de gozlenen spesifik bant C=N imin bandidir. Bu
bant, glutaraldehitin karbonil grubu (C=0) ile kitosan zincirlerindeki amin (-NH,)
grubunun reaksiyona girdigi anlamina gelir ve bu spesifik bant ‘Schiff base’
formasyonu olarak bilinir [2]. Bu reaksiyonun gerceklesmesi ayni zamanda yapinin
capraz baglandigt anlamima da gelmektedir. Bu yakin aralikta saf kitosan igin
kaydedilen 1644 cm™ teki pik ise kitin formunda yapida kalmis karbonil (C=0) grubu
i¢in olan bant olarak diisiiniilmektedir [45-54].

Polimer ana iskeletindeki temel piklerden olan sp® hibritlesmesi yapmis C-H
gerilme titresim bandi ise iki pik olarak sirasiyla (% 0,4; 0,6 ve 1,0’ lik glutaraldehit
konsantrasyonu igin) 2921 cm™ ve 2873cm™, 2921 cm™ ve 2874 cm™, 2921cm™ ve
2874 cm™ de kaydedilmistir. Saf kitosanda ise bu pik tek baskin pik olarak 2859 cm™’
de kaydedilmistir.

Saf kitosan ve ¢apraz bagh kitosan kriyojellerde 1250 cm™ civarinda kaydedilen

pik ise aminden kaynakli C-N baginin gerilme piki olarak diistiniiliir.

Spektrumlarda saf kitosanda 1417 cm™ de kaydedilen deger capraz
baglandiginda 1405 em™ e kayma gozlenmistir. Bu bantla beraber her birinde yaklasik

1376 cm™ gozlenen bantlarin sp3 hibriti yapmis CH;, gruplarinin biikiilme bantlar1
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olarak kaydedilmis ve bu bantlardaki siddet artisi ise glutaraldehit eklenmesinden
kaynakli olarak CH, miktarinin artmasindan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.

Saf kitosanda 1555 cm™ de gozlenen pik yapinn iizerindeki primer aminlerden
kaynaklt N-H gruplarinin biikiilme titresimini vermektedir. Fakat saf kitosana
glutaraldehit eklenmesiyle sentezlenen kriyojellerde olusan imin (C=N) yapisinin
rezonans yaparak etilen (C=C) yapisina ge¢mesinden kaynakli ¢apraz bagl kitosan
kriyojellerde sirastyla 1545, 1543 ve 1547 cm™ e kayma gozlenmis ve siddetinde de
artma olmustur [55, 56].

Spektrumlarda 1315 cm™ civarinda gozlenen pikler ise O-H gruplarimin biikiilme
piklerini verir. Parmak izi (fingerprint) bolgesinde ise kitosan yapisi igin spesifik olan
eter bagi (C-O-C) 1150 cm? civarinda ve yapidaki primer alkollerden kaynakli C-OH

bag ise yaklasik 1070 cm™ civarinda gerilme band1 verir.

Bu FTIR sonuglart literatiirde Oytron ve arkadaslarimin ayrica Guogen ve

arkadaslarinin daha 6nce ¢alistiklar1 calismalar ile uyumluluk gosterir [56,57].
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Sekil 4.3. Glutaraldehit ile ¢apraz bagh kitosanin gdsterimi
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- saf hyaluronik
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Sekil 4.4. (A) capraz bagli olmayan saf hyaluronik asit (B) ¢apraz bagli olmayan saf
kitosan (C) 4G2C (D) 4G2C50HY FTIR spektrumu

Sekil 4.4 de hyaluronik asit, saf kitosan, glutaraldehit ile ¢apraz baglanmisg
kitosan kriyojeller ve hyaluronik asitle kopolimer yapilmis ¢apraz baglayici olarak da

glutaraldehit kullanilmis kitosan kriyojellerin FTIR spektrumlar: verilmistir.

Saf hyaluronik asitte 3272 cm™ de ve % 50’ lik hyaluronik asit ile sentezlenen
kitosan kopolimerinde ise 3266 cm™de hidroksil gruplarindan ve molekiiller arasi
hidrojen baglarindan kaynakli yayvan bir pik kaydedilmistir. Hyaluronik asitin
yapisindaki karboksil gruplarmdan (C=0) kaynakli gerilme bandi 1603 cm™ de, amit
yapist kaynakli N-H grubu biikiilme bandi 1554 cm™ de, polimer ana iskeletinde sp3
hibriti yapmis C-H grubu kaynakli gerilme bandi1 2886 cm™ de, ayrica 1405 cm™ de ve
1374 cm™ civarinda C-H grubu biikiilme bantlari verir. 1312 cm™ de O-H grubu
kaynakli zayif biikiilme bandi ve 1248 cm™ civarinda ise amit yapist kaynakli C-N
grubunun zayif gerilme titresim bandi kaydedilmistir. Bunlarin yani sira 1150-1070
cm™ civarinda spesifik bant olan eter kopriileri (C-O-C) ve 1070-1030 civarinda ise
primer alkollerden (C-OH) kaynakli bant kaydedilmistir. Tomihata ve arkadaglari da

hyaluronik asit polimeri i¢in benzer sonuglar1 degerlendirmislerdir [44].
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Sekil 4.5. (A) 4G2C (B) 4G2C10HY (C) 4G2C20HY (D) 4G2C30HY (E) 4G2C50HY
FTIR spektrumu

Capraz baglayict olarak glutaraldehitin kullanildigi hyaluronik asit-kitosan
kopolimeri ile sentezlenen kriyojellerin FTIR spektrumlarinda benzer yapilardan dolay1

spesifik bir pik gozlemlenmemis ve yeni bir pik meydana gelmemistir (Sekil 4.5) [10].
4.2. Kriyojelin Termal Analizleri
4.2.1. Termal Gravimetrik Analiz (TGA)

Sentezlenen kitosan kriyojellerin ve kopolimerlerinin termal kararliliklari,
termogravimetrik analiz yontemiyle incelendi. Bu kriyojeller analiz 6ncesinde yaklasik
bir giin boyunca —-76 °C’ de liyofilize edildi ve daha sonra TGA analizleri yapildi.
Analiz 30°C ile 700°C araliginda 10°C/dk hizla ve azot ortaminda yapildi.

