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OZET

KARTILAJ DOKU HASARINI ONARMAK ICIN ALTERNATIF JEL
FORMULASYONU GELISTIRILMESI

Mustafa BEKIROGLU
Biyoteknoloji Bilim Dali
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019

Danisman: Dog. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU

Bilim insanlar1 uzun siiredir, sinovyal eklemlerde onarim ve rejenerasyon
yetenegi sinirlt olan kikirdakta goriilen doku kaybi veya dejenerasyonu i¢in yeni tedavi
yollar1 iizerinde ¢alismaktadir. Eklem kikirdagi, cok fazli bir dokudur ve sinirli iyilesme
ozelligi gosterir. Yapisini, agirlikli olarak kondrositler ve hiicreler arasi ag olarak
tanimanan tip II kollajenler olusturur. Eklem kikirdagi, sinovyal sividan beslenir. Bu
nedenle kan kokenli biiyiime etmenleri dokuya ulasmadigindan, onarimi veya yeniden
yapilanmasi doku igerisinde gergeklesir. Eklem kikirdaginin katmanlari, farkli yapisal ve
islevsel Ozellikler gosterir. Onarim gerceklestirilirken subkondral kemik dahil bu
katmanlarin yapilarinin géz oniine alinmasi gerekir.

Bu calismada, kikirdak doku hasarina yonelik, hiicre yenilenmesinde etkili oldugu
bilinen denizanasi kollajeni (jellyfish collagen) iceren ve enjekte edilebilir bir in situ jel
formiilasyonun gelistirilmesi amaglanmistir. Hazirlanan in situ jelin, jellesme ve sisme
kapasitesi, fiziksel goriiniisii, pH degeri ve reolojik davranisi gibi fiziksel o6zlelikleri
incelenmistir. Formiilasyonun igerdigi kollajenin in vitro salim profili ve saglikli L929
fare fibroblast hiicreleri ilizerindeki etkinlikleri belirlenmistir. Ayrica, eklem bdlgesinde
tam kat hasar durumunda jelin daha uzun siire hasarl bolgede kalmasini saglamak i¢in, o
bolgeye yerlestirilebilecek ve jelin emdirilebilecegi kitosan iskeleler tasarlanmus, jelin bu
disklerden salimi analiz edilmistir. Kartilaj doku hasarmin tedavisinde her iki tip kusura
yonelik uygulanabilecek jel sistemi gelistirilmistir.

Anahtar sozciikler: Denizanasi kollajeni, Pluronic F-127, Kikirdak doku hasari, Kitosan,

In situ jel.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ALTERNATIVE GEL FORMULATION FOR REPAIRING
CARTILAGE TISSUE DAMAGE

Mustafa BEKIROGLU
Department of Biotechnology
Department of Advanced Technologies
Anadolu University, The Graduate School of Sciences, July 2019
Supervisor: Prof. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU

For a long time, scientists have been working on new treatments for tissue loss or
degeneration of cartilage, which has limited ability to repair and regenerate synovial
joints. Joint cartilage is a multiphase tissue and has limited healing properties. Its structure
is formed by type 11 collagens, which are predominantly recognized as chondrocytes and
intercellular networks. The joint cartilage feeds on synovial fluid. Therefore, since blood
derived growth factors do not reach the tissue, repair or reconstruction takes place within
the tissue. The layers of the joint cartilage show different structural and functional
properties. The structure of these layers, including the subchondral bone, must be taken
into account when repairing.

In this study, it is aimed to develop an injectable in situ gel formulation for cartilage
tissue damage, which contains jellyfish collagen which is known to be effective in cell
regeneration. The physical characteristics of prepared in situ gel, such as gelling and
swelling capacity, physical appearance, pH value and rheological behavior were
examined. The in vitro emission profile of the collagen contained in the formulation and
its activities on healthy L929 mouse fibroblast cells have been determined. In addition,
in case of full-coat damage to the joint area, kitosan scaffolding, where the gel can be
placed in that area and the gel can be absorbed, has been analyzed from these discs to
ensure that the gel stays in the damaged area for longer. The gel system, which can be
applied to both types of defects, has been developed in the treatment of cartilage tissue
damage.

Keywords: Jellyfish Collagen, Pluronic F-127, Cartillage Tissue Damage, Chitosan, In

situ gel.
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saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara raz:1 oldugumu
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

xiii

- Artikiiler kikirdak

: Otolog kondrosit implantasyonu

: Dulbecco's Modified Eagle Medium
. Ekstraseliiler matriks

: ABD Gida ve lac idaresi

- Diistik kritik ¢6zelti sicakligi

: Osteoartrit

: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

: Pluronic F127

: Platelet zengin plazma

: sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid

jel Elektroforezi

: Taramal1 elektron mikroskobu

: Ultraviyole ve goriiniir 151k

absorbsiyon spektroskopisi


https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/classical-media/dmem.html

1. GIRIS VE AMAC

Kikirdak dokusu, gerilmelerin emilimi, diistik siirtlinme yetenegi ve yiiksek asinma
direnci gibi eklem ylizeylerinin hareket kabiliyetini kolaylastiran mekanik 6zelliklere
sahiptir. Mekanik performansina ragmen, kikirdak dokusu kan ve sinir damarlarindan
yoksundur. Bununla birlikte, vaskiiler yetersizlik, onarim potansiyelinin diisiik olmasi
nedeniyle kikirdak lezyonlarina neden olur (Jungueira ve Carneiro, 2005).

Hunter 1743’te “Hipokrattan giiniimiize kadar, kusurlu kikirdagin sikintili bir
durum oldugu ve bir kere zarar gordiigiinde tamir edilmesinin imkansiz oldugu herkes
tarafindan bilinmektedir.” sdyleminde bulundugundan bu yana, eklem kikirdag: iizerinde
cok fazla aragtirma yapilmistir. Son 40 yilda yapilan ¢aligsmalar biyolojik onarim siirecini
anlasilmasinda onemli katkilar saglamigtir. Son zamanlarda, tam kalinliktaki kikirdak
kusurlart durumunda eklem kikirdaginin, kendiliginden bir onarim tepkisi gosterdigi
belirlenmistir ancak bu onarim tepkisi bigim ve islev agisindan sinirhidir. Buna karsilik,
kikirdak ile sinirli kismi kalinliktaki lezyonlarda onarim islemlerinde belirsizlikler hala
mevcuttur (Suh ve Matthew, 2000).

Bu ¢alismada amag, kartilaj doku hasar1 onariminda kullanilmak {izere, sinoviyal
zar gegilerek iki kikirdak arasina enjekte edilebilecek, eklem arasinda viicut sicakliginda
jellesebilecek, denizanasindan elde edilmis ve hiicre yenileyici 6zelligi olan kollajeni
iceren bir sitii jel formiilasyonu geligtirmektir. Bunun i¢in, noniyonik yiizey etkin madde
olarak pek cok ila¢ tasiyict sistemin hazirlanmasinda kullanilan ve Pluronic F-127
[Poloxamer 407 (PF-127); Poli(etilen glikol)-block-poli (propilen glikol) -block-poli
(etilen glikol)] olarak bilinen 1s1ya duyarli bir hidrojel kullanilmistir. Hazirlanacak olan
formiilasyon oda 1sisinda ¢ozelti formunda olup, eklem igine enjekte edilmesiyle viicut
sicakligiyla jellesecek Ozellikte olacaktir. Cozelti formundaki formiilasyonlar,
Hazirladigimiz formiilasyonun, eklem i¢inde viicut sicakligi ile jellesmesi, igerdigi hiicre
yenileyici kollajen ve kitosanin daha uzun siire eklem i¢inde kalmasini dolayisiyla hasarli
kikirdak dokuyla temasinin arttirilmasi s6z konusu olacaktir. Ayn1 zamanda uygulanmasi
kolay, tiretim maliyetleri ucuz, biyo uyumlu, onarici, cerrahi operasyona olan ihtiyaci
azaltacak ve toksik olmayan bir formiilasyon gelistirilmis olacaktir. Calismada
kullanilacak denizanasi kollajeni, hiicre migrasyonunu arttirarak hasarli bolgeye hiicre
goclinii saglamasit ayrica Kollajen hasarli bolgedeki dokuda bulunan dogal bir
biyomalzeme oldugu i¢in immiin yanit olusturmamast umulmaktadir. Yapilan
caligmalarda Denizanasindan alinan kollajenin, insan kollajen I1I’ye benzedigi ve bu tip
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kollajenin geleneksel domuz kollajen I’den daha iyi kondrojenik fenotipi destekledigi
literatiirlerde gosterilmistir. Bunun disinda doku hasar1 yliksek olup ameliyat gerektiren
vakalarda onarmay1 hizlandiric1 yardimer destek materyal olarak kullanilabilecegi 6n
goriilmektedir. Olusturulacak hidrojel formiilasyonu farkli etkin madde ya da biiylime
faktori gibi biyolojik iiriinleri viicut igindeki hedef bolgesine kontrollii bir sekilde

aktarilabilecek 6zellikte olacaktir.



2. TEMEL BiLGILER
2.1.Kartilaj Dokusu

2.1.1. Kartilaj doku yapisi

Kartilaj dokusu, destek dokusunun 6zel bir ¢esitidir. Kondrosit adi verilen kikirdak
hiicreleri, kollajen ve elastin iplikgikler ile etkilesen makromolekiiller bakimindan zengin
bir hiicre dis1 matriks (Ekstraseliiler matriks, ECM) ile karakterize edilmektedir. ECM,
kondrositler tarafindan sentezlenerek salgilanmaktadir. Kollajen, hiyaluronik asit
proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar tim kikirdak tiplerinin matriksinde yer alan
temel makromolekiillerdir (T1gli, 2009). Kikirdak, kemikten ¢esitli sekillerde farklilasan
esnek bir bag dokusudur. Birincil hiicre tipleri osteositlerden ziyade kondrositlerdir.
Kondrositler, kollajen hiicre disi matriksi (ECM) iireten ve daha sonra matrikste
yakalanan ilk kondroblast hiicrelerdir. Kikirdagin temel maddesi kondroitin siilfattir ve
mikro mimari a¢idan kemige nazaran ¢ok daha az organize olmustur (Tigl, 2009).
Kikirdagin ti¢ 6nemli gorevi vardir. Uzun kemiklerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in bir kalip
gorevi yapar. Fetal iskeletin biiyiik kismi kikirdaktan olusur ve endokondral
kemiklesmede 6nemli bir rol oynar. Ayrica biliylime ¢aginda uzun kemiklerin biiylimesine
yardimct olur. Erken evredeki kikirdak hiicreleri kondroblastlar ve olgun kikirdak
hiicreleri kondrositler olup gorevleri kikirdak matriksinin tretimini ve devamini
saglamaktir (Demirdogen, 2012).

Kikirdak dokusu, Hyalin, elastik ve fibroz kikirdak olmak tizere 3 farkli kikirdak
tirevinden meydana gelmektedir (Sekil 1). Her ii¢ formda da kikirdak avaskiilerdir ve
besin maddelerinin kilcallarin  bitisik bag dokusundaki (perikondriyum) veya
kilcallardan, eklem bosluklarindan gelen sinovyal sivi diflizyonu ile beslenir. Bazi
durumlarda, kan damarlar1 kikirdaklar1 beslenmeyen dokulara dogru ilerletir, ancak bu
damarlar kikirdak i¢in besin saglamaz. Bir avaskiiler dokudaki hiicrelerin beklenebilecegi
gibi, kondrositler diisiik metabolik aktivite sergilerler. Kikirdakta lenfatik damar veya
sinir yoktur. Perikondriyum, kikirdagi cevreleyen, kikirdak ile kikirdak tarafindan
desteklenen doku arasinda bir ara yiliz olusturan yogun bir bag dokusunun kilifidir.
Perikondriyum, avaskiiler kikirdak icin vaskiiler destegi saglar ve ayrica sinirler ve
lenfatik damarlar igerir. Hareketli eklemlerin kemiklerinin yilizeylerini kaplayan eklem
kikirdag1 perikondriyumdan yoksundur bu yiizden eklem kikirdagi sinoviyal sividan

oksijen ve besinlerin difiizyonu ile korunur (Junqueira ve Carneiro, 2005).
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Sekil 2.1. Kikirdak Dokusu yapist ( Junqueira ve Carneiro, 2005)
2.1.2 Kartilaj doku olusumu ve gelisimi

Kartilaj embriyoda 5. Hafta belirir. Embriyonun belirli yerlerinde bulunan
mezodermal hiicrelerin farklilagmasi ile mezankimal hiicreler meydana gelir. Kikirdak
dokusu gelisme siireci mezenkimal hiicrelerin kiimelenmesi ile baglar. Bu kiimelenme
hiyalin kikirdak yapisini olusturmaya baslar. Onciil kikirdak dokuya “blastema
(prekondral doku)” denir. Blastema hiicreleri matrisi salgilama durumuna geldikten sonra
“kondroblast” adini1 alir (Sekil 2.2). Boylece olduk¢a kompakt ve kondrablastan zengin
ilk kartilaj taslagi olusur. Matris sentezi basladiktan sonra hiicreler birbirlerinden
uzaklasir ve hiicreler tamamen matris ile ¢evrelendiklerinde “kondrosit” adini alirlar
(Sekil 2.3). Kartilajda farklilasmanin merkezden ¢evreye dogru olmasinda dolayi

merkezdeki hiicreler kondrosit, periferdeki hiicreler tipik kondroblast halindedir.



Perikondriyumun kondroblast ve fibroblastlarini gelismekte olan kartilajin yiizeyindeki
mezenkim olusturur (Cincik, 2000).

Kikirdak dokusu apozisyonel (yiizeysel) ve interstisiyel (i¢) biiylime olmak
tizere iki yonde gelisir. Apozisyonal biiylime, perikondriyumun matris icerigini (tip I
kollajen) salgilayan ve perikondriyumun i¢ kisminda yer alan fibroblast benzeri hiicreler
yeni kikirdak hiicrelerini olusturur. ilk olarak hiicrelerin sitoplazmik aktiviteleri durur.
Daha sonra ¢ekirdek yuvarlaklasir, sitoplazma igerigi artar ve belirginlesir. Boylece hiicre
kondroblast halini alir. Kondroblast tip 11 kollajen salgilamaya baslar. Olusan yeni matris
kikirdak kiitlesini arttirir. Interstisiyel biiyiime, kikirdak dokusundaki hiicrelerin yeni
kikirdak hiicrelerini olusturmasiyla meydana gelir. Lakuna igerisindeki hiicreler
boliinerek yeni hiicreleri meydana getirir ve hiicre dis1 matris sentezlenmeye baslanir. Bu
noktada hiicreler matris ile ¢evrelenerek kendi lakunalarini olusturur ve matris sentezi
devam ettikge birbirlerinden ayrilirlar. Interstisiyel biiyiime uzun kemiklerin epifizyal

plaklarinda ve artikular kikirdakta goriilmektedir (Suh ve Matthew, 2000).

Sekil 2.2. Kikirdak histogenezi. (a) Mezenkimal hiicreler, (b) Farklilasma asamasinda mezenkimal
hiicrelerin hizla ¢cogalip yuvarlaklasmasi, (c) Yogun matris sentezi sonucu kondroblastlarin merkezden
cevreye dogru birbirlerinden uzaklagmasi ve kondrosit hiicrelerini olusturmalari, (d) kikirdak hiicrelerin
cogalmasi ile olusan izojenik grup kiimeleri ve gruplari ¢evreleyen teritoryal (kapsiil) matris (Junqueira
ve Carneiro, 200)

2.2. Kartilaj Dokusu Cesitleri

Insanlarda Kartilaj dokusu kemiklerin eklem yiizeylerinde, trakea’da, bronslarda,
burun’da, kulaklarda, larinks’de ve intervertebral disklerde bulunur. Kikirdak dokuda;

hiicreler, baglar ve sekilsiz destek maddesi bulunur. Kikirdak dokusu hiicresel olmayan



komponent yoniinden zengindir ancak kan damarlar ile sinirlerden yoksundur (Gtirer,
2011).
Kikirdak dokusu 3 farkli tipten meydana gelir; (Sekil 2.3)

1. Hiyalin kikirdak
2. Elastik kikirdak
3. Fibroz kikirdak.

Solunum
sistemi kikardak
dokusu

Meniskus

mm Fibrokanila lalardak

a d  Elastklalordak

Sekil 2.3. Kikirdak Dokusu ¢esitleri (http-1)

2.2.1. Hiyalin kikirdak

Hyalin kikirdak, ti¢ kikirdak formunun en yaygin olani ve en iyi ¢alisilanidir. Taze
hyalin kikirdak mavimsi beyaz ve yar1 saydamdir. Embriyoda, yavas yavas kemik ile yer
degistirene kadar gegici bir iskelet islevi goriir. Yetiskin memelilerde, hiyalin kikirdak

hareketli eklemlerin eklem yiizeylerinde, biiyiik solunum yollarinin duvarlarinda (burun,



girtlak, trakea, bronslar), kaburgalarin ventral uclarinda, sternum ile ve epifiz plakasinda
eklemlendikleri yer ve kemigin uzunlamasina biiylimesinden sorumlu oldugu bdlgede
bulunurlar (Demirdégen, 2012).