Analizler sonucunda ilk kiitle kaybi yaklasik %5 civarinda ve 50-100°C
araliginda goézlemlenmis ve bu sonucun nedeni jellere hapsolan suyun kaybi olarak
diisiiniilmektedir. Bu da suyun jellere fiziksel olarak baglandig1 ve/veya kitosana zayif
hidrojen bagiyla bagli oldugu anlamina gelebilir. Suyun daha kuvvetli hidrojen baglar
ile bagli olmasi durumunda yaklasik 100-150°C aralifinda da bir kiitle kaybi
gozlenebilir [45, 47, 57, 58, 59]. Polisakkaritlerin genellikle suya yiiksek oranda
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ilgilileri vardir ve makromolekiillerindeki diizensiz yapilari nedeniyle cabuk hidrate
olabilirler. Bu sebepten dolay1 ¢apraz bagli veya hyaluronik asit eklenmis durumlarda
suya ilgilerinin farkli olmasindan dolay1 degisik pozisyonlarda bozulma piki verirler.
Kitosanin yapisi goz iiniinde bulunduruldugunda su molekiilii hidroksil ve amin gibi iki

polar grup tarafindan bag yapabilir.

Kitosan ve kopolimerlerinde gozlenen termal degredasyonda ikinci ve ana kiitle
kaybr 200-300°C arahiginda gergeklesti. Bunun nedeni kitosan ve hyaluronik asit
zincirlerinin  depolimerizasyonu, piranoz halkasinin dehidrasyon ve deaminasyon

sonucu agilmast oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.11. 4G2C50HY TGA ve DTG egrisi
Tablo 4.1. Kitosan ve kopolimerlerinin ilk kisimdaki su kaybini, maksimum hangi
derecede bozundugunu ve kiil miktarini gosteren tablo
ILK BOZUNMA (Su kaybr) ANA BOZUNMA (max bozunma)
Ornekler | T (°C) | Kayip miktar T, (°C) T,(°C) | Kiil miktan
(%) (%)
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 gore % 4’ liik glutaraldehit ¢apraz baglayicisinin
kullanildig1 kitosanin % 10’ luk hyaluronik asit kopolimeri ile sentezlenen kriyojelin

maksimum 294,76 °C’ de bozunma gosterdigi kaydedilmistir. Elde edilen sonug ile %10
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hyaluronik asit i¢eren kriyojel en yiiksek termal kararliga sahipdir. Bu kompozisyonda
hem glutaraldehit capraz bag yogunlugu en yiiksek hem de kitosan hyaluronik asit
fiziksel etkilesimleri en yiiksek durumda oldugu disiiniilmektedir. Hyaluronik asit
miktar arttikca termal stabilitesi azaldig1 ve kiil miktarinin da azaldigi goériilmektedir.
%50 oraninda hyaluronik asit kullanildiginda 212,99°C gibi bir sicaklikta bozunma
baslamis ve ana bozunmanin iki basamakta gerceklestigi goriilmistiir. Bu yap1 ise
digerleri ile karsilastirildiginda termal dayanikliligi en azdir. Hyaluronik asit arttikca
glutaraldehit ile capraz baglanma azalmaktadir. %4’ lilkk c¢apraz bagli kitosan ile
igerisine %10 hyaluronik asit eklenmis kopolimer karsilastirildiginda hyaluronik asit
eklenmis yap1 daha kararlidir. Bu durum hyaluronik asit eklenmis yapida capraz
baglanmanin daha iyi bir sekilde gerceklestigininin gostergesi olabilmektedir. Fakat
artan hyaluronik asit konsantrasyonuyla hyaluronik asitin yapisi geregi yapida esneklik
artmis, capraz bag oraninin diigmesinden dolayr ag yapidaki zincirlerin aralari

genislemis ve yapidaki kararlilik da o oranda azalmistir [9,47].
4.2.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Sentezlenen kriyojellerin DSC analizi yapilirken 6ncelikle hidrojellerin su tutma
ozelliklerinden dolayr 0°C’ den 100°C* ye 10°C/dk hizla bir 1sitma islemi uygulandi.
Hizli bir sekilde 100°C/dk hizla sogutma yapildi ve ardindan sogutulan materyal 250°C’
ye 10°C/dk hiz ile 1sitma, bu sicaklikta 1 dk bekletme, ardindan 100°C/dk hizla ani bir
sogutma uygulandi. Son olarak 300°C” ye 10°C/dk hizla 1sitma yapilip 100°C/dk ile ani
sogutma islemi uygulandi. Yapida kalan su miktari plastifiyan etki yaparak Tg degerinin

net gézlemlenmesine engel olabilmektedir.

Literatiir incelendiginde kitosanin Tg degeri yapidaki su miktar1 ile veya
kopolimer olarak eklenen yapidan kaynakli olarak degiskenlik gdstermistir. Sakurai ve
arkadaglarinin yaptig1 analiz sonucunda saf kitosanin Tg degeri ikinci 1s1l dongiide ve
203°C olarak kaydedilmistir [59]. Miyashita ve arkadaslari kitinin Tg degerinin 200°C’
den yukarida olacagimi onermistir [60]. Kim ve arkadaglar1 ise kitinin Tg degerinin
236°C civar1 oldugunu énermistir [61]. Kitosanin kitinden daha diisiik bir Tg degerinde
oldugu diisiiniilmektedir, ¢iinkii kitosan amorf bdlgelerde daha esnektir. Bununla
beraber Tg degeri artan plastifiyan miktariyla orantili olarak diiser, bu demek oluyor ki

eger icerisinde su absobladiysa kitosanin Tg degerinde bir diisme gozlemlenecektir.
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Farkli oranlarda yumusatict bir madde eklendiginde artan plastifiyan etkisiyle azalan bir
Tg skalast gézlemlenmistir. Ratto ve arkadaslar1 da kitosanin igerisindeki su varliginin
Tg’ye etkisini arastirmistir. Kitosanin igerisinde %8-30 arasinda degisen su miktarina
bagli olarak Tg degerini 30°C olarak bulmuslardir [62]. Lazaridou ve Biliaderis ise
kitosan igin Tg degerini su varhginda -23 ile 67°C’ ye degisen oranlarda
kaydetmislerdir. Bu sonugclar ile suyun plastifiyan etki yaptig1 gosterilmistir [63]. Kittur
ve arkadaglari ise bir Tg degeri gézlemleyememistir, bunun nedenini olarak da kitosanin
yiiksek sicaklikta bir Tg degeri vermesi oldugu diisiinmiisler ve degredasyon sebebiyle
de bu degerin gozlemlenememesinden kaynaklandigini 6ne slirmiistiir [64]. Prerna
Dhawade ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada kuru halde 118°C’ de bir Tg degeri
kaydetmisler, fakat su varhginda bu degerin degistigi ve 61°C oldugu
gozlemlemislerdir [45]. Bu c¢alismada da suyun plastifiyan etki yaptigini
kanitlamislardir. Netoa ve arkadaslari ise literatiir dogrultusunda 100°C civarinda bir
deger oldugunu diisiinmiisler ve goézlemleyemedikleri Tg degeri igin ise suyun 100°C
civarinda buharlagmasi sebebiyle Tg degerinin {izerini kapatmis olabileegini One
stirmiistiir. Kitosanin Tg’si dogal polimer olmasi, kristalite, molekiiler agirlik,

deasetilasyon derecesi gibi bazi1 6zelliklerinden dolay1 halen tartisma konusudur [58].

Bizim ¢aligmamizda ise kitosan polimerine farkli konsantrasyonlarda hyaluronik
asit eklenmesi ve capraz baglayict kullanilmasi ile sentezlenen kriyojellerin Tg degeri
degisimi gozlemlendi. Hyaluronik asitin yiiksek oranda su tutmasi ve yumusatici
ozelligi sebebiyle capraz bagl kitosan ile karsilastirildiginda Tg degerinde bir diisiis
olmas1 beklenmis ve yapilan DSC analizi dogrultusunda da sonuglar buna uygun olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.12). Artan hyaluronik asit etkisiyle ¢apraz bagli kitosan
kriyojellerde azalan bir Tg diyagrami elde edilmistir. Hyaluronik asit her ne kadar
plastifiyan etkiye sahip olsa da gapraz bagl yapidan dolayi saf kitosana gore daha
yiiksek bir Tg degeri kaydedilmistir. Literatiirde arastirmasinda da goriildiigii tizere saf
kitosanin Tg degeri igerisinde absorplanmis su miktarindan kaynakli degisiklik
gozlemlenebilmektedir. Sekil 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17 ve 4.18 de ayrintili DSC

termogramlar1 da goriilmektedir.
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Sekil 4.18. Saf kitosanin DSC egrisi

Tablo 4.2. Kitosan ve kopolimerleri olan kriyojellerin Tg degerleri

ornekler | Saf kitosan | 4G2C | 4G2C10HY | 4G2C20HY | 4G2C30HY | 4G2C50HY

Tg (°C) 87 200 180 127 118 110

4.3. Kriyojellerin Sisme Davranislar

Hidrojellerin su igerisinde sismeleri icin gereken zaman uzundur. Bu yavas
sisme hiz1 hidrojellerin biyoteknolojik alanda kullanimlarini kisitlamaktadir [11]. Bu
durumun en biiyiik sebebi olarak yogun polimer zincirlerinin igerisine suyun yavas bir
sekilde difiizlenmesi oldugu goriilmiistiir. Biyoteknolojik alanda bazi uygulamalar igin
yavas sisme 6zelligine sahip hidrojellerin kullaniminin avantaj saglamasina karsin kuru
hidrojellerin ¢ok hizli bir sekilde sismesinin istendigi uygulama alanlar1 da mevcuttur.
Siiper makro gozenekli yapiya sahip kriyojellerde sismenin gerceklesmesi saatler yerine
dakikalar gibi kisa bir siire zarfinda gerceklesir. Hizli sisebilme 6zelligi kriyojeller icin
onemli bir ozelliktir. Ozellikle doku miihendisligi alaninda kullanilacak kriyojeller

viicut igerisinde hiicre yasamina ve ¢ogalmasina olanak saglayacak ortami hizli bir
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sekilde olusturmasi gerekmektedir. Aksi takdirde biyomateryalin canli ile
biyouyumluluk 6zelligi azalmaktadir [28,30].

Calismamizda kitosan ve kitosanin hyaluronik asit kopolimerlerinden kriyojeller
sentezlenmistir. Sentezlenen kriyojeller yaklasik bir giin boyunca -76°C” de liyofilize
edilmigler. Kurutulmus kriyojellerden belirli boyutlarda kesit alinip tartilarak her biri
ayrt siselere konulup iizerine daha onceden hazirlanmis olan PBS (pH: 7,4) ¢ozelti
eklenmistir. Hazirlanan siseler 37°C sabit sicaklikta olan inkiibatdre yerlestirilmislerdir.
Daha sonra 15 dk araliklarla tartimi alimip farkli kompozisyonlarin sigsme oranlar

karsilastirilmistir.
Sisme Orant (%): [(Ws— W) / Wk x 100]

(Wys: sismis kriyojelin agirligi, Wg: kuru Kriyojelin agirligr)

Yukarida verilen esitlik ile kriyojellerin sisme orani hesaplanmigtir.