Hiyalin kikirdagin matriksi homojen bir yapidadir. Hiicreler arasi temel maddesi
glikokozaminoglikanlar ve glikoproteinlerden meydana gelmektedir. Proteoglikanlar
katyon baglayic1 Ozelliktedir bundan dolayr matriks ic¢inde su ve elektrolitlerin
tasinmasinda onemli rol alirlar. Hiyalin kikirdak matriksinde ilerleyen yasla birlikte,
matriks kalsifikasyonu gibi dejencrasyonlar meydana gelir. Hiyalin kikirdak
rejenerasyonu oldukga giigtiir (An ve Martin, 2003).

Eklem bolgelerinde ki kikirdak doku (hiyalin kikirdak) bir gerilime maruz
kaldiginda veya eklem hareketine bagli olarak kisa siireli bolgesel degisiklikler meydana
geldiginde dokunun igerisindeki sivi miktar1 buna bagh olarak degiskenlik gosterir.
Yiiksek derecelerde hidrasyon ve sivinin matriks i¢indeki hareketi, kikirdak dokusunun
basing ve agirhiga karst mukavemetini saglar. Matriksin sentezi ve devamliligl,
kondrositlerin matriks yapisindaki degisimi fark etme yetenegine baglidir. Kondrositler
bu degisimlere cevap olarak yeni molekiillerin sentezini yapar. Bunun yani sira matriks
bir sinyal degistirici gibi davranarak kikirdaga bir gerilim uygulandiginda mekanik,
elektriksel ve kimyasal sinyaller ile kondrositlerin sentez aktivitesini uyarir. Yas
ilerledikge matriks igerigi degisir ve kondrositler bu uyarilara cevap verme yetenegini
kaybeder (Suh ve Matthew, 2000). Hyalin kikirdaklarin yasla birlikte kemiklesme ve

kalsifiye olma egilimleri vardir (Ozemre ve ark., 2016).

2.2.2. Elastik kikirdak

Elastik kikirdakta kondrositlerin sekli hyalin kikirdaktaki kondrositlere benzerdir.
Ve hyalin kikirdak gibi perikondriuma sahiplerdir. Etraflari kapsiille ¢evrilidir. Tek tek
hiicreler seklinde veya birkag hiicreden olusan izogen gruplar halinde bulunurlar. Elastik
kikirdak daha esnek ve biikiilebilir ve ayrica matriksinde Tip Il kollajene ek olarak bol
miktarda elastik lif mevcuttur. Kulak kepgesi, Ostaki tiipii, epiglot ve aritenoid kikirdagin
vokal ¢ikintilarinda bulunur. Elastik kikirdakta kemiklesme olmaz, dejenerasyon daha az
goriiliir (Ozemre ve ark., 2016).

Elastik kikirdakta, matris, maddesinde gomiilii olan elastik liflerin bollugu
nedeniyle, soluk sar1 bir goriiniime sahiptir. Bu kikirdak ¢esidi, hiyalin kikirdaktan daha

esnektir (Cevirme, 2014).



2.2.3. Fibroz kikirdak

Fibroz kikirdak gri-beyaz renkte goriilmektedir. Fibroz kikirdak, siki bag dokusu
ile hiyalin kikirdagin karisimindan meydana gelmektedir. Daima kompakt bag dokusu ile
birliktedir. Kikirdak hiicreleri ve az miktarda da matriks bol miktarda ki kollajen fibriller
(Tip I) arasinda yer alir. Kondrositler, tek tek ya da izogen grup dizileri olusturarak art
arda yerlesirler (Erdogmus, 2012).

Insanlarda dis kulagi, orta kulagin isitme tiipiinii ve epigloti olusturur. Bunun
disinda tendonlarin veya ligamanlarin sikistirma altinda oldugu bolgede bir fibrokartilaj

matrisi olusturulur (Benjamin ve Ralphs, 1998; Palmer, 1989).

2.3. Eklem Kikirdag

2.3.1. Eklem kikirdag yapisi
Eklem kikirdak (Artikiiler kikirdak, AC), diarthrodial eklemlerde bulunan ve

viicudun eklemli kisimlarindaki kemiklerin uclarini orten 6zel bir hiyalin kikirdak
seklidir. Insan eklem kikirdag: en fazla birkag¢ milimetre kalinligindadir. Hiicre dis1 matris
esasen, viicut agirligimin 6-8 katina kadar dayanabilecek sekilde sikistirma, gerilme ve
kayma gerilmelerine kars1 doku direncini saglar (Calikoglu, 2011).

Eklem kikirdagi bir avaskiiler dokudur ve esas olarak yogun bir proteoglikan ve
kollajen matrisinde kaplanan kondrositlerden olusur, bu nedenle kendi kendine onarim
i¢in sinirli kapasiteye sahiptir (Gol, 2015). Genel olarak, kondrositler kikirdak dokusunun
%10'undan azin1 olustururken geri kalan1 % 75-80 su, % 50-70 kollajen tip Il ve % 15-30
proteoglikandan olusan hiicre dis1 matrikstir (ECM). Eklem kikirdagi, yasam siiremiz
boyunca devamli olarak mekanik gerilimlere maruz kalir (LeBaron ve Athanasiou, 2000).
Bun gerilimler kikirdak dokusunun saglikli kalmasi i¢in gerekli uyarilardir (Stockwell,
1991). Yiik tasimayan kikirdak incelir ve yumusar. Yik tasiyan eklem ylizey
alanlarindaki kikirdak dokusu, daha kalin ve mekanik olarak daha giicliidiir. Kikirdak
dokusu; farkli yiiklenme sekillerine gore, metabolik degisiklerle uygun cevabi verir
(Giirer, 2011; Hall ve ark., 1996). Kiiciik yaslarda ¢ok fazla miktarda olan hiicre
yogunlugu, ilerleyen yasla birlikte azalma gosterir, kikirdak daha baskin hale geger. Bu
azalma 20-30 yaslar arasinda pik yapar ve hiicre yogunlugunun en az oldugu dénem bu

yaslar arasindaki donemdir (Freeman, 1979).



Eklem kikirdagi her ne kadar hyalin kikirdak yapisina sahip olsa dahi, eklem
kikirdag: diger hyalin kikirdaklardan (nazal ya da trakea kikirdaklar1 gibi) ayiran bazi
Ozellikleri mevcuttur. Diger hyalin kikirdak yapilarinda bulunmayan kalsifiye yapisi
vardir. Bu yapidan baslayarak eklem yiizeyine dogru dikey ilerleyen ve yiizeyde
biikiilerek paralel olarak devam eden Tip Il kollajen lifleri olusumu ve bu liflerin arasinda
kolonlar halinde yerlesmis “sferik” (kiiresel) hiicreler ile yiizeyde yasst halindeki
kondrositler seklinde bir mimariye sahiptir. Bu mimari, eklem yiikiiniin taginabilmesi i¢in
Ozgiin bir yapidir (Breinan ve ark., 2001).

Eklem kikirdagi; hiicresel yapisi, biyomekanik bilesim ve yapisal olusum
bakimlarindan, dort ayri tabakadan olugmaktadir. Bunlar yiizeysel tabaka, orta tabaka,
derin tabaka ve kalsifiye olmus tabaka (Sekil 2.4). Derin tabaka ile kalsifiye olmus

kikirdak tabaka arasinda “tidemark™ ad1 verilen bir gegis bariyeri bulunmaktadir.

Yiizeysel bolge #

Lifler ylizeye paralel

Gegig bolgesi — !

Lifler rastgele

Derin bolge o)
Lifler yuzeye dik

o 4 Tidemark
a2 F. Subkondral kemik
Siingerimsi kemik

Sekil 2.4. Eklem kikirdagi yapisi (http-2)

Yiizeysel tabaka iki katmana sahiptir. Agirlikli olarak sadece kiigiik polisakarit
icerigine sahip kollajen liflerinden olusan birinci katman, eklem yiizeyini kaplar. ikinci
katman ise kondrositlerin birinci katmanin altinda yiizeye diiz ve paralel bir sekilde
yerlesmesiyle olusur. Ek olarak, kollajen lifleri bu bolgedeki eklem yiizeyine paralel
olarak hizalanir. Orta tabaka en kalin tabakadir, kondrositler, rasgele dagilmis ve diisiik
miktarda kollajen lifleri i¢eren ince bir hiicreli boliim ile ¢evrili olarak yuvarlaklasir. Su
ve kollajen igerigi yiizeyel kata gore daha azdir (Temenoff ve Mikos, 2000,Poole ve ark.,

2001). Derin tabakada ki kondrositlerin metabolik aktivitesi yiizeysel tabaka
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hiicrelerinden on kat daha fazladir. Bu bolgede ki kollajen lifleri en biiyiik captaki
kollajen lifleridir. Kollajen lifleri yiizeye dik siitunlar seklinde dizilmistir. En yiiksek
konsantrasyonda proteoglikanlari ve en diisiik konsantrasyonda suyu icerir. Bu lifler derin
tabaka ile Kalsifiye kikirdak arasindaki gecisi isaretleyen c¢izgiye yapisir. Kismen
mineralize olan kalsifiye bolge, subkondral kemige en yakin konumda bulunur, kikirdak
ve altta kalan subkondral kemik arasinda bir gegis gorevi goriir. Bu bolgenin kondrositleri
daha kii¢iiktiir ve neredeyse hi¢ endoplazmik retikulum icermemekte ve kalsifiye bir
“ECM?” tarafindan tutulmaktadir (Calikoglu, 2011; Meyer ve Wiesmann, 2006).

Yiizeysel tabaka, yiiksek konsantrasyonda Kkollajen lifleri icermektedir. Bunlar
birbirlerine dik agida yani eklem yiizeyine paralel diizenlenmistir. Metabolik aktivitesi
diisiiktiir. Makaslama (Etki noktasinda, bir cismin ylizeyine etkiyen teget kuvvet bileseni)
kuvvetlerine karst koyar. Orta tabakada kollajen fibrilleri oblik (egik) olarak
diizenlenmistir (Miller ve ark., 2012). Bu bolgenin metabolik aktivitesi yiiksektir ve daha
cok kompresif (basingli) kuvvetlere karsi koyar. Derin tabakada ise kollajen fibrilleri
vertikal (dikey) olarak yerlesmistir. Bu bolgede kollajen boyutlari bol miktardadir ve
kompresif kuvvetlere karsi1 koyar. Tidemark bolgesinde kollajen lifleri yiizeysel tabakada
oldugu gibi horizontaldir (yatay). Tidemark bolgesinin 2 fonksiyonu vardir. Makaslama
kuvvetlerine kars1 korumak ve bariyer gorevi gérmek. Bu bdlge, ¢cocuklardan ziyade
eriskinlerde daha belirgin haldedir. Kalsifiye bolgenin en 6nemli temel bileseni
hidroksiapatit kristalleridir. Bu bolge ¢ipa gorevi gormektedir. Yiizeyel bolgeden derin
bolgeye inildik¢e, kondrosit hacmi artarken, kollajen lifleri eklem yiizeyine dik hale gelir
(Eyre ve ark., 2006; Wong ve ark., 1996).

Eklem kikirdaginin, yiizeysel tabakasinda kollajen liflerinin yonii mekanik agidan
cok oOnemlidir. Kikirdak yiizeyi sivri bir cisimle delindiginde doku kollajen lifleri
boyunca ikiye ayrilir. Buda, dokudaki mekanik davraniglarin yone bagli oldugunun bir
kanitidir (Giirer, 2011).
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Tablo 2.1. Eklem kikirdag: tabakalarinin yap ve ézellikleri (Giirer B., 2011)

Tabaka Kalinlik(pm) | Ozellik Kollajen Fonksiyon
Dizilimi

Yiizeyel 40 Metabolik Horizontal | Gerilmeye karsi
aktivite dlsik

Orta(Gecgis) 500 Metabolik Oblik Kompresyona
aktivite yliksek kars!

Derin 1000 Kollajen boyutu Vertikal Kompresyona

karsi

Tidemark 5 Bariyer Horizontal | Gerilmeye karsi

Kalsifiye 300 Hidroksiapatit - Ankor
kristalleri

2.3.2. Eklem kikirdag kusurlari

Etkiler, soklar ve sert yiiklenme, eklem kikirdagina zarar verebilir; bu da agriya,

sismeye ve fonksiyon bozukluguna ve hatta eklemde dejenerasyona neden olur. Artikiiler

(Eklem) kikirdak yaralanmalari, verilen hasar ve onarimdaki farkliliklara gore ti¢ sinifa

ayrilabilir: Matris bozulmasi, eklem kikirdak yilizeyinin mekanik bozulmast “kismi

kalinlik kusurlar1” ve eklem kikirdak ve subkondral kemigin mekanik bozulmasi “tam

kalinlik defektleri” (Calikoglu, 2011).

Matris bozulmasinda ECM zarar goriir ancak, kondrositler hasarli dokuyu onarmak
aicin daha aktif hale gelir. Bu tiir yaralanmalar, araba kazalarinda meydana gelen
dogrudan soklardan kaynaklanir.

Kismi kalinlik kusurlarinda, kikirdak yiizeyi de ECM'nin yani sira hasar goriir,
subkondral kemik ise bozulmadan kalir. Bununla birlikte, yaralanmadan sonra,
komsu kondrositler ¢ogalmaya baslar ve bu da hasart onarmak ic¢in yeterli
olmayabilir.

Tam kalinhiktaki kusurlarda, sadece kikirdak dokusu degil, ayni zamanda
subkondral kemik de hasar goriir, ¢ogunlukla geri doniissiizdiir. Ek olarak, kemik
iliginin i¢indeki progenitdr hiicreler (pluripotent mezenkimal kok hiicreler) defekti
onarmak icin hasarli bdlgeye goc edebilir. Bu hiicreler genellikle, daha diisiik

kikirdaktan ziyade fibrokartilaj olusturur. Bu tiir bir iyilesme yeni olusturulan

11



dokunun birkag¢ ay iginde bozulmasina neden olabilir (Temenoff ve Mikos, 2000;
Buckwalter, 1998).

Osteokondritis dissekans (OCD) 1888 yilinda Konig tarafindan, ilk bir travma
olmaksizin eklemlerde serbest cisimlerin olusmasina yol agan bir durum olarak tarif
edilmistir. Osteoartrit (OA), yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklagik 90 milyon
yetigkin (yetigskin niifusunun % 36,8'1) ve diinya genelinde yiiz milyonlarca insani
etkileyen en yaygin artrit seklidir. OA igin risk faktorleri ¢esitlidir bunlar; obezite,
cinsiyet, yas, eklem ve akut eklem travmasinda dogustan yapisal anormallikleri gibi
durumlardir. (Krishnan ve Grodzinsky, 2018). 2011 yilinda, ABD’de OA’ya iliskin
toplam dogrudan saglik harcamasi 41,7 milyar dolardi (Chubinskaya ve ark., 2015;
Menon ve Mishra, 2018).