Sismis Kuru

Sekil 4.20. Sismis ve kuru kriyojellerin goriintiileri
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Sekil 4.21. Kitosan ve kitosanin hyaluronik asit kopolimeri ile sentezlenen kriyojellerin

zamana kars1 sisme grafigi

Sentezlenen kriyojellerde kitosan ve hyaluronik asit kopolimerlerinin sahip
olduklar1 yapilardan 6tiirii yiikksek miktarda su tutma kapasitelerine sahiptirler. Kitosan
ve hyaluronik asitin yapisinda amin ve hidroksil gruplar1 bulunmaktadir ve bu gruplar
yiiksek kabiliyette hidrojen bagi yapma 6zelligine sahiptirler. Bunun bir sonucu olarak
da su tutma kabiliyetleri yiiksektir. %0,4 glutaraldehit ile ¢capraz bagl kitosan kriyojel
kuru halde c¢ozeltinin igerisine birakildiginda kriyojellerin hizli cevap verme
ozelliginden otiirli saniyeler igerisinde sisme gerceklesmis ve yaklasik 5 dakika
icerisinde %1200 civarinda sisme gercekleserek maksimum sisme derecesine ulasip
denge durumuna gelmistir. Kitosan kriyojellere eklenen hyaluronik asit miktariyla sisme
oraninda gozle goriliir bir artma meydana gelmistir. %10, %20 ve %30 oranlarinda
hyaluronik asit eklenmis kriyojellerde sisme %1500 ile 2500 arasinda iken %50 gibi
yiiksek miktarda hyaluronik asit eklenmesiyle % 3000 oraninda sisme gozlemlenmistir
(Tablo 4.3). Bu sonucun nedeni olarak hyaluronik asit eklenmesiyle gozenek
boyutlarinin genislemesi, gézenekli yapinin esneklik kazanmasi ve hyaluronik asitin
yiiksek miktarda su tutabilme kapasitesinden dolay1 oldugu diistilmektedir. Yaklasik ilk

10 dakika icerisinde tiim kriyojeller maksimum sisme derecesine ulasmislar, daha
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sonraki silire zarfinda sisme oraninda onemli bir degisim gozlemlenmemis ve denge

degerine ulagsmislardir [17].

462¢ 2250i$i§me Orani (%)

6G2C

10G2C
4G2C 2000¢

6G2C
10G2C 17501
1500+

1250|
1000
750
500
250

Zaman (Dakika)

15 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165

Sekil 4.22. Farkli konsantrasyondaki ¢apraz baglayici ile kitosan kriyojellerin zamana

kars1 sisme grafigi

Kriyojeller iizerindeki ¢apraz baglayict konsantrasyonun etkisi Sekil 4.22 de

verilmistir. Yakin miktarlar olan %0,4 ile %0,6’ lik glutaraldehit miktar1 igin sigsme

orani yakin degerlerde kaydedilmis fakat gozenekleri daralip esnekligi azalan %1,0° lik

konsantrasyonda sisme oraninda azalma gozlenmistir.

Tablo 4.3. Kriyojellerin denge durumunda sisme oranlari

ornekler 4G2C 6G2C | 10G2C | 4G2C10HY | 4G2C20HY | 4G2C30HY | 4G2C50HY
Denge sisme
oranlan (%) | 1250 1200 850 1900 2000 2400 3450
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4.4. Kriyojellerin Gozenek Yapilar

Doku miihendisligi alaninda kullanilmak istenen ii¢ boyutlu doku iskeleleri
(scaffold), hiicre biiylimesine, c¢ogalmasina ve dolayisiyla da hasarli dokunun
onarilmasina ve yenilenmesine ortam saglayan, birbiriyle baglantili ve yiiksek gézenekli
yapida, kabul edilebilir gézenek boyutlarina sahip materyaller olmas1 gerekmektedir
[65]. lskeleler yiiksek gdzeneklilige ve birbirine bagli gdzenekli yapiya sahip
olmahdirlar ki hiicrelerin matrise girmesine ve yapi icerisindeki hiicrelere yeterli
miktarda besleyici maddenin difiizyonuna olanak saglayabilsinler. Dahas1 birbirine
bagli goézenekli yapi, iskele iginde olusan atiklarin disart difiizyonuna olanak
saglamalidir ve degrede olan iskele, organlarla etkilesime girmeden disar1 atilmalidir.

Gozenekler hiicrelerin hareketine olanak taniyacak kadar biiyiik olmalidir [25].

Bu sebeple calismamizda, kriyojelasyon yontemini kullanarak, siiper makro
gozeneklere ve birbiriyle baglantili gdzenek yapisiyla yiiksek gozeneklilige sahip
yapilar sentezlenmek istenmistir [3]. Kriyojelasyon islemi sirasinda sifirin altindaki
sicakliklarda dondurulan ¢oziicii gozenek yapici olarak rol almaktadir. Polimerizasyon
islemi tamamlanip sistem oda sicakligina getirildiginde yapida birbiri ile baglantili

gozeneklere sahip olan matriks elde edilmis olur [66,67].

Sentezledigimiz kitosan ve kitosan-hyaluronik asit kopolimer kriyojelleri SEM
analiziyle gozenekliligi ve gozenek boyutlar1 gibi morfolojik 6zellikleri incelenmistir.
Sekil 4.24-4.30 da Sem mikrogramlar1 goriilmektedir. SEM analizi 6ncesinde tim
kriyojeller -76°C’ de liyofilize edilmis ardindan altin kaplama yapilarak 20 kV ile

calisilarak ¢esitli biiylitme oranlarindaki mikroskop goriintiileri incelenmistir (Sekil

4.23).

Sekil 4.23. Kriyojellerin altin kaplanma 6ncesi ve sonrasi

68



J=SF-S9 18U

JSH-59 181 1

Sekil 4.25. 6G2C kodlu kriyojelin SEM goriintiisii (x75, x200 biiyiitme ile)
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Sekil 4.27. 4G2C10HY kodlu kriyojelin SEM gbriintiisii (x75, x200 biiyiitme ile)
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Sekil 4.29. 4G2C30HY kodlu kriyojelin SEM goriintiisii (x75, x200 biiylitme ile)




Sekil 4.30. 4G2C50HY kodlu kriyojelin SEM goriintiisii (x75, x200 biiyiitme ile)