En sik goriilen eklem kikirdak kusuru dejeneratif eklem hastaligi olan osteoartrit'tir
(OA). Modern diinyamizda OA, yasam kalitesini diisiiren {iglincii hastaliktir ve
ontimiizdeki yillarda artmasi1 beklenmektedir (Teichtahl ve ark., 2008). Eklemlerdeki sivi
eksikligi, otoimmiinite (viicudun kendine saldirmasi), enfeksiyon veya bir¢ok faktoriin
birlesiminden kaynaklanabilecek enflamatuar bir hastaliktir. Artrit semptomlart genel
olarak eklem agrisi, duyarlilik, sicaklik, sisme, kizariklik ve hareket giicliigli gibi diger
komplikasyonlardir (G6l, 2015). OA’nin erkenden teshisi de zordur ¢iinkii en erken
asamalarda yer alan kikirdak degisiklikleri, dokunun anevral dogas1 nedeniyle agriya
neden olmaz. Bu nedenle, hastalar hastalik ilerleyene kadar semptomsuz kalabilir.
Bundan dolay1 6nemli ve onarilamaz eklem hasarlart meydana gelir (Bijlsma ve ark.,

2011).
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2.3.3. Eklem kikirdag: onariminda uygulanan yontemler

i.  Abrazyon artroplastisi (subkondral kemige penetrasyon)

Giiniimiizde kullanilmayan bir yontemdir. Belli aparatlar ile kanayan kemige kadar
subkondral kemigin traglanmasi esasina dayanir. Bu yontemde kemik iligi kaynakli fibrin
pihtis1 sayesinde tamir dokusu olusur. Bu doku fibr6z kikirdak yapisindadir (Haberal,
2015).

il. Drilleme

Bu yontem yara debridmami (Yaralarin tiizeri veya kenarindaki canliligini
kaybetmis, kontamine ve yabanct maddelerin kaldirilmasi islemine debridman denir)
sonrasi bir “Kirschner teli” ile delikler agilmasi esasina dayanmaktadir. Gliniimiizde bu

yontem yerine mikro kirik tedavisi uygulanmaktadir (Haberal, 2015).

iii.  Mikro kirik

Steadman tarafindan 1997“de bulunan bir yontemdir. subkondral kemige
penetrasyon yontemi olarak bilinir. Bu teknik, mezenkimal kok hiicrelerin kemik
iliginden kikirdak hasar1 bolgesine gogilinii arttirarak kusurlu boélgenin tedavisini

amaglamakla birlikte, siklikla biyokimyasal ve biyomekanik olarak hiyalin eklem

13



kikirdagindan daha zayif olan fibrokartilaj olusumu ile sonuglanmaktadir. Bu yonteme

mikrofraktiirde denmektedir (Celik, 2018; Steadman ve ark., 2003).

iv.  Osteokondral otolog transferi

Osteokondral otolog transferi (Osteochondral Autologous Transplantation; OAT)
1993°te ilk Bobic ve Matsusue ve ark. tarafindan tanimlanmistir. 1991 yilinda hayvan
deneylerine baslanmasiyla ilk adimlar atilmigtir. 1992 yilinda standardize metodun
gelistirilmesi ile klinik uygulamaya gegilmis ve 1997°de bu sonuglar yaymlanmaya
baslamistir. Kiigiik osteokondral greftlerin hasar igine dizildigi mozaikplasti yontemi ise
Bobic ile Hangody ve ark. tarafindan 1996 yilinda tanimlanmistir (Bobi¢, 1996; Matsusue
ve ark., 1993). Osteokondral greft tekniginde hiyalin kikirdak ve osteokondral birlesme
kesin olarak mevcuttur. Greftlerin, hazir artikiiler yiizey ile birlikte matriks devamliligini
saglayacak canli kondrosit transfer etme avantaji vardir. Osteokondral otolog transferi tek
seferde gerceklestirilebilmekte ve aninda farklilasmis olgun hiyalin  kikirdak
saglamaktadir. Bunun yani sira greft alinan dondr sahalarin kisitli olmasindan dolay1
kullanim alanmm kii¢iik defektler ile smirlandirmaktadir. Donor sahanm durumu
konusunda kesin bir bilgi olmamasi, greft ile transfer edilecek sahanin kikirdak
kalinliklar1 arasindaki farkin 6nemi ve greftler arasindaki 6lii boslugun durumu, klinik

engeller arasindadir (Bobic ve Noble, 2000; Yilmaz, 2010).

v.  Otolog kondrosit implantasyonu (ACI)

Son yirmi yilda énem kazanan bir diger yontemdir. 2cm? “den kiiciik defektlerde
ilk tercih mikro kirik tedavisi iken 2cm? “den biiyiik ve aktivite diizeyi yiiksek olan
hastalarda ilk tercih otolog kondrosit implantasyonudur.

ACI uygulanan hastalarda cerrah, kikirdak hiicreleri (kondrositler) dahil olmak
tizere kiiciik kikirdak parcalarinin eklemin agirlik tasimayan bir bolgesinden toplandigi
bir baslangi¢ prosediirii (artroskopi) gerceklestirir. Kikirdak pargalari, yeterli hiicre
sayisina (genellikle 5 ila 10 milyon hiicre arasinda) ulasilmasi icin hiicrelerin izole
edildigi ve kiiltiirlendigi (¢ogaltildigr) bir laboratuvara 3-5 hafta boyunca ¢ogalmasi igin
gonderilir. Hasta daha sonra ikinci bir ameliyata alinir. Cerrah 6nce hasarli bolgeyi
hazirlar ve piiriizsiizlestirir, yamaya benzer bir zarla orter ve daha sonra zarin altina
laboratuvarda yetistirilen kondrositleri enjekte eder. Glinimiizde, otolog kondrositlerin
ameliyattan once ekilebilecegi yenilik¢i biyomalzemelerin kullanilmasi: da miimkiindiir

ve bu hiicre bazli “iskele” kikirdak lezyon bolgesine implante edilebilir. Hiicreler daha
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sonra eklem iginde biiyiir ve olgunlasir ve hasarli alan1 yavas yavas canli, saglikli kikirdak
ile degistirir (ICRS “interterritorial cartilage regeneration and joint preservation society”).

ACI'nin temel avantaji, sadece fibroz kikirdak ile sonuglanan dokuyu tamir etmenin
aksine, orijinal ile neredeyse aym1 doku olusturmak igin  kikirdak
rejenerasyonunu basarmaya yaklasan ilk tedavi olmasidir. ACI dezavantajlari;
ACI pahali bir prosediirdiir ve tedaviyi saglayan, hastalarin erisimine agan kurumlarin,
bu teknigi kullanan hastalara saglanan katkiyr ya da uzun vadede potansiyel ulusal
ekonomik kazanimlara saglanan fayday1 goz ardi etmeleridir. Sonug olarak, diizenleyici
sistemler (saglik kurumlari), ACI'nin benimsenmesindeki en biiyiik engellerden biridir.
ACI'nin bir bagka dezavantaji, spora veya yogun aktiviteye erken donmek isteyenlerin,
dokunun olgunlagmasi i¢in 9-12 ay tedavi siireciyle karsilasmasidir (Brittberg ve ark.,
1994; Peterson ve ark., 2010).

vi. 3D Doku iskelesi bazh tedaviler

Ex vivo caligmalar, implantasyonlardaki basarili kikirdak rejenerasyonunun hem
kondrosit proliferasyon diizeyine hem de hiicre karakterinin korunmasi ve desteklenmesi
icin hiicre iskelesi olarak gorev yapan bir 3D matriks i¢indeki kok hiicrelerin farklilagsma
kapasitesine bagl oldugunu gostermistir. ikinci nesil ACI uygulamalarin temelinde,
kikirdak hasar bolgesine kondrositlerin implantasyonu igin iskele tabanli yaklagimlar ve
bunlarin gelistirilmesi vardir. Kondrositler bir 3D ortamda kiiltiir edildiklerinde,
dediferansasyona daha az egilimli olurlar ve bu nedenle hiyaline daha benzer bir kikirdak
yapist olusturulur. Matriks kaynakli otolog kondrosit implantasyonu (MACI) klinik
pratikte en sik kullanilan iskele hiicre tabanli kikirdak onarimi teknigidir. ACI'ye
tedavisindeki gibi, MACI da iki cerrahi prosediir gerektirmektedir. Genel olarak, tiim
calisgmalar MACI'nin, 2 yil siiresince yapilan takiplerinde ACI veya mikrofraktiire
yontemlerine gore iistiin olmadigi, benzer sonuglara sahip oldugunu gostermistir (Celik,

2018).
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vii.  Intra-artikiiler enjeksiyonlar

Eklem agris1, dejeneratif kikirdagin en 6nemli semptomudur. Agrinin gegici siireyle
de olsa agrinin etkisinin ortadan kaldirilmasi hastanin yagam kalitesini 6nemli 6lgiide
arttirmaktadir. Bundan dolay1 diz bosluguna uygulanan (intra-artikiiler) kortikosteroid,
hyaluronik asit ve tiirevleri vb. enjeksiyonlar, klinikte en sik kullanilan tedavilerdir ve
hastalarin agrilarinin azaltilmasina operasyon Oncesi veya sonrasinda yardimci
olmaktadir. Bu tedavi yontemi kalici tedaviye ek olarak yapilan bir uygulamadir (Ayhan
ve ark. 2014). Yapilan bazi ¢alismalarda uygulanan kortikosteriod tiirevi enjeksiyonlarin
etkisinin kisa siirdiiglinii ve gereksiz bulundugu belirtilmektedir. Bunun disinda
hyaluronik (HA) asit gibi viskozite arttirict enjeksiyonlarda vardir. Sonug olarak diinya
tizerinde OA gibi dejeneratif kikirdak kusurlarindan muzdarip olan milyonlarca insan

oldugundan dolay1 tedaviler de maliyet-fayda iliskisi gozetilmektedir.

viii.  Platelet zengin plazma (PRP) tedavisi

Trombosit bakimindan zengin plazma (PRP) yontemi, hastadan alinan kanin
santrifiij edilerek tretilen kii¢iik bir plazma hacmindeki insan trombositlerinin otolog
konsantrasyonudur. Trombositler alfa graniillerinde bir dizi biiyiime faktorii ve arabulucu
icerir. (Donistiiriicti biiylime faktorii [TGF] -bl, trombosit kaynakli biiyiime faktord,
bazik fibroblast biiylime faktorii, vaskiiler endotel biiylime faktorii, epidermal biiylime
faktorii, insiilinlik bitylime faktorii [IGF] -1). Bunlar Santrifiijleme iglemi ile konsantre
edilir ve daha sonra viicudun dogal iyilesme siirecini arttirmak igin bir yaralanma
bolgesine gonderilir. Normal insan trombosit sayist 150.000 ila 350.000 / mL arasinda
degismektedir. Kemik ve yumusak doku iyilestirme 6zellikleri {izerine yapilan ¢alismalar
sonucu elde edilen gelismeler 1.000.000 / mL'lik konsantredeki trombosit miktari ideal
bulunmustur ve bu nedenle PRP'nin bir caligma prosediirii olarak 6nerilen 5 mL'lik
plazma hacmindeki bu trombosit konsantrasyonudur (Le ve ark., 2019; Stevens ve
Khetarpal, 2018).

PRP tedavisinde kalsiyum kloriir takviyesi ile belli bir aktivasyon olusturulur. Bu
aktivasyon platelet jeli olusumunu, biiylime faktorleri ve biyoaktif molekiillerin
salinimin1 tetiklemektedir. Boylece, trombositler yaralanan bolgeye genis bir aralikta
bliylime faktorleri saglayarak onarim mekanizmasina aktif olarak katilmaktadir. OA'l
(osteoartrit) hayvan modelleri iizerine yapilan deneysel caligmalarda PRP'nin kondrosit

apoptozu ve OA ilerlemesini inhibe ettigi ve eklem kikirdaktaki proteoglikan diizeyini

16



arttirdigr gézlemlenmistir. Ancak, bircok PRP tedavisi yaklagimlari mevcuttur. Ve etki
mekanizmalart tam anlamiyla belirlenememistir. Gen¢ hastalarda ve hafif OA
vakalarinda daha umut vaat eden sonuglar ortaya ¢ikmasinin yani sira, artan PRP Klinik
uygulamalarmma ragmen, tedavinin yiiksek kalitede net bir iyilesme sagladigini

destekleyen kanitlar heniiz yoktur (Celik, 2018).

2.4 Kikirdak Doku Miihendisligi

“Doku miihendisligi” terimi ilk olarak 1987 yilinda Kaliforniya Universitesi’nden
(San Diego) Dr. Y.C. Fung tarafindan ABD Ulusal Bilim Vakfi’nin (NSF) bir
toplantisinda dile getirilmis. Asil doku miihendisligi yaklasimi ise Massachusetts
Teknoloji Enstitiisii’'nden (MIT) kimya miihendisi Prof. Robert Langer ve Harvard
Universitesi Tip Fakiiltesi’nden cerrah Prof. James Vacanti’nin ortak calismalar
sayesinde tanimlanmis ve 1990’larin basindan beri bu konudaki bilimsel arastirmalar hiz
kazanmistir (Glimiisderelioglu, 2010).

Diz eklemlerinde artikiiler kikirdak rejenerasyonu i¢in asindirict kondroplasti,
mikro kirik ve silingerlesme, doku veya kondrosit / kok hiicre nakli gibi cerrahi
prosediirler dahil olmak ftizere farkli terapotik yaklasimlar kullanilmigtir. Doku
mihendisligi yaklasimlari, biyolojik bilimler, biyoteknoloji, kimya miihendisligi,
malzeme bilimi, tip vb. bilimlim dallarin1 igeren multidisipliner alanlarin kavram ve
tekniklerini, in vitro dokularin yenilenmesi veya biiyiitiilmesi i¢in uygulayan geleneksel
tedavilere alternatif olarak ortaya ¢ikmistir (Dubey ve Deng, 2018). Kikirdak doku
miithendisliginde amag kusurlu bolgeye hiicre gociinli saglamak ve eski doku yapisini
cesitli biyomalzemeler yardimiyla kazandirmaktir.

Hastalikli veya kusurlu dokulari tedavi etmek i¢in ii¢ ana terapotik doku mithendisligi
stratejisi vardir.

i.  Taze izole edilmis veya kiiltiirlenmis hiicrelerin implantasyonu

ii.  Hiicrelerden ve iskelelerden kombine edilmis in vitro dokularin implantasyonu

iii.  Insitu (yerinde) doku rejenerasyonu

2.4.1. Iskele tasarimi ve biyomalzemeleri

Eklem kikirdak miihendisligi i¢in iskele biyobozunur, biyouyumlu, islenmesi
kolay, toksik olmamali ve faktorlerin, besinlerin ve hiicre goc¢iiniin degisimi i¢in yeterince

gbzenekli olmalidir. Ek olarak, diz eklemlerinde doku rejenerasyonu sirasinda yiike
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dayanabilmelidir. Iskelenin bozulmasi, yiik dagilimi ve neokartilaj olusumu ile uyumlu
olmaldir. iskeleler, dokuya ev sahipli§i yapmak icin tasarlanmis kikirdak
asimilasyonunu katalize etmeli ve dogal hiicrelerin kolonizasyonunu tesvik etmelidir
(Coutts ve ark., 2001). Ozellikle, FDA onayli malzemelerin veya polimerin iskele
amaglar igin kullamlmasi gerekir. iskele biyomateryali olarak baslica tercih edilen
materyaller, esnek tasarimlar ve dzellikleri nedeniyle polimerlerdir. iskele polimerleri iki
kisimda siniflandirilabilir: dogal ve sentetik polimerler. Dogal polimerler; kollajen,
jelatin (denatiire kollajen), hyaluronik asit, fibrin, kitosan, kitin, aljinat, ipek, seliiloz ve
nisasta gibi dogal olarak elde edilen polimerlerdir ve dogal dokuya benzeyen 6zelliklere
sahiptirler. Kollajen, memeli, destek yapilarinda bolca bulunan en yaygin kullanilan
dogal malzemedir (Liao ve ark., 2008). Sentetik polimer olarak sik¢a kullanilan Polilaktik
asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) gibi polihidroksi asit polimerleri ve bunlarin
kopolimerleri polilaktikoglikolik asit (PLGA), FDA (US Food and Drug Administration)
tarafindan onaylanmig polimerlerdir. Bunlar 1990' yillardan beri yiiksek biyouyumluluk

ve biyobozunurluklarindan dolay1 en sik kullanilan sentetik polimerlerdir (Chung ve

Burdick, 2008).

2.4.2. Kikirdak doku miihendisligi hiicre kaynaklari

Ksenojenik, otolog ve allojenik hiicreler, kikirdak dokusu miihendisligi i¢in ana
kaynaklardir. Bununla birlikte, ideal hiicre kaynagi halen arastirilmaktadir. Bu hiicre
kaynaklari, kok hiicre (embriyonik veya yetiskin), primer hiicreler veya hiicre hatlar1 gibi
farklilasmis hiicreler olma 6zelliklerine gore siniflandirilabilir. Kondrositler, mezenkimal

kok hiicreler ve fibroblastlar en ¢ok ¢alisilan hiicre tipleri arasindadir (Calikoglu, 2011).