75 ve 200 biiyilitme oranlarinda incelenen SEM goriintiilerinden anlagildig gibi
sentezlenen tiim kriyojeller birbirleri ile baglantili ve yiiksek gozeneklilige sahiptir.
4G2C, 6G2C, 10G2C kodlu goriintiiler kitosanin farkli ¢capraz bag oranina ait yapilari
gostermektedir. Kendi aralarinda gozenek boyutlari acisindan gozle goriliir bir fark
olmasa da kitosanin hyaluronik asitle kopolimerinden sentezlenen kriyojellerde
(4G2C10HY, 4G2C20HY, 4G2C30HY, 4G2C50HY kodlu goriintiilerde oldugu gibi)
gozenek caplarmin boyutlar1 genislemistir. Sisme oranlart karsilastirildiginda da elde
edilen sonuglar gibi burada da hyaluronik asit eklenmesiyle yapiya esneklik
kazandirilarak kirillgan olan yapida iyilestirme yapilmis ve gdzenek caplarinda da
biliyiime gozlenmistir. Hyaluronik asit eklendiginde uzun zincirler olmasiyla beraber
gbzenek duvarlarinda da incelme oldugu diistiniilmektedir. Martin Rodriguez-Vazquez
ve arkadaglariin hazirladiklar1 derlemede doku iskelesi i¢cin gdzenek caplari en uygun
100-200 pm olarak kaydetmislerdir [68]. Capraz bagli kitosan kriyojellerde gozenek
caplar1 ortalama 90-150 um arasinda degisirken hyaluronik eklenmis kopolimerlerinde
bu gozenek capr ortalama 150-200 um araliginda kaydedilmistir. Bu ¢aptaki
kopolimerlerle doku miihendisligi i¢in uygun gozenekler elde edilebilir. Literatiirde
kriyojellerdeki gozenek caplarini dnano < 0,1 pm, 0.1 < dmikro < 100 pm, ve
dmakro>100 pum olarak siniflandirmisglardir [11]. Bu siniflandirmaya gore bizim
sentezledigimiz kriyojellerin gozeneklerinin Olgiilen ¢aplart makro goézenekli yapi

sinifina girmektedirler.

72



4.5. Kriyojellerin Gozenekliligi

SEM analizi ile gozenekli bir yapiya sahip oldugu goriilen kriyojellerin

gozeneklilik yiizdesini bulmak i¢in Arsimet prensibine dayanan etanol testi uygulanir.

Bu esitlik;
(W2-W3-WS)/pe
Gozeneklilik (%) =
(W1-wW3)/pe
W;  :etanol dolu sisenin agirlig
W,  :igerisinde etanol ve kriyojel olan sisenin agirligi
W3  :etanol ile doyurulmus kriyojel alindiktan sonra etanoliin agirligi

Ws  :etanol ile doyurulmus kriyojelin agirlig
pe  etanoliin yogunlugu (0,79 g/ cm®)

Bu esitlik ile gozeneklilik yiizdeleri hesaplanmustir.

Tablo 4.4. Kriyojellerin gézenekliligi ve ortalama gézenek ¢aplart

Kriyojellerin Kodu Gozenekliligi (%) Gozenek Capi (um)
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 gozenek ozellikleri incelendiginde ¢apraz bag yogunlugu
cok olan yapilarda gozenek ¢aplari daha dar ve gozenekliligin yiliksek oldugu gorildii.
Hyaluronik asitin yapiya eklenmesiyle artan zincirler arast mesafe ile gozeneklilikte
diisme gozlenip gdzenek ¢aplarinda ise biiylime gozlemlenmistir. % 90 ve lizerinde
bulunan gozeneklilik literatiirde daha Once sentezlenen kriyojeller ile benzerlik
gostermektedir [17]. Bu yiiksek oran kriyojel 6zelligine uygun olup doku miihendisligi
alaninda iskele kullanimi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. Bununla beraber yapilarin
gozeneklilikleri arasindaki olusan farkliliklar, ¢oziiciiniin donmasiyla meydana gelen
buz kristallerinin seklinden ve boyutundan kaynaklanmaktadir. Bu da kriyojelasyon

yonteminin dezavantajlar1 arasinda gortilmektedir [3,23].

Sekil 4.31 (A) Su ile sisen kriyojeller (B) Baski uygulandiginda suyun birakilmasi (C)

Tekrar eski haline gelmesi

Gozenekli yapiya sahip ve su ile sigirilmis kriyojel baski uygulandigi zaman
yapisindaki suyu birakir. Elastik 6zellikte olan kriyojeller suyu vermesiyle eski formuna
geri donmektedir. Baski ile suyun atilmasindan sonra tekrar su dolu bir behere birakilan
kriyojel saniyeler icerisinde sisme gostermektedir. Bu durum da kriyojelasyon

teknigiyle elde edilen jellerin hizli cevap verme 6zelliginden kaynaklanmaktadir [27].
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4.6. Kriyojellerin in Vitro Degredasyonu

Kriyojellerin degradasyonu, icerisinde PBS (pH 7,4) olan siselerde ve 37°C’ de
izlenmistir. Kriyojel 6rnekleri (13 mm ¢apli 5 mm ylikseklikte) liyofilizatérde sabit
agirhikta olana kadar kurutulmustur. 10 mL PBS ayri ayri her 6rnek igin kaplara
koyulmustur. Kuru 6rneklerin tartimlar1 kaydedilmis ve kriyojeller PBS igeren kaplara
koyularak inkiibatore yerlestirilmistir. Belirli zaman periyotlarinda orneklerin tartimi

aliip beklemeye birakilmistir.