2.4.3. Biyolojik uyarim

Kikirdak dokusu miihendisliginde kullanilan hiicreler i¢in, kikirdak dokusu
olusumunu indiiklemek ve arttirmak i¢in uyarict faktorler gereklidir. Kiiltiir ortamina
eklenen biiyiime ve farklilagsma faktorleri, belirli farklilasma yollarini indiikler ve
kondrojenik fenotipin korunmasini saglar. Bununla birlikte, bu faktorler, tim kikirdak
tyilesme siirecinde kondrojenik fenotipi indiiklemek ve korumak i¢in yogun bir sekilde

tanimlanmalidir (Chung ve Burdick, 2008).
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Bazi biyosinyal molekiiller ve 6zellikler;

24.4.

Kikirdak doku miihendisliginde en ¢ok ¢alisilan biyoaktif molekiil siniflarindan
biri olan TGF-B hormon ailesinin, memelilerde 20'den fazla iiyesi bulunmaktadir.
TGF-B1 kikirdak spesifik proteinlerin sentezini ve hiicre ¢ogalmasini
desteklemektedir. Ayn1 zamanda kemotaksiyi ve enflamatuar hiicre
aktivasyonunu destekler.

Kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler), TGF protein ailesinin bir alt sinifidir.
BMP-4,6 ve 7’nin, artmis Kollajen tip Il ve proteoglikan sentezi seviyeleri ile
gosterilen kondrojenik farklilagsmay1 indiikledigi gosterilmistir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) familyas: IGF-1 ve IGF-2 ligandlarmi ve
bunlarin reseptorlerini IGF1R ve IGF2R'yi ve ayrica alti1 farkli IGF-baglayici
proteini icerir. Uzunlugu 70 aminoasit olan IGF-1, kikirdak onarimi ile daha fazla
ilgilidir. Kollajen tip II ve proteoglikanin sentezini arttirir ve bu nedenle
kondrojenik farklilasmayi tetikler.

Anabolik rolii olan fibroblast biiyiime faktoriiniin (FGF) kikirdak dokunun
gelisimi ve onarimi i¢in gereklidir. FGF'nin osteoartrit hastalarmin dokularinda
mevcut oldugu bulundu. Ayrica, FGF'nin proteoglikan ve kollajen tip Il sentezini
inhibe ettigi gdosterilmistir

Vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF), 23-kDa polipeptidi, bilylime plakasi
kikirdaginda mevcut kilcal biiylimeye neden olan hormondur.

Trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) (30 kDa) ve epidermal biiyiime
faktori (EGF) (1.6-kDa), eklem kikirdak i¢in diger O©nemli biyoaktif
molekiillerdir. EGF'nin, kollajen tip II ekspresyonunu azaltirken, kondrosit
proliferasyonunu ve kisa vadede DNA sentezini tesvik ettigi bulundu. PDGF,
kondrositler ve MSC'ler gibi mezenkim kokenli hiicreler i¢in mitojenik ve

kemotaktiktir (Calikoglu, 2011).

Hidrojeller

Diger umut vaat doku miihendisligi iiriinii enjekte edilebilir hidrojellerdir. Bunlar

sentetik veya dogal olabilirler. Hidrojeller, temel olarak kimyasal sinyaller ve ¢6ziilebilir

faktorler i¢in 3D destek ve gegirgen matris islevi goriir (Drury ve Mooney, 2003).

Hidrojeller, hiicreleri verimli bir sekilde hapseden, hiicre biiyiimesi, besin maddelerinin
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ve diger faktorlerin transferi i¢in uygun bir ortam saglayan bir yapidir. 3D yapisina
ulagmak i¢in kimyasal veya fiziksel olarak polimerize olurlar. Dokular1 in vivo olarak
yeniden olusturmak i¢in ve iskeleyi hedeflenen bolgeye yerlestirmek i¢in uzun bir cerrahi
stire¢ gerekir ancak hidrojeller bu cerrahi karmasikligin {istesinden gelir. Hidrojeller,
yiiksek su igerigi nedeniyle diger biyomalzemelere kiyasla dogal dokuya daha yakin
benzerlik gosterir. Polimerlerde bulunan hidrofilik gruplar, hidrojelin su emme
kapasitesini belirler, hidrojelin ¢oziinmeligi, polimerik aglarin ¢apraz baglanmasindan
kaynaklanmaktadir. Hidrojellerin 6zellikleri, polimer bilesimi, ag yapisi, bozuna bilirligi
ve capraz baglama yogunlugu gibi faktorlerin degistirilmesiyle kontrol edilebilir ve
degistirilebilir. Hidrojellerin, ilag dagitimi, teshis, biyomedikal implantlar ve doku

miithendisligi gibi uygulama alanlar1 vardir (Yamaoka ve ark., 2006).

2.4.4.1. Dogal hidrojeller

Kollajen

Kollajen dogal bir polimerdir ve iskele gelisimindeki rolii igin genis capta
calisgilmistir. Kollajen tip I ve II, kikirdak rejenerasyonu i¢in hidrojel iskelesini
gelistirmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Kollajen hidrojeller yiiksek sisme oranina
sahiptir ve hidrojellerde kikirdak olusumunu katalizler. Kollajen, kondrositler ile verimli

bir sekilde etkilesime girer ve ECM {iretimini tesvik eder (Yamaoka ve ark., 2006).

Agaroz

Agaroz, deniz yosunlan tarafindan sentezlenen dogal bir polimerdir ve doku
miihendisliginde kesfedilen en eski hidrojellerden biridir. Tersinir jel olusturur ve
hidrojen baglanmasindan dolay1 jellesme hizlidir. Agaroz, dinamik yiikleme ve
tanimlanmis ¢evresel kosullar altinda kikirdak sentezinde ve dogal kikirdaklarin mekanik

ozelliklerini taklit ettigi rapor edilmistir (Mauck ve ark., 2000).

Hiyaliironik asit

HA, B-D (1 = 3) glukuronik asit ve B-D (1 =>» 4) N-asetil-p-D-glukozamin
birimlerinin disakarit alt birimlerinin dogrusal bir polimeridir (Drury ve Mooney, 2003).
Sinovyal eklem sivisinda GAG'lar (Glikozaminoglikan) gibi olduk¢a yaygindir. Ve yara
iyilesmesinde, ECM organizasyonunda ve hiicre farklilagmasinda énemli rol oynar.

Kitosan
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Dogrusal bir polimer olan kitosan, dogal GAG'lara yapisal benzerlik gosterir. Bu
polimerin alt birimi, kitinden elde edilen 1, 4-bagli D-glukozamin ve N-asetil-D-
glukozamin kalintilaridir. Ozellikle, kitosan, N-deasetilasyonundan tiiretilmistir; ancak,
deasetilasyon derecesi % 50 ile % 90 arasinda degismektedir (Lee ve ark., 2001).
Kitosanin hidrojelleri, glutaraldehit, UV 1s1mnim1 ve termal degisim ile iyonik / kimyasal
capraz baglanma kullanilarak sentezlenir. Kitosan ayrica hiicresel etkilesimleri arttirmak,
dogal kikirdak ile yapisal benzerligi arttirmak ve enjekte edilebilir hidrojeller hazirlamak

icin modifiye edilmistir.

Fibrin

Fibrinojen, esas olarak hastanin kendi kanindan izole edilen fibrin dnciisiidiir; bu
nedenle, konake1 biinyede immiin reddedilme ihtimalini azaltir (Spiller ve ark. 2011).
Fibrinojen, fibrin hidrojellerini olusturmak iizere trombin varliginda enzimatik olarak
polimerlestirilir. Bu hidrojel, MSC'lerin kondrositlere farklilagsmasin1 ve kikirdak

olusumunu tesvik eder. Bununla birlikte, bu hidrojel diisiik mekanik 6zellikler gosterir.

2.4.4.2. Sentetik hidrojeller

Polivinil alkol

Polivinil alkol (PVA) hidrojelleri ile kikirdak arasindaki yapisal benzerlik iyi
bilinmektedir ve davranisi, molekiiler agirlik ve hidroliz seviyesi diizenlenerek kontrol
edilmektedir. Bu hidrojeller kimyasal ¢apraz baglama, tekrarlanan dondurma / ¢6zme
islemi ve elektron veya gama isimasiyla hazirlanir. Ancak bu hidrojellerin en biyiik
dezavantaj1 fizyolojik ortamda biyolojik olarak pargalanabilirlik degildir, bu nedenle bu
polimerler yalnizca kalici bir destek biyomateryali gerektiginde kullanilir (Lee ve ark.,
2001).

Polietilen glikol

PEG hidrojeller, kikirdak sentezini tetiklemek icin kondrositleri, MSC'leri ve
ESC'leri hapsetmek i¢in kullanilmistir. Dahasi, PEG hidrojellerin kikirdak olusumunun
ozelliklerinin ve Ozelliklerinin etkilerini anlamak i¢in modifiye edilmektedir (Dubey ve

Deng, 2018).
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Polipeptitler

Peptit hem hidrofobik hem de hidrofilik gruplar icerir. Ve su varliginda kendi
kendine B- sheet formu olusturur. Diisiik konsantrasyonlarda (% 0,1-% 1), bu peptitler
kendilerini stabil hidrojeller halinde birlestirir ve iskeleye spesifik ve benzersiz dzellikler
sunar ve hiicresel farklilasma olusumunu tesvik eden ve mikrobiyal enfeksiyonlarin
olasiligini azaltan hiicresel etkilesimi tesvik eder. Bir seminer raporunda, kondrosit iceren

peptit hidrojelin, kikirdakli matris sentezini tesvik ettigi bildirildi (Dubey ve Deng, 2018).

2.4.5. Eklem kikirdagr onarmm i¢in kikirdak doku miihendisliginde kullanilan
malzemeler
2.4.5.1.Aljinat

Aljinat, deniz yosunu tiirevi bir anyonik polisakarittir. Na-Alg kontrollii ilag
dagitim sistemleri ve tipta hiicre digi matris malzemesi olarak kullanilmigtir. Aljinatlar
(polisakaritler) hemo-uyumludurlar ve insan viicudunun organlarinda birikmezler
(Kulkarni ve ark., 1999).

Aljinat toksik degildir, boylece canliliklarini koruyarak hiicreler kapsiillenebilir.
Aljinat, polielektrolitlerin kalsiyum gibi ¢ok degerlige sahip karsi iyonlarla iyonik ¢apraz
baglanmasi yoluyla iyonik ag olusumu ile kiiresel jel boncuklar olusturabilir. Ayrica,
bir¢ok calismada, ¢cok degerlikli katyonlarin varliginda ¢apraz baglanmis alginat mikro
kiireleri, biyouyumluluk, yiiksek kapsiilleme verimliligi ve yumusak tiretim kosullar1 gibi
avantajlar1 nedeniyle, biiyiime faktorlerinin kontrollii bir sekilde verilmesi i¢in yaygin

olarak kullanilmistir (Goh ve ark., 2012).

2.4.5.2.Serisin

Ipek iki cesit proteinden olusur; fibroin ve serisin. Serisin, ipek bocegi kozalarmdan
(Bombyx mori) elde edilen ve toplam koza agirligmin % 20-30'unu iceren bir ipek
proteinidir. % 32'si serin olan 18 amino asitten olusan oldukga hidrofilik bir proteindir.
Ipek serisin doku yenilenmesinde biyo materyal olarak basariyla kullamlmistir (Gél,
2015). Serisin yiiksek nem emiciligine, antioksidan ve dolayisiyla antitiimor aktivitesinin
yani sira yara iyilestirme kapasitesine sahiptir. Serisin in vitro caligmasinin birinde
serisinin, lipit peroksidasyonunu baskiladig1 ve tirozinaz inhibe edici aktiviteye sahip

oldugu da gosterilmistir. Ek olarak, kolon kanseri tedavilerine fayda saglayabilecegi 6ne
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striildii. Ayrica, serisin Ozellikleri, capraz baglama, kopolimerizasyon ve diger

polimerlerle harmanlama gibi modifikasyonlar uygulanarak gelistirilebilir.

2.4.5.3.Kondroitin Siilfat

Glikozaminoglikanlar (GAG'ler) eklemlerin yaglama sivisinda ve kikirdak, kemik
ve kalp kapakgiklarinin bilesenleri olarak bulunur. Ayrica, GAG'ler pratik olarak
immiinojenik degildir ve toksik olmayan oligosakaritlere indirgenir. CS (Kondrin siilfat),
4- veya 6- pozisyonlarda siilfatlanmig D-glukuronik asit ve N-asetilgalaktozamin
tekrarlayan disakarit birimlerini icerir (Pieper ve ark., 1999).

Suda yiiksek ¢Oziiniirliikk, kondroitin siilfatin 6nemli bir 6zelligidir. Klinik
calismalarda, CS osteoartrit (OA) tedavisinde kullanilmaktadir. OA i¢in CS tedavisinin
faydalari, interlokin-1 gibi enflamatuar sitokinleri hafifleten ve kikirdak matrisinin
bozulmasinin 6nlenmesini azaltan, kikirdak hiicre dis1 matris iliretimini tesvik eden {i¢ ana
mekanizmada listelenebilir (Lian-Xia ve ark., 2011).

CS, kikirdak dokusu miihendisligi i¢in en gii¢lii prokondrojenik faktdrler olarak
gosterilmistir. Bassleer ve ark. kondroitin siilfatin ayn1 zamanda insan kondrositlerinin
matris bilesen {iretimini artirabildigini gosterdi. Bununla birlikte, CS genellikle
uygulamasini bir kat1 hal dagitim sistemi ve ¢apraz baglanma islemi ile sinirlandirir,
ancak diger polimerlerle birlestirebilir. CS negatif yiikliidiir ve polimerler veya biiyiime
faktorleri gibi pozitif yiiklii molekiiller ile etkilesime girer. Anti-pihtilastirici, antitiimor,
anti-artrit ve anti-HIV aktiviteleri gosterebilir (Bassleer ve ark., 1998). Ateroskleroz,
anjina, miyokard enfarktiisii, hiperlipidemi ve hiperkolesteroleminin tedavisinde kan

lipitlerini diisiirme aktivitesinden dolay1 kullanilmistir.

2.5.Denizanas1 Kollajeni

2.5.1. Kollajen yapisi
Yaklasik 700 milyon y1l once, kollajen yeryiiziindeki hayvan kralliginin en eski

metazoalarinda, stingerlerinde ortaya ¢iktimis ve daha sonra denizanasi, mercan ve deniz
anemonlar1 gibi diger omurgasizlarda da bulunmustur (Huxley-Jones ve ark., 2007).
Kollajen, omurgalilarin ana yapisinda en bol miktarda bulunan proteindir. Toplam viicut
proteinlerinin yaklasik % 20 ile % 30unu olusturur (Harkness, 1961). Ozellikle,
tendonlarin, baglarin, korneanin ve kemigin organik bilesenlerinin ¢ogunu olusturur.

Ayrica cilt, kan damarlar1 ve insan viicudundaki ¢ogu hiicre dis1 dokularda da bulunur.
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Kollajenler, 50'den fazla ¢esidi olan genis bir protein ailesinden olusur ve bu proteinler,
fibril yapidan kiiresel yapilara kadar ¢ok cesitli formlarda bulunur. Kollajenlerin ayirt
edici 6zelligi, X ve Y'nin herhangi bir amino asit olabilecegi bir ii¢lii amino asit (Gly-X-
Y) dizisine dayanan tekrarlayan bir dizidir (Wagermaier ve Fratzl, 2012). Fibril olusturan
kollajenler (tip I, 11, 111, V ve XI), toplam kollajen igeriginin yaklagik % 90'mn1 olusturur.
Fibril olusturan kollajende, ayn1 zamanda tropokollajen olarak da bilinen ayr1 ayr {iglii
sarmallar (triple helice), kollajen fiberi olusturmak {izere aglomere olan fibrillere
birlestirilir (sekil 2.6). Bunun yani sira, hepsinin en kii¢iik amino asidi olan glisin,
helezonun i¢ine yerlesirken, diger iki kalinti, ylizeyde aciga g¢ikarilir ve molekiiliin
islevselligini biiylik 6lgiide bu belirler (Sheehy ve ark., 2018). X pozisyonu genellikle
prolin (Pro) tarafindan kullanilirken, Y pozisyonu genellikle hidroksiprolin (Hyp)
tarafindan kullanilir. Amino asit hidroksiprolinin (Hyp), kollajen iiglii-sarmal yapi ile
benzersiz bir sekilde iligkili oldugu ve bu yapinin stabilize edilmesinde rol oynadigi
bilinmektedir. Ornegin hem ilkel hem de daha yiiksek tiirlerden gelen kollajen
kompozisyon verileri, Hyp icerigi ile hem g¢evresel hem de kollajen erime sicakliklari

arasinda bir korelasyon oldugunu gésterir (De Wolf, 2003).