Sekil 4.32. PBS icerisinde inkiibatorde degredasyon i¢in bekletilen kriyojeller
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Sekil 4.33. Kriyojellerin yiizde degredasyon grafigi

Kriyojellerin yiizde bozunma grafikleri Sekil 4.33 deki gibi kaydedilmistir. 45
giin boyunca haftada bir tartim yapilarak elde edilen degerler dogrultusunda yapilarinda
olan bozunmalar incelenmis ve sonuclar dogrultusunda en yiiksek miktarda bozunmanin
kitosan kriyojelde %28 oldugu gorilmiistiir. Kitosanin %10, %20, %30 ve %50
hyaluronik asit ile elde edilen kopolimerleri, kitosan kriyojel ile karsilastirildiginda
ozellikle esnek yapilar1 ve mekanik kararliklari nedeniyle daha diisiik bir bozunma
gosterdigi goriilmiistiir (bozunmalar sirasiyla %20, %19, %17 ve 16,5 olarak
verilmistir). Kitosan kriyojelin mekanik kararsizli§i ve kirillgan yapisi nedeniyle daha

yiiksek oranda bozunmasi beklenen bir sonugtur [17].
4.7. Kriyojellerin Mekanik Ozellikleri

Doku miihendisligi alaninda biyomateryal olarak kullanilan iskeleler, implant
olarak kullanildiklarinda (in vivo veya in vitro ortamda) doku o6zelligine gore belirli
gerilimlere maruz kalirlar. Bu da iskele olarak kullanilmis bir biyomalzemenin mekanik
ozelliklerinin, planlanan dokudaki hiicrelerin biyolojik isleyisleri ve fonksiyonlariyla

uyumlu olmasi gerektigi anlamina gelmektedir.

Hazirlanan kriyojellerin mekanik dayanimlari basma testi ile incelenmistir.
Basma testi Zwick Roell marka cihaz ile yapilmistir. Bu test icin i¢in sigsmis yapidaki
kriyojellerden 13 mm capta ve 10 mm yiikseklikte kesitler alinmigtir. 0,1N” luk bir 6n
yiikle 1 mm/dk sabit hizla kuvvet uygulanip kriyojellerin gerilim-gerinim (stress/strain)
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egrileri elde edilmistir. Egrilerin egimi kullanilarak kriyojellerin elastik modiilleri

hesaplanir.

Gerilim (stress); kuvvetin (F) orijinal kesit alanina (A) boliinmesiyle ifade edilir.
Gerinim (strain); ise kuvvet uygulamasi esnasinda olusan boy degisiminin, kuvvet

uygulamadan 6nceki ilk boyuna bdliinmesiyle (dL/ L) elde edilir.
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Sekil 4.34. (A) Basma Testi Semast (B) Gerilim-Gerinim egrisinin grafik gosterimi

(kitosan-hyaluronik asit kriyojellere ait genel bir grafik)
Gerilim (kPa) = Kuvvet (F) / Alan (A)

F: Kuvvet (N)

A: Birim Alan (mm?)
Gerinim (%) = dL/L

dL: Kuvvet uygulamasi esnasinda olusan boy degisimi

L: Kuvvet uygulanmadan 6nce olan boyu

2 - __F/A
Elastik Modiil (N/mm®)= Gerilim/Gerinim = ———
dL/L
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Esitlikleri ile elastik modiilleri hesaplanmistir.
Asagidaki tabloda 6rneklerin elastik modiileri verilmistir.

Tablo 4.5. Kitosan ve kopolimerlerinden elde edilen kriyojellerin elastik modiilleri

ORNEKLER ELASTIK MODUL (E; kPa)
4G2C 90
4G2C10HY 32
4G2C20HY 34
4G2C30HY 37
4G2C50HY 40

Kitosan kriyojel %15 civarinda bir deformasyon gostermistir. Bu deger stress-
strain grafiginin egiminden elde edilmistir. Bu onun kirillgan yapisindan kaynakli bir
durumdur. Kitosan kriyojel i¢in elastik modiil 90 kPa olarak bulunmustur. Daha yiiksek
capraz bag orani kitosan kriyojelin elastik modiiliiniin yiiksek olmasinin nedeni olarak
diistiniilmektedir. Kopolimerlerin elastik modiilleri ise 30 ile 40 kPa arasinda elde
edilmistir. Bu sonuglar kitosanin kopolimerlerinin, kitosana gore esnek bir yapiya sahip
oldugunu gostermektedir. Bliyiik gézenek yapisi, daha diisiik Tg degeri, yiiksek sisme
orani ile elde edilen elastik modiiller uyumludur. Yiizde deformasyonlarina bakildiginda

ise kopolimerlerin yaklasik % 60-70’ e kadar orijinal sekillerini korudugu gézlenmistir.
4.8. Hiicre Calismalari
4.8.1. Hiicre Ekimi Sonrasi1 SEM Goriintiileri

Hazirlanan kitosan ve hyaluronik asit kopolimer kriyojel doku iskeleleri hiicre
cogalmas1 ve gelismesi i¢in kullanilmistir. SEM analizi ile hiicrelerin ekim sonrasinda
72 saat sonraki gortintiileri alinmistir. Kullanilan 3T3 fare fibroblast hiicresi ile SAOS-2
kemik kanseri (osteosarkom) hiicreleri incelenmis. Hiicre ekimi bir takim islemleri takip
etmektedir. Bunlar; 96 kuyucuklu kiigiik plakalara kriyojel materyallerin koyulmasiyla,
iskele materyalinin etanol ile yikanip sterilize edilmesi ardindan UV’ de bir gece
sterilazasyon icin birakilmasi ve DMEM besi ortaminda ¢ogaltilan hiicrelerin ekilmesini

takip eder. Ekilen hiicreler 37°C’ de ve %5 CO2’ li etiivde 10 giin inkiibe edilmislerdir.
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Sekil 4.35. Kuyulara iskele materyalinin yerlestirilmis hali

SEM’ de gorintiilerinin incelenebilmesi i¢in kademeli olarak farkli
konsantrasyonlarda etil alkol ile etkilestirilerek hiicrelerin sabitlenmesi saglanmis
(Ornekler %2.5 gluteraldehit fosfat tamponunda (pH: 7.2) 1-2 saat bekletilmis; %30,
%50, %70, %80, %90, %95 ve %100 konsantrasyonlardaki etanol ¢ozeltisi ile dehidrate
edilmiglerdir). Kuyulardan alinan ve etanolle dehidrate olan iskeleler altin kaplama

yapilarak SEM goriintiileri alinmastir.