Kolajen Molekiilleri
(Triple helices)

Kolajen Fibrilleri

a- zincirleri

Kolajen Fiberleri

Amino asit
zincirleri

GLY GLY GLY
HYP HYP
PRO PRO

Sekil 2.6. Kollajenin genel yapisi (http-3, modifiye)

Hiicre dis1 matristeki kollajenin rolii, gerilme mukavemeti saglamak, hiicre
yapismasini diizenlemek ve dogrudan doku gelisimidir (Frantz ve ark., 2010). Bu nedenle

doku miihendisligi ¢alismalarindan biiylik 6neme sahiptir. Gergekten de kollajen,
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kikirdak doku miihendisligi alaninda, biyolojik olarak kolay pargalanmasi, biyo-
uyumlulugu, diisiik immiinojenikligi ve hiicre-yapisma ozellikleri nedeniyle en g¢ok
kullanilan malzemelerden biridir. Bununla birlikte, Kollajen tip II, hiyalin kikirdak
dokusunun ana temsil edilen kollajenidir ve son zamanlarda memeli olmayan yeni bir
kollajen kaynagi olan denizanasi kollajeni ortaya ¢ikmistir. Memelilerde en ¢ok tip
| kollajeni bulunur dolayisiyla bu yeni kollajen kaynagi tip Il kollajenine kolay erisim
imkani sunmaktadir. Ayrica enfeksiyon riskleri (sigir spongiform ensefalopati), artrit
sorununun iltihapla baglamasi veya dini nedenlerden dolay1 diger kollajen kaynaklarina
(s1g1r, domuz) nazaran denizanasi kollajeninin daha ¢ok tercih edilmesi 6n goriilmektedir
(Pugliano ve ark., 2017).

2.5.2. Denizanasi ve Kollajeni

Denizanasi, hayvanlar  alemindeki en eski dallanma  soylarindan
birinin, cnidarians'in yaklasik bir milyar yil 6nce ortaya ¢ikan tyeleridir (Lesku ve Ly,
2017). Yizyillar boyunca, siradan gozlemciler ve ayni zamanda bilim insanlari, bazi
organizmalarin kendi kendini tamir etme konusunda mucizevi kapasitelerini belirlediler.
1740 yilinda, doga bilimci Abbé Trembley, az bilinen tatli su polipleri, hidra iizerinde bir
dizi amputasyon deneyi yapti ve rejenere edildigini izlemistir. Bu siirecte, bizim
yaptigimiz gibi, organizmalara zarar vererek ve nasil iyilestiklerini gorerek calisti.
Gozlemleri ve cagdas goriisleri, fitili atesledi ve yeni bir alan dogdu. O zamandan beri,
bircok  bilim  insami, kayda deger ilerleme sunan  birkag  model
organizmada rejenerasyon mekanizmalarini anlamaya odaklanmistir. Son doénemdeki
caligmalar, denizanasinin bu alanda ki 6nemini gostermektedir (Abrams ve Goentoro,
2016).

Denizanalari poliplerden daha karmasik yapida olan, ilgi ¢ekici canlilardir. Mercan
ya da anemonlarin akrabasi sayilabilecek denizanalari, onlarla aym tiire ait olmasa da
daha farkli 6zellikler barindiran bir olusumdur. Viicut sekilleri genelde yayvandir ve
semsiye biciminde olan organlar1 sayesinde yiizmeleri kolaylasir. Bir diger ismi ‘mediiz’
olan denizanalari, omurgasiz canlilardir Denizanalarinin beyinleri olmasa da sinir
sistemleri iyi bir sekilde gelismistir. Isiga ve kokuya kars1 olduk¢a duyarlidirlar. Yapisal
olarak hidrodinamik bir viicuda sahip olmadiklar i¢cin hareketleri yavastir. Denizanasi

aslinda hidralar ve ahtapotlarla ayn1 aileden gibidir. Kendisinden daha basit olan
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hidralarla, ¢cok daha karmasik bir yapida olan ahtapotlarin ortasinda kalan bir ara tiir
gibidir (Lesku ve Ly, 2017).

Denizanasinin % 95’1 su, % 4’{i protein, % 1’1 de tuzdan olugsmaktadir. Bu protein
kaynagi nedeniyle Asya’da milyon dolarlik deniz iiriinleri ticaretinin ana triinlerinin
basinda gelir. Son yillarda iilkemizde yeni baslanmasina karsin; denizanasi avciligi
Hindistan, Kuzeybat1 Pasifik Okyanusunda yapilmakta ve avlanan denizanalar1 Asya
iilkelerine ihrag¢ edilmektedir. Giinlimiizde Japonya denizanas: tiiketilen iilkeler arasinda
ilk sirada yerini almaktadir. Denizanasi iiriinlerinin biiyiik bir kismi1 Japonya’ya ihrag
edilmekte ve bunu Singapur, Cin ve Tayvan izlemektedir (Duyar ve Sénmez, 2006).
Bunun disinda bir diger kullanim alani ise baz1 denizanalarinda goriilen biyolominesans
saglayan GFP proteinidir. Sekonder proteinlerden GFP, denizsel organizmalardan izole
edilen ve 151k olusturan bir proteindir. Bu protein, aequorin ya da lusiferaz gibi primer
proteinlerden aldigi mavi 15181, dalga boyu daha kisa olan ve daha uzak mesafelere ulagan
yesil floresans 1s1ga doniistirmektedir. GFP ile diger canlilar iizerinde in vivo’da
gozlenemeyen bir¢ok olay ortaya ¢ikartilmistir. Son yillarda GFP transgenik bitki ve
hayvanlara gen aktariminda marker olarak da kullanilmaktadir (Taser, 2017).

Tiim bunlarin disinda denizanasinin son yillarda kesfedilmis yeni kullanim alan
doku miihendisligidir. Denizanasi igerigindeki protein olan Kollajen doku rejenerasyonu
i¢cin 6nemli bir biyometaryaldir. Denizanasi Kollajeninin diger kollajen kaynaklarindan
(S1g1r, domuz) ¢ok daha avantajli bir 6zelligi vardir. Memeli kokenli kollajen kaynaklari
genelde tip | kollajeni ihtiva eder. Ancak denizanasinda durum farklidir igerisindeki
kollajen tip I ile tip III arasinda tanimlanmaktadir. Denizanasi en eski kesfedilen metazoa
fosillerindendir. Bu ilkel canlilar evrimsel siireg i¢erisinde ¢ok fazla degisime ugramadan
giinlimiize kadar ulasmay1 basarmislardir. Bundan dolay1 igerisindeki kollajen gerekli

durumlarda farkl: tip kollajen tiirlerine yatkinlik saglayarak rejenarasyona katki sunar.

2.5.2.1.Rhizostoma pulmo (Deniz cigeri denizanast)

Tiirkiye sularinda bilinen yaklasik 8 tiir denizanasi mevcuttur. Bu c¢alismada
denizlerde sik rastladigimiz R.pulmo cinsi denizanasindan elde edilen kollajen tercih
edilmistir. Rhizostoma pulmo mavi- beyaz arasi kenarlar1 tentekiillii bir semsiye sekline
sahiptir (sekil2.7). Biiyiikliikleri 50 cm’e kadar ¢ikabilmektedir (Ozbalcilar, 2012).

R.pulmo Akdeniz kiyilarinda siklikla rastlanan bir tiirdiir. R.pulmo orta derecede zehirli
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olmasina karsin insanlar i¢in zararsiz kabul edilmektdir. Tiim denizanalar1 gibi R.pulmo

da ytiksek derecede rejenerasyon dzelligine sahiptir (Kantarcioglu, 2017).

Sekil 2.7. R.pulmo (http-4, http-5)
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Tablo 2.2. R.pulmo siniflandirmast

Alem Animalia

Alt alem Metazoa

Bolim Radiata

Sube Cnidaria

Sinif Scyphozoa

Takim Rhizostomeae
Aile Rhizostomea

Cins Rhizostoma

Tiir Rhizostoma Pulmo

1970'lerden 1980'lere kadar, akademisyenler ve ticari arastirmacilar, miikkemmel
biyouyumluluklarindan dolayi kollajeni ¢esitli bag dokusu uygulamalarinda biyomateryal
olarak kullanmaya baslamislardir. Kollajenin diisiik antijenite, yiiksek biyobozunurluk,
iyl mekanik, hemostatik ve hiicre baglama 6zellikleri mevcuttur. Bu gelismelerden beri,
biyokimyasal uygulamalarda kollajen kullanim1 hizla artmis ve polimer yapi iskeleleri de
dahil olmak tizere birgok biyomiihendislik alanina yayilmistir. Endiistriyel olarak, baglica
kollajen kaynaklari dana derileri ve kemiklerdir. Sigir kaynakli kollajen, sigir siingerimsi
ensefalopati (BSE) ve bulasict siingerimsi ensefalopati (TSE) riski tasidigi igin
komplikasyonlar sunar. Sigir kdkenli olmayan bir kaynaktan gelen alternatif, daha
giivenli bir kollajene ihtiya¢ duyulmustur. Alternatif olarak, domuz kollajeni dini
sebeplerden dolay1r bazi iilkelerde tercih edilmemektedir ayrica immiinite sorunlari
cikarmaktadir, bir digeri ¢ok daha giivenli, sudaki yagamdan gelen kollajendir (Song ve
ark., 2006). Denizanasi kollajeni bu kollajen kaynaklarinin baginda gelir, 6nemli miktarda
protein izole edilebilirse, potansiyel olarak 6nemli bir kollajen kaynagidir. Tablo 2.2 de
gosterildigi gibi denizanasi kdkeni metazoalara dayanmaktadir. Paleontolojik kayitlar
denizanalariin 650 milyon yildan bu yana Diinya’da yasadigini (ki bu dinozorlardan ¢ok
daha Oncesine giden bir tarih) gosteriyor. Evrimsel siire¢ dikkate alindiginda
denizanasimin yapisini milyonlarca yil koruyup gelmesi yapisindaki kollajenin de
bulabilecegimiz en saf kollajen kaynagi oldugunu gosterir. Nitekim Ingiliz bilim
insanlarma gore denizanasi igerisindeki kollajen ¢esidi birgok tip Kollajen yapisina
uygunluk ve adaptasyon sagladigi 6ne siiriilmektedir. Yani denizanasi kollajeni ayni anda

hem cilt rejenerasyonu hemde kikirdak onariminda kullanillanilabilir.
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2.6. Pluronic F-127

Pluronic blok kopolimerleri “poloksamerler” adiyla da bilinir, temel bir A — B — A

yapisinda diizenlenmis etilen oksit (EO) ve propilen oksit (PO) bloklarindan (EOx —POy
—EOx) olusur (Jung ve ark., 2017 ). Bu diizenleme, hidrofilik EO (x) ve hidrofobik PO (y)

birimlerinin degistirilebilecegi bir amfifilik kopolimerle sonuglanir (Sekil 2.8). Cesitli x

ve y degerlerine sahip kopolimerler, farkli hidrofilik-lipofilik dengesi (HLB) ile

karakterize edilir (Kabanov ve ark., 2002).

PEO (Poli etilen oksit) birimleri daha hidrofilikken, PPO (Poli propilen oksit)

birimleri daha hidrofobiktir. Bu farkliliga bagli olarak, sulu bir ortamda, Pluronic miseller

halinde kendiliginden birlesir ve sicaklik ve / veya konsantrasyonun arttirilmasi iizerine

miseller, i¢ boyutlu bir hidrojel ag1 halinde diizenlenir (Pelegrino ve ark., 2018). Pluronik

blok kopolimerleri, PO ve EO monomerlerinin, sodyum veya potasyum hidroksit gibi bir

alkalin katalizor varliginda ardigik olarak eklenmesiyle sentezlenir (Schmolka, 1977).
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EO zincirinin agirhk viizdesi

Sekil 2.8. Pluronic® triblok kopolimeri (solda) ve grafikteki renkler ortam kosullarmmda kopolimerlerin fiziksel

durumunu gosterir: yesil = swvi; kirmizi = macun kivami; turuncu = yart kan (Pitto-Barry, A., & Barry, N. P.

2014)

Piyasada PEO ve PPO oranina gore bir¢ok tipte Pluronic ¢esidi vardir. Bilimsel

caligmalarda bunlardan en ¢ok basvuralan Pluronic tiirevi olan P F-127dir (sekil 2.9).

Pluronic F-127 jeller, diisiik toksisite, ters termal jelasyon, yiiksek ilag ylikleme kabiliyeti
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ve fizyolojik sartlarda nispeten diisiik konsantrasyonlarda jellesme kabiliyeti sayesinde
literatiirde hiicre ve ilag tasiyicilari olarak genis ¢apta arastirtlmistir (Gioffredi ve ark.,
2016).

Hy Hy ] H Ho Hy H
OH C—C'CJ (f C —O—1—1C —C —O1H
100 | 100
~CHa 65

Pluronic F127: EO100-PO65-EQ100

Sekil 2.9. P F-127 Formiilasyonu

Pluronic F-127 (Poloxamer 407, P F-127) 'nin iyilestirici 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmigtir. P F-127 termo geri doniisiimlii bir jeldir. P F-127'nin % 20-30'luk (w / w)
sulu ¢ozeltileri ters termal jelasyonun ilging karakteristigine sahiptir (Kant ve ark., 2014).
P F-127, iyi bir ¢6zlinme kapasitesi, diisiik toksisite sergiler ve bu nedenle proteinler veya
doku miihendisligi de dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli sistemler igin iyi bir ortam olarak
kabul edilir. P F-127 sulu ¢ozeltisi, sogutulmus sicakliklarda (4-5 © C) sividir ve agirlik¢a
%14'ten (w/w) yiiksek bir konsantrasyonda ve 30 °C'lik bir sicaklikta bir sol-jel gegisine
ugrar, bu da viicuda s1vi olarak enjekte edilebilecegi anlamina gelir (Abbas ve ark., 2016).
Tablo 2.3’te P F-127’nin fizikokimyasal 6zellikleri gosterilmistir (Mercan, 2011).

Tablo 2.3. P F-127 fizikokimyasal ozelligi

Kopolimer MW Ortalama EO Ortalama PO HLB CMC
birimi sayis1 birimi sayis1
P F-127 12600 200,45 65,17 22 2,8.10°

MW: Molekiil agirhig: (dalton), HLB: Hidrofilik-Lipofilik dengesi
CMC: Kritik misel konsantrasyonu (M)

2.7. In Situ Jel Sistemleri

Jeller, uygun hidrofilik veya hidrofobik tasiyici igerisinde bulunan bir veya birden
fazla etkin maddenin dispersiyonu veya ¢ozeltisinden olusan yar1 kat1 preparatlar olarak
tanimlanabilir. Bu preparatlarin olusturulmasi ig¢in uygun bir jel yapict ajanin yardimina
ihtiyag vardir. Jeller homojen yapidadir (AYDINLI, 1995). Ug boyutlu ag yapisinda olan
hidrojeller ise yiiksek molekiil agirlikli, hidrofilik ve capraz bagli polimerler ya da
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kopolimerlerden olugur. Hidrojellerin kullanim alanina gore 2 farkli tiirevi mevcuttur.
Bunlar kullanima hazir hidrojeller ve in-sitii olusan jellerdir (Basaran, 2008). Kullanima
hazir sunulan hidrojeller uygulandiklar1 zaman herhangi bir modifikasyona ugramazlar.
Ancak in-sitii jeller ise ¢esitli parametrelerin (sicaklik, pH, vb.) etkisiyle fiziksel degisime
ugrar.

In sitii aktivasyonla jel olusturan sistemler, sivi ¢ozelti olarak uygulanan ve
fizyolojik kosullara maruz kaldiginda jel hale gecen viskoz sivilar olarak tanimlanir
(Nanjawade ve ark., 2007). Son yillarda hiicre enkapsiilasyonu, ilag tasiyici sistemleri,
doku miihendisligi ve cesitli biyomedikal uygulamalarda in-sitii jel sistemleri ile ilgili
birgok ¢alisma yapilmistir. Bu in sitii sistemler doku, organ veya viicut boslugu igerisine

jellesmeden 6nce verilen enjekte edilen sivilardir (Ozer, 2018).