Tablo 4.6. Hiicrelerin fiksasyonu i¢in kullanilan prosediir

Kimyasal Sicakhik Zaman Tekrar Sayisi
Fiksasyon Suyun Oda sicakligi 1-2 saat 1
icerisinde
%2,5-%3
Glutaraldehit
Yikama Destile su Oda sicakligi 10-20 dakika 3-5
Dehidrasyon %30 etanol Oda sicakligi 10 dakika 1
%50 etanol 10 dakika 1
%70 etanol 10 dakika 1
%380 etanol 10 dakika 1
%390 etanol 10 dakika 1
%095 etanol 10 dakika 1
%100 etanol 10-30 dakika 2
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100KV 3.0 5000x SE 141

Sekil 4.36. 4G2C kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hiicresinin yapismast

RCC. éputMagn Clet WD
10.0kY 3.0 5000x SE 13.7

Sekil 4.37. 4G2C10HY kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hiicresinin yapismasi
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AccY SpotMagn Det WD
100 kY 3.0 5000x SE 149

Sekil 4.38. 4G2C20HY kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hiicresinin yapismasi

AccV SpotMagn Det
100 kv 30 5000x SEE

Sekil 4.39. 4G2C30HY kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hiicresinin yapismasi

81



AceV SpotMagn Det WD |—-—’-| 20 pm
10.0kV 3.0 2500x SE 136 R

Sekil 4.40. 4G2C50HY kodlu kriyojele 3T3 fibroblast hiicresinin yapismasi

Ekilen 3T3 ve SAOS-2 hiicrelerinin iskelelere yapisma aktivitelerini
gozlemlemek icin yapilan SEM analizi sonucunda hiicre iskelesine yapistiklart ve hiicre
yasaminin gerceklestigi goriilmektedir. Kitosanin sahip oldugu daha sert yap1 6zelligi ve
daha dar gozeneklere sahip olmasindan kaynakli olarak hiicrelerin yasayip yayilabilmesi
icin kitosanin kopolimerleri ile karsilastirildiginda daha dar bir alan bulunmaktadir
[69,70]. Hyaluronik asit bulunan kopolimerlerinde ise 6zellikle daha esnek yapisi ve
genis gozenekleri sayesinde hiicreler kolayca yayilabilecek alan bulabilirler. Fakat
hyaluronik asit oraninin artmastyla hiicre yasaminin arttigint ¢ok net olarak sdylemek

miimkiin degildir [9,14].
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AcecV Spot Magn
100 kv 3.0 5000x

Sekil 4.42. 4G2C10HY kodlu kriyojele SAOS-2 hiicresinin yapigmasi
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AcecV SpotMagn Det WD |——— 10 um
100 kY 30 5000x SE 14.1

Sekil 4.43. 4G2C20HY kodlu kriyojele SAOS-2 hiicresinin yapigmasi

Acc.V Spot.Ma'g 3
100 k¥ 3.0 5000

Sekil 4.44. 4G2C30HY kodlu kriyojele SAOS-2 hiicresinin yapigsmasi
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AccY SpotMagn Det WD |—— ] 5 um
10.0ky¥Y 3.0 10000x SE 14.1

Sekil 4.45. 4G2C50HY kodlu kriyojele SAOS-2 hiicresinin yapismasi

Kanser hiicreleri canli viicudunda en hizli ¢ogalabilen hiicrelerdir. SEM
goriintiilerinde hizli ¢ogalma gosterdigi anlasilamasa da yapilan kriyojelin {izerinde
kanser hiicresinin yasamasi kriyojelin biyolojik olarak yasama uygun bir ortam

olusturdugunu gosterebilmektedir. [71].
4.8.2. MTT Testi

MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-dipfeniltetrazol bromid) testi, hiicre ve
malzeme arasindaki etkilesim sonucunda, iiretilen malzemenin hiicreler tizerinde toksik
etkisinin incelenmesini saglar. MTT testi i¢in 96 kuyucuklu plaklar kullanildi. Plaklarin
yatay kisminda 12 kuyucuk, diisey kisminda ise 8 kuyucuk bulunmaktadir. Kriyojeller
esit blyiiklerde kesilip kuyulara yerlestirildi. En iist yatay bdlme sadece hiicrelerin
eklendigi kuyucuklar olup bu kuyucuklardan alinan sonuclar kontrol grubu olarak
kullanildi. Uzerlerine 100 pL serumsuz DMEM eklendi. Bir gece UV' de sterilize
edildiler.

MTT cgalismas1 3T3 fare fibroblast hiicresi ve SAOS-2 (osteosarkom) hiicreleri
kullanilarak yapildi. Hem 3T3 hem de SAOS-2 hiicreleri %10 FBS (fetal bovine serum)
iceren DMEM' de ¢ogaltildi. Hiicreler tripsinizasyonla kaldirilarak tripan blue boyasiyla
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sayim yapildi. Polimerlerin {izerlerine mililitrede 100 bin hiicre olacak sekilde 200 puL
hacimde ekim yapildi. 72 saat boyunca 37°C* de %5’ lik CO, igeren etiivde inkiibe
edildi. 72 saat sonunda MTT boyasindan 20 pL eklendi. 3-4 saat 37 derecelik etiivde
karanlikta bekletildi

ELISA Reader’da lgiim yapilmadan 6nce polimerler tek tek gikartilarak 100 uL
DMSO' da formazan kristalleri ¢6zdiiriildii. 570 nm' de absorbanslar 6l¢iildii. Kontrol
grubundaki ortalama absorbans degeri 100 kabul edilerek diger etkilesim gruplaridaki

canliliklarin hesaplanmastyla ‘yiizde canlilik degerleri’ bulunmustur.

120 %CANLILIK

100

m 373

M| Saos

o -
(o) ~ L > Lo <

<=

<

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

3T3 ve SAOS-2 hiicrelerinin canlilik oranlar

MTT testinden goriildiigii lizere tiim kriyojel iskeleler biyouyumlu ve hiicre
yasamina elverigli yapidadir. Kontrol grubunun canliligt %100 kabul edilmistir.
SAQS-2 kanser hiicresi olmasindan dolay1 daha hizli bir ¢cogalma ve yiiksek bir canlilik
oranina sahiptir. Fakat 3T3 hiicreleri ile aralarinda ¢ok biiyiik bir oran farklar1 yoktur.

Hyaluronik asit katkisiyla canli yiizdesinde bir artis gézlenmis fakat bu artis 6nemli

86



derece bir canlilik yiizdesine karsilik degildir. Literatiir ile karsilastirildiginda canlilik
oranlar1 beklenenden az (yaklasik yaris1 kadar az) degerlerde gozlenmistir. Bunun en
bliyiik sebebi UV’ de absorbans 6l¢limii yapilacagi sirada kuyulardan ¢ikarma islemi
olmasidir. Bu sirada bazi hiicrelerin dagildig: diisiiniilmektedir. Ileriki calismalarda bu

sorunun giderilmesi 6nerilmektedir [14,17].
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Kriyojelasyon yontemi doku iskelesi uygulamalarinda sik¢a kullanilan bir
tekniktir. Kriyojelasyon yonteminin bu alanda se¢ilmesinin en biiylik nedenleri arasinda
diger yontemlere gore uygulanis bakimindan kolay oldugunun diisiiniilmesidir. Bunun
nedeni ise polimerizasyon sonunda safsizliklarin giderilmesi i¢in uygulanan zahmetli ve
zaman gerektiren bir takim uzun yikama islemlerinin olmamasidir. Bunun disinda
porojen olarak ekstra bir kimyasal kullanilmamasidir. Porojen gorevini ¢oziiciiniin
donmus buz kristalleri gormektedir. Bizim ¢alismamizda kitosan ve hyaluronik asit gibi
dogal olan polimerlerle kriyojelasyon yontemi kullanilmistir. Kitosan ve hyaluronik
asitin insan viicudu i¢in biyouyumlu o6zellikte ve toksik etki gostermemeleri hiicre
biliylimesi i¢in 6nemli unsurlardir. Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda ekilen 3T3 ve
SAOS-2 hiicreleri iskele yapisina tutunmus ve c¢ogalma gozlenmistir. Fakat MTT
testinde iskele yapinin kuyulardan ¢ikarilmasi sirasinda olusan hiicre kayiplarindan
dolayr canliligin beklenenden az oldugu diisiiniilmiistiir. Ag yapmin olusmasi igin
capraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilmis ve konsantrasyon olarak da yapilan
calismalar sonucunda hareketle %0,4 oran1 en uygun capraz baglayicit orani olarak
bulunmustur. Capraz baglanma gerceklesirken C=N imin yapist meydana gelmektedir
ve FTIR da incelendiginde 1630 cm™ civarindaki pik spesifik olarak kaydedilmistir. Bu
yaptya literatiide Schiff Base formu denilmektedir. Rezonans yapidan dolayr FTIR’ da
C=C bag1 1540 cm™ civarinda pik vermistir. 1150 cm™ civarinda da her iki kimyasalin
yapisindan kaynakli eter kopriileri i¢in bant gozlenmistir. Bunun disinda ikincil baglar
olarak kitosanin katyonik 6zelligi ve hyaluronik asitin anyonik 6zelliginden dolay1
iyonik baglar da yapida bulunabilmektedir. Bununla beraber zayif hidrojen baglar1 da
olusabilmektedir. Hyaluronik asit ile kitosan direk olarak da baglanabilmektedir fakat
capraz baglayici ile elde edilen baglar kadar baskin olmadigr diistiniilmektedir.
Kriyojellerin termal kararliliklar1 incelendiginde kitosana hyaluronik asit eklendiginde
ilk olarak en kararli yapinin gozlendigi daha sonra ise artan hyaluronik asitin
eklenmesiyle termal kararliligin azaldigi gozlenmistir. Bunun nedeni olarak ¢apraz
baglanmanin en yiiksek %10’ luk hyaluronik asit eklendiginde oldugu diisiiniilmektedir.
Tg degerleri karsilastirildiginda ise capraz bagl kitosanin en yiiksek Tg (200°C)’ ye
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sahip oldugu goriiliir. Artan hyaluronik asit miktariyla Tg degeri diismiistiir. Sisme
davraniglar1 incelendiginde kitosanin farkli konsantrayonda capraz baglayici ile elde
edilen kriyojellerde en yiiksek oranda sisme %0,4 konsantrasyondaki ¢apraz baglayici
kullanildiginda elde edilmistir. %0,4 konsantrayon kullanilip elde edilen kopolimerlerde
ise hyaluronik asitin yiiksek orandaki su tutma kapasitesinden &tiirii artan hyaluronik
asit ile sisme yiizdesi de artmustir. Kriyojellerin en 6nemli 6zelliklerinden biri ise ¢ok
hizli sisme Ozelligine sahip olmasidir. Yapilan deneylerdeki sonuglarda da birkag
saniyede sisme gerceklesmis ve ilk 10 dakika i¢in tiim kriyojeller denge sisme
degerlerine ulagmislardir. SEM goriintiileri incelendiginde ise c¢apraz baglayici
konsantrayonu artmasiyla daha dar gozenekler elde edilmis. Capraz baglayict sabit
tutulup hyaluronik asitin artan miktari ile ise zincirlerde esnemeye neden olmakta ve
genis gozenek yapist olusmaktadir. Kitosanin goézenek yapist 90-150 pum arasinda
degisirken kopolimerlerde 150-200 um arasinda degisen gozenek c¢aplari 6lgiilmiistiir.
Gozeneklilige bakildiginda ise %90 ve tlizerinde kaydedilmistir. Yapilarin in vitro
ortamda degredayonlar1 incelendiginde en yiiksek yapidaki bozunma kitosan kriyojelde
daha sonra ise daha elastik yapida olan kopolimerlerinde gergeklesmistir. Mekanik test
sonucunda da kitosanin kirtlgan bir yapiya sahip oldugu gozlenmis, elde edilen
kopolimerleri ise %60-70 civarinda deformasyona kadar orijinal sekillerini korudugu
gozlenmistir. Bu elde edilen sonuclar dogrultusunda kitosanin hyaluronik asit ile
sentezlenen kriyojelasyon yontemi kullanilan doku iskeleleri doku miihendisligi

alaninda kullanim igin uygun kriterlere sahiptir.
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