2.7.1. Insitu jel sisteminin avantajlar

» Uygulanacak viicut bolgesine gore istenilen viskozitede, farkli derisimler de
hazirlanabilir.

» Insiti jel sistemleri hastada belli dozajlara kadar immiin yanit olusturmazlar.

= Kontrollii salim saglar.

» Uygulamaya hazir jeller ile kiyaslandigi zaman tekrarlanabilir uygulamaya sahip
ve geri doniisiimlii olmasi en biiylik avantajidir.

= Kolayca enjekte edilebilir.

* Genelde biyobozunur oldugu i¢in ¢ikarilmaya veya miidahaleye ihtiya¢ yoktur.

= Birlikte verildigi veya en kapsiile ettigi malzemenin biyoyararlanimini artirir, etki
sliresini uzatir.

» Biyouyumludurlar.
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Stres degisimi

Materyval hapsedilmis jel sistemi

Sekil 2.10. In situ jel sistemi (Raval J. P. ve Ark., 2018)

2.7.2. Insitu jel olusum mekanizmalar:

In situ jel sistemleri sicaklik, pH, iyon dengesi gibi cesitli etkilerle faz degistirerek
jel formuna gecerler ve viskoziteleri artar. Bu etki mekanizmalari kullanilan polimere
gore degisiklik gostermektedir. Cesitli amaclar i¢in gelistirmek {izere farkl
mekanizmalarla sol-jel faz gecisine sahip gesitli polimerler incelenerek birgok in situ jel

gelistirilmistir.

2.7.2.1. Sicaklik degisimi ile jellesen sistemler

Sicakliga duyarli in-Situ jel, en eski, en kapsamli ¢alisilmis ve yaygin tipte uyarana
duyarl jeldir. Diistik kritik ¢ozelti sicakliginin (LCST) altinda bir siv1 halinde bulunan
sicakliga duyarli polimer igeren ¢ozelti cevre sicakligt LCST'ye ulastiginda veya iistiine
ciktiginda jellesmeye maruz kalir (Wu ve ark., 2018). Sicakliga duyarli polimerlere 6rnek
olarak Pluronic®, Tetronic©, Poloxamer®©, etil (hidroksi etil) selilloz, HPMC (Hidroksi
propil metil seliiloz), poli(N-izopropilakrilamit) ve ksiloglukan verilebilir. Sicaklik
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degisimiyle faz ge¢is mekanizmasina Pluronik ¢ozeltisi sik¢a kullanilan malzemedir.
Polimer zincirlerinin hidrofobik bolgeleri etrafindaki su molekiillerinin diizeni sicakligin
artmasiyla beraber diizensiz hale gelir. Bundan dolay1 karsilikli olarak hidrofobik
bolgeler bag olusturmak tizere birbirini ¢ekerler, Bunun yani sira hidrofilik bolgeler sulu
ortamla temaslarini artirmak tiizere tekrar diizene girerler. Polimer konsantrasyonuna
bagl olarak sicaklik LCST’nin iizerindeyse, tri-blok kopolimer miseller olusur. Sivi
miseller faz, diisiik sicakliklarda stabildir, fakat sicakligin artmasi ile kiibik yapiya
doniisiir ve daha yiiksek sicakliklarda heksagonal silindir faz1 olusur (Escobar-Chavez ve
ark., 2006). Sonug olarak olusan yap1 daha viskoz jel yapis1 gosteren, sicaklik arttikca

say1 ve boyutu biiylimeye devam eden misellerdir.

2.1.2.2. pH duyarl jellesen sistemler

In situ jelin baska bir olusum mekanizmasi ise pH ile indiiklenmesiyle jel
olusumudur. Boyle bir sistemde pH’a duyarli polimerler protonlar1 kabul eden veya
serbest birakan asidik veya bazik grup igerir. Cevresel pH degisimine yanit olarak polimer
zayif asidik (anyonik) igerige sahipse ortamin pH degeri arttikga hidrojel sismesi artar
ancak zay1f bazik (katyonik) icerige sahipse sisme azalir. Bu tiir polimerlere 6rnek olarak
seliiloz asetofitalat lateks, Carbopol© verilebilir (HB ver ark., 2010).

2.7.2.3. Iyon etkisiyle jellesen sistemler

Polimerler bazi iyonlarin etkisiyle faz gegisine ugrar viicut sivilari igerisinde
bulunan Na* (sodyum), Ca*? (kalsiyum), Mg*? (magnezyum), K* (potasyum) iyonlar1 bu
faz gegisini saglar. Bazi polisakkaritler iyonlarin degerligine gore jel olusturur. Ornegin;
k-karajenan diisiik Olgekte K™ varliginda sert ve kirlgan jel meydana getirirken, i-
karajenan Ca*? varliginda esnek jel olusturur. Gellan sakiz1 (Gelrite®) ve aljinat bu tiir

polimerlere &rnek olarak verilebilir (Ozer, 2018; Almeida ve ark., 2014).

33



3. MATERYAL

3.1. Kullanilan Maddeler

Agaroz Prona Ispanya
Akrilamit/Bisakrilamit (% 30, 29:1) Applichem Almanya
Amonyum persiilfat (% 99) Applichem Almanya
Denizanasi kollajeni Y. E. Arslan Canakkale
DMSO (Dimetilsiilfoksit) Applichem Almanya
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) | Biological Ind. Israil
EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) Sigma-Aldrich Almanya
Etidyum bromiir Amresco Amerika
Fotal sigir serumu (FBS) Sigma-Aldrich Almanya
Glisin Merck Almanya
Izopropanol Merck Almanya
Kitosan (Diisiik ve orta yogunluklu) Sigma-Aldrich Almanya
Kitosan (Yiiksek yogunluklu) Fluka Japonya
MTT boyasi Applichem Almanya
P-F127 (Pluronic© F127) Sigma-Aldrich Almanya
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Merck Almanya
TEMED (Tetrametiletilendiamin) Applichem Almanya
Trizma baz Sigma-Aldrich Almanya
Tripsin/EDTA Biological Ind. Israil
Yiikleme tamponu (Laemli tampon) Sigma-Aldrich Almanya
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3.2.Kullanilan Cihazlar

Buz makinesi ITvV Amerika
CO2’li etiiv Binder Almanya
Coklu manyetik karistirict IKA Almanya
Dikey elektroforez UVP Ingiltere
Disoliisyon cihazi Pharma Test PTWS 820D Alamanya
Distile su cihazi Millipore Amerika
Dondurucu (-20) Liebher Medline Almanya
Hassas terazi Mettler Toledo Amerika
Inkiibator NBSC Kanada
Invert mikroskop Leica DMIL Almanya
Jel dokiimantasyon cihazi UVITEC (Cambrige) Ingiltere
Laminar akis kabini KojAir Finlandiya
Liyofilizator SCANVAC (coolsafe) Danimarka
Manyetik karistirici Stuart Ingiltere
Mikrosantrifiij Eppendorf Almanya
Orbital ¢alkalayict Stuart Ingltere
Otoklav Hirayama Japonya
Otomatik mikropipetler Eppendorf Almanya
Plaka Okuyucu BioTek Amerika
pH metre Mettler Toledo Amerika
Reometre Brookfield Amerika
Rotavapor Buchi (R-205) Isvigre
Sogutucu (+4) Liebher Medline Almanya
Taramali elektron mikroskopu (Masaiistiin HITACHI TM 3030 plus Japonya
SEM) masaiistit SEM

Termometre Ebro Almanya
Ultrasonik Banyo Elma Almanya
UV spektrofotometre cihazi Shimadzu (UV-1800) Japonya
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UV nanodrop cihazi Shimadzu (BioSpec-nano) Japonya
Vorteks karistirici Velp Italya
Yiiksek hacimli santrifiij Eppendorf 5810 Almanya
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4. YONTEMLER

4.1. In situ Jel Formiilasyon Cahsmalari

Hazirlanan in situ plasebo jel formiilasyonlarini i¢in polimer olarak Pluronic® F
127 ve kitosan, ¢oziicii olarak distile su ve pH 7.4 fosfat tamponu (Phosphate Buffered
Saline; PBS), kullanilmistir. Formiilasyon ¢alismalarina farkli oranlarda polimer
kullanilarak baglanmis, polimerlerin oran se¢imi kaynaklara uygun olarak yapilmistir.
Sicaklik etkisi ile jellesen polimerler ile ¢alisirken karistirma isleminin soguk ortamda
yapilmasi gereklidir (Rawat ve ark., 2010). Bu nedenle jel hazirlama sirasinda tim
karistirma ¢aligmalarinda sicakligi 10 °C’nin altinda tutmak igin buz banyosu

kullanilmustir.

4.1.1. Uygun pluronic miktar: belirlenmesi

Pluronic F-127 miktarlar1 a/h (agirlik-hacim) oranina goére belirlenmistir. Sirasiyla
% 5, % 10, % 15, % 18, % 19, % 20, % 25 ve % 30’luk oranlar denenmistir. Pluronic F-
127, belirlenen oranlarda cam beherlere tartilmis, tizerine 6nceden sogutulmus 10 mL
distile su eklenerek buz banyosunda yaklasik 300 rpm’de manyetik karistiricida
¢oziiniinceye kadar karigtirtlmistir. Karistirma islemi oncelikle diisiik rpm’de (150 rpm)
baslatildiktan sonra 300 rpm’e ¢ikarilmistir. Coziinme siiresi ortalama 2,5 saat olarak
belirlenmistir ancak konsantrasyon arttikga bu siirenin 3.5-4 saate kadar c¢iktigi
belirlenmistir. Karigtirma ortami sicakligt ~10 °C’de tutulmustur. Ortam sicakligi
diistiikce ¢Oziinme siireside buna bagli olarak azaldigr gorlismiistiir. Coziindiirme
islemleri i¢in distile su yerine, PBS (pH:7,4) ve DMEM (Dulbecco's Modified Eagle

Medium )’de denenmistir.

4.1.2. Farkh icerikli jellerin hazirlanmasi

Hiicre yenileme 6zelligi bilinen kollajen ve kitosani igeren jellerin hazirlanmasi
icin, daha Once elde edilen P-F127 ¢ozeltisine kollajen ve kitosan ¢ozeltileri eklenerek 3
farkli igerige sahip (Tablo 4.1) formiilasyonlar hazirlanmistir. Kitosan ve kollajen ayri

olarak ¢6ziindiikten sonra Pluronic F-1271i ¢6zelti i¢ine eklenmektedir.
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Tablo 4.1. Jel formiilasyonlarina ait kodlar ve igerikler

Maddeler Kollajen (mg)  Kitosan (mg) Pluronic Distile su
F-127 (g) (mL)
F1 50 - 2 10
F2 - 50 2 10
F3 50 50 2 10

F1, F2 ve F3 formiilasyonlarmin hazirlanmasinda Pluronic F-127 c¢ozeltisinin
hazirlama kismi aynidir. Pluronic F-127 ¢ozeltisi i¢in, 25 mL’lik cam behere 2 gr
Pluronic F-127 tartilmistir, tizerine sogutulmus 8 mL distile su ilave edilerek buz

banyosunda 300 rpm’e kademeli olarak ¢ikilarak karistirilmaya birakilmistir.

F1 formiilasyonu i¢in, 50 mg denizanasi kollajeni ayr1 bir behere tarilmis ve 2

mL distile suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozelti, 8 mL Pluronic F-127 ¢ozeltisine yavas yavas

ilave edilmistir. Toplamda 10 mL F1 formiilasyonu elde edilmistir.

F2 formiilasyonu icin, 50 mg kitosan (orta molekiil agirlikli) ayr1 bir behere

tarilmis ve % 1’lik asetik asit ile pH 1.2°ye ayarlanmis 2 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Bu
¢ozelti, 8 mL Pluronic F-127 ¢ozeltisine yavas yavas ilave edilmistir. Toplamda 10 mL

F2 formiilasyonu elde edilmistir.

F3 formiilasyonu icin, 50 mg denizanasi kollajeni ayr1 bir behere de 1 mL distile

suda, 50 mg kitosan (orta molekiil agirlikll) ayr1 bir beherde % 1°lik asetik asit ile pH
1.2°ye ayarlanmis 2 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zeltiler, 7 mL olarak hazirlanmis
Pluronic F-127 ¢ozeltisine yavas yavas ilave edilmistir. Toplamda 10 mL F3

formiilasyonu elde edilmistir.

4.2. In Situ Jel Formiilasyonlarin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan formiilasyonlarin fizikokimyasal 06zelliklerini belirlemek amaciyla
jellesme kapasitesi, sisme orani, pH degerlerinin belirlenmesi, reolojik 6zellikleri gibi
parametreler  incelenmistir.  Fizikokimyasal  karakterizasyon, formiilasyonun
kararliligmin belirlenmesinde ve formiilasyon sirasinda kullanilan maddelerin
toksikolojik  etkilerinin  belirlenmesinde  6nemlidir.  Kullanilan ~ maddelerin

konsantrasyonu, farkli ortamlardaki ¢oziiniirliigii gibi fizikokimyasal
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ozellikler, biyolojik olarak kullanilabilirligini etkileyen kriterlerdir (Rasmussen ve
ark., 2017). Bu nedenle, hiicre yenileyici 6zelligi olan kollajen ve kitosanin hazirlanan

jel formiilasyonunun hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 da gergeklestirilmistir.

4.2.1 Jellesme kapasitesi

Hazirlanan Pluronic F-127 hidrojellerinin, jellesme kapasitesini belirlemek ve
gozlemlemek i¢in i¢in, 10 mL’lik Pluronic F-127 ¢ozeltisi igerisine 1mg metilen mavisi
eklenerek bir siire sogukta karistirllmigtir. Elde edilen mavi ¢ozelti, cam beher i¢inde 20
mL taze hazirlanmis 37°C’de ki PBS’e damlatilarak jellesme zamani hem gorsel olarak

kaydedilmistir ve Tablo 4.2°ye gore degerlendirilmistir.

Tablo 4.2. In situ jel formiilasyonunun jellesme kapasitesi derecesi

Gozlem Derece

Jellesme Go6zlemlenmedi -

Jellesme birka¢ dakika iginde olustu ve birkag saat siirdii +
Jellesme aninda olustu ve birkag saat siirdii ++
Jellesme aninda olustu ve uzun siire stirdii +++
Cok yogun jel olustu ++++

4.2.2. Sisme calismasi

In situ jel formiilasyonunun sisme c¢alismasi icin, 1 mL Pluronic F-127 ¢ozeltisi
diyaliz membran (Seliilloz membran, MWCO 14.000; Sigma) icerisine konulmus ve
sizdirmayacak sekilde kapatilmistir. Bu membran daha sonra, 37 °C sicakliktaki PBS
¢ozeltisi icerisine sisme i¢in birakilmistir. Pluronic F-127 ¢ozeltisi konmus ve kapatilmis
bu membran, PBS ortamina konulmadan 6nce ve belirli siire bekletildikten sonra jel
agirhgimi belirlemek icin tartilmis ve asagidaki esitlik kullanilarak sisme yilizdesi

hesaplanmustir.

0/ __jelagirhg (t) - jel agirhg (t0) oiqe
Yo sisme orani(t) = ol aETlE (0) X100 Esitlik 1.
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4.2.3. Fiziksel goriiniis ve saydamhk

Hazirlanan etkin madde igeren in situ jel formiilasyonlarin fiziksel goériiniisleri
gorsel olarak incelenmistir. Partikiil varlig1 olasilig1 nedeniyle jel sistemlerin saydamlig:

beyaz ve siyah arka plan kullanilarak degerlendirilmistir.

4.2.4. pH olgiimii

Hazirlanan in situ jel formiilasyonlarin pH degeri 6l¢iimii oda sicakliginda pH metre

ile yapilmis ve degerlendirilmistir.

4.2.5. Reolojik davramisin incelenmesi

Taze hazirlanan formiilasyonlarin reolojik davranisi incelenmistir. Reolojik analiz
icin Brookfield koni-tabla reometresi kullanilmistir. Koninin agis1 1.565° ve ¢ap1 1.2
cm’dir. Olgiim 10, 15, 25 ve 37 °C’de yapilmustir. Bu farkli sicakliklardaki viskozite
Olctim degisimi kaydedilmistir.

4.3. Kitosan Disklerinin Hazirlanmasi ve Analizi

Enjekte edilebilen jel formiilasyonlarinin hazirlanmasi ¢aligmalarinin ardindan,
eklem igerisine jel enjeksiyonundan sonra daha uzun siire kalabilmesi i¢in, hasarli
bolgeye yerlestirilebilecek 6zellikte kitosan siinger diskler tasarlanmistir. Kartilaj dokuda
ki dejenerasyon bazen kismi hasar durumunun disina g¢ikarak tam kat doku hasari
noktasina ulasabilmektedir. Bu tiir durumlarda cerrahi miidahale gerekli hale gelmektedir
(Haberal, 2015). Bu disklerinin hazirlanmasinin amaci, cerrahi miidahale sirasinda in situ
jel emdirilmis disklerin eklem igerisine yerlestirilmesini kapsamaktadir. Boylece, eklem
icerisine yerlestirilecek olan bu disklere belirli donemlerde jelin enjekte edilmesi ve daha
uzun siirede etkin maddenin salinmas1 miimkiin olabilecektir. Calismanin bu asamasinda,
diistik, orta ve yliksek yogunluktaki Kitosanlarla siinger diskler hazirlanmistir. Bu disklere

jel formiilasyonlar1 emdirilmis ve in vitro salim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

4.3.1. Kitosan disklerinin hazirlanmasi

Kollajen iceren ve in sitli jellesen formiilasyonun Kkartilaj doku igerisine
enjeksinonundan sonra daha uzun siire salinmasi i¢in, eklem igerisine yerlestirilebilecek

bir yapinin olusturulmasi planlanmistir. Bu yapi, hiicre yenilemesi 6zelligi bulunan ve
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biyobozunur yapidaki kitosanlardan olusturulmustur (Ulker, 2013). Kitosan iskelelerin
hazirlanmasinda ti¢ farkli yogunlukta kitosan kullanilmistir. Diisiik yogunluklu kitosan
icin % 1.5, Orta yogunluklu kitosan i¢in % 1.4 ve yiiksek yogunluklu kitosan i¢in % 1.125
Kitosan ¢ozeltileri hazirlanmustir.  Disklerin igerikleri Tablo 4.3’te verilmistir. Disk
hazirlamada kullanilacak olan ¢ozelti, 20 mL, % 1 asetik asit ¢ozeltisine belirtilen
oranlarda kitosanlarin tatilmasi ve 1 giin boyunca manyetik karistiricida karigtirtlmasi ile
elde edilmistir. Bu ¢ozeltiler, i¢ ylizeyi sivi parafin ile sivanmis 24 kuyulu hiicre kiiltiiri
plakalarina 2 mL olacak sekilde konulmus ve -20 °C’de 1 giin donmasi i¢in birakilmistir.
Dondurma isleminin ardindan plakalara istii parafilmle sarilarak ve delikler agilarak
liyofilize islemine 1 giin boyunca birakilmigtir. Bu ydntem sonucu elde edilen iskeleler
kullanilmadan 6nce ¢ok asamali yikama islemine tabi tutulmustur. Basing altindan
oncelikle etanol daha sonra saf su ile seyreltilmis etanol ve en son saf su ile yikama islemi

gerceklestirildi.

Tablo 4.3. Kitosan diskleri icin kullanilan oranlar

Maddeler
Kitosan Yiiksek Orta Diisiik Distile Asetik asit Yiizde
Diskleri  yogunluklu  yogunluklu  yogunluklu  su(mL) (uL) degerleri
kitosan (mg) kitosan (mg) Kitosan (mg)
Disk 1 225 - - 20 200 % 1,125
Disk 2 - 280 - 20 200 %14
Disk 3 - - 300 20 200 %15

4.3.2. Kitosan disklerin SEM (Taramal elektron mikroskopu) analizi

SEM, elektron hizina bagli olarak ayirma yetenegine (resolution) sahiptir.
Elektronun hizi ne kadar fazlaysa ayirma giicii o kadar fazladir. Buna bagli olarak SEM
hizlandirilmis elektronlar ile 6rnegin etkilesmesi esasina dayanir. SEM’de, elektron
tabancasindan ¢ikan elektronlar anot-katot diizenegindeki potansiyel fark ile
hizlandirilir ve optik sisteme yonlendirilir. Elektromanyetik mercek sistemleri sayesinde
elektronlar d6rneklere odaklandirilarak, 6rnek atomlari ile elastik ve inelastik etkilesimler
yapar. Bu elastik olmayan girisim sonucu diisiik enerjili Auger elektronlart meydana
gelir. Bu elektronlar numune yiizeyinin durumu hakkinda bilgi icerir ve Auger
Spektroskopisinin ¢alisma prensibini olusturur. Yine etkilesimler sonucunda

yoriingelerinden ¢ikan veya enerjisi azalan demet elektronlar1 numune yiizeyine dogru
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hareket ederek yilizeyde toplanirlar. Bu elektronlara ikincil elektron (seconder electrons)
denir. Numune odasindaki sintilatorde ikincil elektronlar toplanarak, bunlarin goriintiisii
sinyale cevrilir. ikincil elektronlar yiizeyin 10 nm veya daha diisiik derinliginden
gelmektedir ve numunenin yiiksek ¢oziintirliige sahip topografik goriintiisiiniin elde
edilmesini saglar (Karaduman, 2017; Kaya, 2015).

SEM analizi deneyi, hazirlanan kitosan disklerin yapisal formu hakkinda
bilgi edinme amaciyla Anadolu Universitesi BIBAM (Bitki, Ilag ve Bilimsel arastirma
Merkezi) Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Oncelikle numuneler SEM cihazinda

kaliteli goriintii alabilmek i¢in altin (Au) kaplama islemine tabi tutulmustur.

Numune Hazirlima

e Numunenin bityiikligii, numuneyi koyacagimiz 6rnek tutucu (holders and stages)
ylizey alanina uymasi i¢in kesit alinip kiigiiltiilmustiir.

e Stub’in (holders) yiizeyi ¢ift tarafli karbon yapistirict bant ile yapistirilmistir

e Daha sonra numunelerin yiizeyini altin tozlartyla kaplamak i¢in BIBAM
biinyesindeki “Tek Hedefli Plazma Piiskiirtmeli Ince Film kaplama Cihaz1” (SBC-
900, Cin) kullanilmustir (Sekil 4.1).

e Kaplama siiresi ve voltaji numunenin biiylkliigii ve yapisina gore degiskenlik

gostermistir.

Sekil 4.1. Tek Hedefli Plazma Piiskiirtmeli Ince Film kaplama Cihazi (SBC-900)
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Stub iizerindeki numuneler altin kaplandiktan sonra BIBAM biinyesindeki
HITACHI TM 3030 plus Masaiistii Tip Taramali Elektron Mikroskobu cihazinin numune

tutucusuna yerlestirilmis ve gortintiiler alinmistir.

Sekil 4.2. Masaiistii SEM cihazi (HITACHI TM 3030 plus)

4.3.3. Kitosan disklerininin dagilim (dezentegrasyon) ¢alismasi

Bu calisma, hazirlanan kitosan disklerinin biyolojik ortamda dagilmadan kalis
stiresini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Amaglanan, bu diskelrin yerlestirildigi
bolgeye formiilasyonlarin enjekte edilmesi ve yavas salimin saglanmasi oldugundan
oncelikle disklerin dayanmkliliginin belirlenmesidir. Bu islem i¢in Anadolu Universitesi
Farmasotik Teknoloji Laboratuvarinda bulunan Pharma Test PTWS 820D disoliisyon
cihazi1 (Sekil 4.3) kullanilmistir. Coziinme ortami olarak 37 °C’de ki 400 mL pH 7.4 PBS
cozeltisi kullanilmistir. Belli molekiil agirliklara sahip ve kiitlesi bilinen kitosan diskler
cihazin sepetine yerlestirilmis ve 1 ay siiresince 100 rpm’de dondiriilmiistiir. Her bir disk
icin deney ikiserli olarak yiiriitiilmiistiir ve bu silire¢ boyunca kontaminasyonun oniine
gecmek icin her iki giinde bir PBS ortami yenilenmistir.

Bir aylik siire sonunda, diskler sepetlerden cikarilmis filtre kagitlar1 {izerine
konarak emdigi PBS ¢ozeltisinden uzaklastirilmistir. Tamamen kurutmak amaciyla 40
°C’ye ayarlanmis etiivde (New Brunswick Scientific, Innova 42) 24 saat saat siiresince
bekletilmistir. Kurutulmus diskler daha sonrasinda tartilmis ve asagidaki esitlikle %

dagilim oranlar1 belirlenmistir.

Ik agirhik - son agirhik
ilk agirhk

% dagilma = X100 Esitlik 2.
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Sekil 4.3. Disoliisyon sistemi (Pharma Test PTWS 820D)

PBS Cozeltisi (I Litre icin)
e 8gr NaCl
e 0,2gr KCI
e 1,44gr NazHPO4
o 0,24gr KH2PO4

Cozelti icerisindeki kimyasal maddeler sirasiyla tartilarak 1 litrelik cam siseye
aktarilmistir. Daha sonra iizerine 800 mL distile su eklenerek 750 rpm’de kimyasallar
iyice ¢Oziilene kadar karigtirllmistir. pH’1 7,4’e ayarlandiktan sonra 1 litreye distile su ile

tamamlanarak tekrardan karistirilip son kez pH dl¢limii alinmagtir.

4.4. Formiilasyonlarin Disklere Yiiklenmesi

Formiilasyonlarin disklerden salim profillerinin ¢ikarilmasi i¢in Oncelikle
formiilasyonlarin disklere yiiklenmesi islemi gerceklestirilmistir. Bunun ig¢in,
formiilasyonlarin disklere emdirilmesi ve enjekte edilmesi olmak iizere iki yOntem

kullanilmistir.

4.4.1. Emdirme yontemi

Kag gram formiilasyonun dikslere yiiklendiginin belirlenmesi i¢in, 6ncelikle diskler
boliim 4.3.1°de anlatildig1 gibi yikanmistir ve suyun fazlas: filtre kagidi ile alindiktan
sonra, 50 mL’lik balon igerisinde bulunan 20 mL F1 formiilasyonu igerisine atilmistir ve

balon tartilmistir. Balon, rotovaporda 140 mbar da 50 rpm’de 30 dakika dondiiriilmiistiir.
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Sonrasinda, her bir disk bir pens yardimi ile balondan ¢ikarilmis ve balon ulaslastirilan

her diskten sonra tekrar tartilarak disk ile gelen formiilasyonun miktari belirlenmistir.

4.4.2. Enjekte etme yontemi

Bu yontemde ise, Franz diflizyon hiicresi ile yapilacak salim caligmalari igin
ornekler hazirlanmistir. Franz diftizyon hiicresinin 3 mL 37 °C olan PBS ¢ozeltisi igeren
ornek koyma kompartimani igerisine yerlestirilmis olan diske 1 mL (1.039 @)

formiilasyon instilin enjektorii kullanilarak, diskin orta noktasina enjekte edilmistir.

4.5. In Vitro Sahm Calismalar

4.5.1. Formiilasyon emdirilmis disklerin salim ¢alismasi

Bu ¢alisma, loboratuvarimizda bulunan Sotax Dissoliisyon sistemine (Sotax Dissolution
System, USA)’ne ait salim hiicreleri kullanilarak gerc¢eklestirilmistir. Bu yontem
tarafimizdan dizayn edilmistir. Salim hiicreleri sekil 4.4 ve sekil 4.5’te verilmistir.
Hiicrenin reseptor chamber’ia konulan salim ortami 20 mL pH 7.4 PBS ¢ozeltisidir.
Formiilasyon emdirilmis diskler salim hiicrelerinin {ist kisminda bulunan 1zgarali alana
yerlestirilmistir ve sistem kapatilmadan once 1 mL iizerine PBS ¢ozeltisi eklenmistir.
Ortam 1sistin 37 °C’ye ayarlanmasi i¢in bu salim hiicreleri bir beher yardimi ile
olusturulan su banyosu igerisine otutturulmustur. Salim ortaminin sirkiilasyonu igin,
salim hiicrelerinin igerisine kiiglik magnetler konulmustur ve magnetik karistirict
tizerinde 65 rpm’de dénmeleri saglanmistir. Belirli arliklarda (207, 407, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8
ve 12. saat) 1 mL &rnek alinmistir. Ornek alimi, salim hiicresinin alt kisminda bulunan
delige monte edilmis enjektorle saglanmistir. Alinan 6rnegin yerine 37 °C’de taze PBS
ornek kompartimanindan tekra ilave edilmistir.

Toplanan 6rnekler daha sonrasinda UV spektrofotometresi kullanilarak 280 nm

dalga boyunda 6l¢iilmiistiir ve kiimiilatif salim profili ¢ikarilmistir.
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Sekil 4.4. Sotax Dissoliisyon sistemine ait salim hiicresi A:

reseptor chamber 1zgarast B: 6rnek alim deligi

Sekil 4.5. In vitro salum diizenegi

4.5.1.1. UV-Vis Spektrofotometre ile kollajen miktar analizi

Spektrofotometri, bir 151k demeti 6rnek ¢ozeltiden gegerken 15181n yogunlugunu dlgerek
¢ozeltinin 15181 ne kadar absorbe ettigini 6lgen bir yontemdir. Baz1 maddeler, belirli bir
dalga boyu araliginda 15181 (elektromanyetik radyasyon) emer, iletir veya yansitir (TisSue,
2002). UV-Vis, bir analitin ¢ozelti igindeki konsantrasyonunu belirlemek igin hizli, basit
ve ucuz bir yontemdir. Analiz edilecek bilesigin tiiriiniin bilindigi yerlerde, analitlerin
konsantrasyonunu belirlemek i¢in nicel bir analiz yapmak i¢in nispeten basit bir analiz
yontemi olarak kullanilir (http-6). UV-Vis'te, dalga boyu 180 ila 1100 nm arasinda 6l¢iim
yapilir. UV-Vis 6l¢iim teknigi Lambert beer konuna dayanir (Sekil4.6).
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Sekil 4.6. lambert beer yasast (http-T)

UV-Vis analizi i¢in oncelikli olarak dalga boyu bilinen saf etken maddenin
konsantrasyona kars1 absorbans degerleri belirlenerek o maddenin spektrumu elde edilir.
Bu amag dogrultusunda, bildigimiz konsantrasyonlarda kollajen PBS’de seyreltilmis ve
absorbans degerleri elde edilmistir. Konsantrasyona karsi absorbans degerleri ile bir
standart egri olusturulmustur. Daha sonra bu egri salim sirasinda bilinmeyen
konsantrasyonun belirlenmesinde kullanilmistir.

Pluronic F-127 ve Kollajenden olusan formiilasyonun spekturumunun elde edilmesi
icin, 0,1 ile 1 mg kollajen igerecek 10 farkli seyreltme islemi PBS ile yapilmistir.
Ornekler, 16 gozlii ¢oklu kiivette (multi-cell) aktarilarak olgiimler alinmistir. PBS
kullanilmasinin sebebi salim ¢alismasinin PBS ortaminda gerceklestirilmesidir. Bu islem
icin SHIMADZU Spektrofotometre UV-1800 (Japonya) cihazi kullanilmistir. Kor ortami
olarak her konsantrasyona karsilik gelen ve kollajen icermeyen Pluronic F127
formiilasyonunun PBS i¢inde ayni oranda seyreltilmis Ornekleri kullanilmistir.
Tirozindeki fenolik gruplar ve triptofandaki indolik gruplar nedeniyle bir¢ok protein 280
nm’de maksimum absorbsiyon gosterdiginden Ornekler 280 nm dalga boyunda

Olgtilmistiir (Layne, 1957).

4.5.2. Formiiasyon enjekte edilmis disklerin salim ¢caliymasi

Bu ¢alisma i¢in Franz disiifyon hiicreleri kullanilmistir (Sekil 4.7). Salim ortami1
(Reseptor chamber) 5 mL’dir ve pH 7.4 PBS ile doldurulmustur. Salim ortami ve 6rnek
kompartimani (donor chamber) arasina 0.8 um por ¢apl selilloz asetat membran

yerlestirilmistir. Sistem kurulduktan sonra, 6rnek alani igerisine bos disk yerlestirilmis ve
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tizerine 3 mL PBS ilave edilmistir. Ortam 1s1s1 37 °C olarak, karistirma hizi 100 rpm
olarak ayarlanmis tir. PBS ortaminda 30" bekletilen disk i¢ine boliim 4.4.1°de anlatildig:
gibi 1 mL F1 formiilasyonu enjekte edilmistir. Belirli araliklarla (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10,12
24 ve 36 saat) 500 pL oOrnekler alinmistir. Alinan ornek miktar1 kadar, Ornek
kompartmanina PBS eklenmistir. Toplanan 6rnekler daha sonra SDS-PAGE yontemi ile

goriintiilenmistir.

Omek kompartmam j

Omek cemberi
Gember ile

‘— mebranin birlesme
dizlemi

Membran —’

Ornek alma girisi
'!\ {
i - [ |
Devirdaimi 7

pemms Alici odasi

Su ceketi —’ e | - e Manyetik karigtirici
bahg

Sekil 4.7. Franz disiifyon hiicresi

45.2.1. SDS-Page jel elektroforezi (sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel
elektroforezi) analizi

SDS-PAGE yontemi, salinan kolajen mikrat1 UV ile dedekte edilemedigi i¢in tercih
edilmistir. Bu yontem proteinlerin safliginin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin
saptanmasi amaciyla kullanilir. Akrilamit ve N-N’-metilen bis-akrilamit monomerlerinin
polimerlesmesiyle olusan jel matrisde elektrik akimi yardimiyla proteinler
biiyiikliiklerine gore ayrilir. Polimerizasyon katalizrler (amonyum persiilfat ve TEMED)
sayesinde gerceklesir. SDS elektroforezde diger sistemlerden farkli olarak Ornek
hazirlama tamponuna bir miktar SDS eklenir. SDS ornekteki protein molekiiliiniin
etrafinda bosluk kalmayacak sekilde katman olusturarak negatif yiiklenmesini saglar.
Boylece ayrisma, molekiillerin kendi yiiklerinden bagimsiz (negatif), molekiil

agirliklarina gore gergeklesir. Akim gecirildiginde jel matrisi iginde bulunan proteinler
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farkli biiytikliikteki gozeneklerden biiyiikliiklerine gore farkli gegis hizlar1 gdsterir. Amag
kiigiik proteinlerin jelde hizli, biiyiik proteinlerin ise yavas yilirimesini saglamaktir (Wenk
ve Fernandis, 2007). SDS-PAGE yonteminin sematik olarak gosrerilmesi sekil 4.8 ‘de

verilmistir.

— Jel kaseti

NN

FEE S

Tank Gii¢ kaynafn
Protein bantlar

Sekil 4.8. SDS elektroforez semast (Senel, B. 2012)

Kullanilan cozeltiler;

% 12 Ayirma Jeli (10 mL)

e % 30 Akrilamit/bisakrilamit

4 mL 1.5 M Trizma baz 2.5 mL
% 20 SDS 0.05 mL

% 10 APS 0.05 mL

TEMED 0.0066 mL

Distile su 3.4 mL

% 5 Yisma Jel

e 9% 30 Akrilamit/bisakrilamit 0.67 mL
e 1M Trizmabaz 0.5 mL

% 20 SDS 0.04 mL

% 10 APS 0.04 mL

e TEMED 0.004 mL

Distile su 2.7 mL
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Yiiriitme Tamponu (pH 8.5)

1.92 M Glisin 144 g

0.25 M Trizma baz 30.3 g
% 0,1 SDS 1 g
Distilesuym 1 L

Brillant Blue Cozeltisi

Brillant blue 0,25 mg
Metanol:Distile su (1:1) 90 mL
Glasiyel asetik asit 10 mL

SDS-PAGE’in uygulanmasi,

Jel hazirlanmadan 6nce cam plakalar distile su ile yikanmis ve kurulanmistir.
Camlar jel kasetine yerlestirilmis ve sikica tutturulmustur. Herhangi bir sizinti
olup olmadig: distile su ile kontrol edilmistir.

Sirasiyla, distile su, SDS, Tris ve akrilamit tiipe konularak iyice karigmalari
saglanmistir. En son APS ve TEMED eklenerek ayirma jeli hazirlanmigtir.
Ayirma jeli plakalar arasina pipet yardimi ile hi¢ hava kabarcigi kalmayacak
sekilde dokiilmiistiir.

Taraklarin yaklagik 1 cm altina kadar ayirma jeli doldurulduktan sonra iizerine
izopropanol eklenerek hava ile temas kesilmis ve polimerlesme i¢in 1 saat
beklenmistir.

Polimerlesme olduktan sonra izopropanol kurutma kagidir yardimi ile ortamdan
cekilmistir. 6. Yiiritme jeli i¢in karigim istteki sirayla hazirlandiktan sonra yine
mikropipet yardimiyla dokiilmiis ve taraklar dikkatlice takilmistir. Polimerlesme
icin 1 saat beklenmistir.

Polimerlesme olduktan sonra kaset tank icerisine yerlestirilmis ve tank yiiriitme
tamponu ile doldurulmustur. Taraklar dikkatlice ¢ikarilmistir.

500 pL olarak alinmis 6rneklerden, 15 pL jele yiikleme islemi gergeklestirilmistir.
Ornekler 100 V ve 25 mA’de (bromofenol mavisi yiiriitme jelinin en altina

gelinceye kadar) jelde yaklagik 4 saat yiiriitilmiistiir.
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e Yiiriitme iglemi bittikten sonra jel dikkatlice tanktan c¢ikarilmis ve tarak kismi
koparilarak atilmistir.

o Jel elektroforezden ¢ikarildiktan sonra dogrudan plastik kap igerisine alinmistir.

e Kabin i¢ine hazirlanan Brillant Blue ¢dzeltisi konulup kap c¢alkalayici iizerine
alinmustir.

e (Calkalayici lizerinde bantlar goriiliinceye kadar yaklasik 1 saat calkalanmistir

4.6. Sitotoksisite ve Hiicre Cogalmas1 Calismasi

Bu calisma MTT olarak bilinen sitotoksisite, hiicre canliligi ve poliferasyonunun
degerlendirilmesinde en ¢ok tercih edilen yontem kullanilmigtir. MTT hiicrelere aktif
olarak absorbe olan ve mitokondriye bagl reaksiyon ile renk veren, suda ¢éziinmeyen
formazana indirgenen bir maddedir. MTT boyasinin tetrazolyum halkasin
pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Par¢alanma sonucu soluk sar1 renkteki MTT
boyasi mavi-mor formazana indirgenir. Bu deneyde oOlgiinler Cytation 5 (BioTek)
cihaziyla yapilmigtir. Hiicre olarak 3T3 (Embriyonik fare fibroblast) hiicreleri
kullanilmistir. Besi yeri ortam1 % 10 FBS (Fetal serum albiimin) iceren DMEM (
Dulbecco's Modified Eagle Medium ) kullanilmustir.

e Hiicreler 6nceden 37 °C’de % 5 CO2iceren ortamda kiiltiire edilmis ve daha sonra
% 10 FBS igeren DMEM besiyerinde dagitilmistir. Thoma lamu ile hiicre sayimi
yapilarak her kuyucuga 2x10% mL hiicre eklenecek sekilde 96 kuyucuklu plakaya
aktarim yapilmastir.

e Hiicrelerin ¢ogalmasi ve plakaya tutunmasi i¢in 1 giin boyunca inkiibasyona
birakilmustir.

e Hiicreler iizerine, 100uL besi yeri ve farkli oranlarda Pluronic F-127 igerecek
sekilde (Img, 5Smg, 10mg, 15mg, 20mg, 25mg, 30mg) 100ul 6rnekler eklenmistir.
Kontrol amaciyla, formiilasyon i¢indeki miktarlar1 g6z onilinde bulundurulacak
sekilde Pluronic F-127 ve Kollajen, besiyerinde ¢oziindiirilmiis ve hiicrelere
uygulanmistir. % Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in ise 6 kuyucuga ekilen
hiicreler {izerine sadece besiyeri uygulanarak tiim plate 24 ve 48 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir.

e 24 ve 48 saat siireleri sonunda, formiilasyon igeren besiyeri kuyucuklardan

uzaklastirilmig ve her bir kuyucuga 20 pL (5mg/mL) MTT boyas: eklenmistir.
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MTT boyasinin canlt hiicreler tarafindan formazan tuzu haline dontstiiriilebilmesi
icin 37 °C de 2 saat inkiibe edilmistir.

Daha sonra MTT boyasi iizerine her bir kuyucuga 200uL DMSO eklenerek 570
nm dalga boyunda Cytation5 cihazi ile absorbanslar belirlenmistir. % canlilik
oranlar1 kontrol grubu absorbans degerlerine gore hesaplanmis ve sonuglar grafige

dokiilmiistiir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. In situ Jel Formiilasyon Calismalari

In situ jel formiilasyonlar1 gelistirilirken, icerecegi kollajen miktari, viicut
sicakliginda jellesme orani, pH degeri, vizkositesi ve toksisitesi dikkate alinmustir.
Oncelikli olarak jel olusturulmasi icin kullanilan Pluronic F-127’nin miktarmin
belirlenmesi olmustur. Bugiline kadar, literatiirlerde, jelatinler de dahil olmak iizere
hidrojel hazirlamak i¢in baslangi¢ materyali olarak ¢ok ¢esitli bilesiklerle ilgili sayisiz
calisma bulunmaktadir. Sentetik polimerler arasinda en sik ¢aligilan (Sekil 5.1) ve ticari

olarak temin edilebilen polimer Pluronic F-127’dir (Vandenhaute ve ark., 2017).
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Sekil 5.1. Pluronic® F127 ile ilgili 1982'den beri yayinlanan yillik yayin verisi (Web of Knowledge,
Haziran 2017)

Formiilasyon c¢aligmalarimizda baslangi¢ materyali olarak Pluronic F-127’nin
secilmesindeki en biiyiik etken bu polimerin geri doniisiimlii akilli termojel 6zelligine
olmasidir. Bu polimer, sicaklik degisimiyle akiskan fazdan jel fazina veya tam tersi faz
gecis durumuna ugrayabilmektedirler. Bu 6zellik, PF-127'nin oral, topikal, intranazal,
vajinal, rektal, okiiler ve parenteral yollar dahil olmak {izere bir¢ok uygulama yolu i¢in
kullanilabilir 6zellikte bir tasiyic1 polimerdir (Escobar-Chavez ve ark., 2006). Ayrica bu
polimer, hiicre, biyosinyal molekiilleri, genetik materyaller ve ilag i¢in tasiyici sistemlerin
tasarimlanmasinda biiylik avantajlara sahiptir. Tablo 5.1’de yapilan bazi caligmalar

Ozetlenmistir.

53


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/gelatin
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/synthetic-polymer
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/pluronic

Tablo 5.1. PF-127 jelinin farmasétik formiilasyonlardaki arastirmasit (Escobar ve Ark., 2006)

Arastirma

Sonuc¢

Indometasin, antikanser ajanlar (adriamisin, 5
fluroiirasil) ve mitomisin C i¢eren PF-127 jeli

PF-127"nin reolojik calismasi
Anti-enflamatuar ve analjezik transdermal jel
Inivamid hidrojellerin in vitro ve in vivo topikal

uygulamasi farmakodinamik
degerlendirilmesi

ve

aktif maddelerin,
derisi  boyunca
arttirici

Iyonik olmayan yiizey
poloksamer jelden sican
piroksikam {izerindeki gecirgenlik
maddeler olarak etkileri

Fentanilin perkiitan uygulamasi igin serbest
birakma araci olarak PF-127

Azone® ve Transcutol® igeren PF-127 jeli ile
formiile edilmis sodyum naproksenin cilt
gegirgenligi tizerindeki etkisi

PF-127'nin, zayif asit ve bazlarm iki tabakali lipid
membranlardan gegisine etkisi

Insiilinin poloksamer jel ile transdermal olarak
verilmesi: siganlarda, iyontoforez ve kimyasal
arttiricilar  kullanilarak ex vivo ve in  vivo cilt
permeasyon ¢aligmalari

Arjinin vazopressinin, transdermal iyontoforetik
iletimi i¢in PF-127 jelinin tasiyict olarak
kullanilmasz: siganlarda in vivo degerlendirme

ile
vitro

Ceftiofur'un, PF-127
formiilasyonunun in
degerlendirilmesi

hazirlanmis
gelistirilmesi

jel
ve

Pluronics® 'in, bir allogreft veya bir alloplastla
birlikte kritik boyutta ki kalvariyal defektlerin
iyilesmesi lizerindeki in vivo etkisi

PF-127'nin
kullanilmasi

iclincii derece yaniklarda

Epidermal biiytime faktorii (EGF) igerikli PF-127
jeli hazirlanmasti

Indomethacin'in topikal ve rektal uygulamast i¢in iyi bir ara¢
ve stirekli mitomisin salinimi i¢in uygun oldugu belirlenmis

Viskozite ve sicaklik arasindaki {istel iliski belirlenmis

Uzun sireli anti-enflamatuar

belirlenmis

ve analjezik aktivite

Ivivamid olmayan hidrojel formiilasyonlarmin, cilde daha
fazla ila¢ verdigi ve krem bazlarindan daha fazla
farmakodinamik aktivite trettigi belirlenmis

Cesitli yiizey aktif cisimleri iceren PF-127 jelleri ile 6n
islemden gecirilmis cilt, gevsek bir sekilde katmanli bir
stratum korneum ve genis hiicre i¢i bosluk sergiledi

PF-127, fentanilin perkiitan olarak verilmesi igin faydalidir.

Azone® ve Transcutol® igeren PF-127 jeli, sadece
Transcutol® iceren formiilasyona kiyasla iki katina varan
oranla arttirdigi
belirlenmistir

sodyum naproksen penetrasyonunu

PF-127, membran boyunca biiyiilk  molekiillerin

gegirgenligini kolaylastirdigi belirlenmistir

Ex vivo caligsmalar, hem linoleik asit hem de mentonun
iyontoforez kombinasyon  halinde,
gecirgenligine olumlu etkisi oldugu gosterilmistir

ile insiilinin

Iyontoforez kullanimi, PF-127 jeli ile formiile edilmis
arjininin dagilimini arttirmistir

Ceftiofur'un, PF-127 ile olusturulan jel sayesinde kontrollii
bir sekilde salindig1 saptanmistir

Pluronics®, kemik greft materyalleri i¢in tasiyict olarak
diigtiniilebilir

Hizlandirilmis iyilesme orani saptanmistir
EGF igerikli PF-127 jel ile topikal bir {iriin gelistirmek

miumkiindir
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Doymamis yag asitleri igeren PF-127 jelinden
insiilin  salimim1 profilleri ve farelerde jel
formiilasyonlarinin bukkal verilmesinden sonra
insiilinin hipoglisemik etkisi

Gastrointestinal sistem lezyonlarinin fotodinamik
tedavisinde kullanimi i¢in delta 5-aminolevulinik
asit (ALA) igeren termo jel formiilasyonunun
etkinligi

Insan diseti fibroblastinin yayilma ve baglanma

oraniin gelistirilmesi

Kisa zincirli yag asitlerinin rektal uygulanmasi
icin bir termo jellestirici ve yapiskan polimer
olarak PF-127’nin kullanilmasi

Oftalmik uygulama i¢in, rhEGF / HP-beta-CD
kompleksi i¢eren poloksamer jel kullanilmasi

Pilokarpin  salinimini
degerlendirmek

uzatma  kabiliyetini

i¢in biyobozunur
poliizobiitilsiyanoakrilat pargacik iceren PF-127
jel sistemi hazirlanmasi

Iyonik olmayan bir blok kopolimer, PF-127 ile
tetosus (TT) 'nin mukozal uygulamasinin, kitosan
ile sistemik ve mukozal immiin yanit lizerine
etkisi

Deri altindan enjekte edilen PF 127 kaph
nanokiirelerin, lenfatik dagilimimin modiilasyonu:
etilen oksit zincir konfigiirasyonunun etkisi

Deslorelin ve GnRH'nin PF-127 ile olusturulan
jel formiilasyonlarinin, ilacin bozulmasina ve
sigirlarda ilag salimina etkisi

Doksorubisin ve Pluronic karisimi (L-61 ve F-
127) iceren bir formiilasyonun in vitro ve in vivo
modelleri kullanilarak validasyondan sonra faz I
klinik ¢aligmalarmin degerlendirilmesi

Paclitaxel (Taxol, Bristol-Myers Squibb) iceren
PF-127 ile termo jel
gelistirilmesi

formiilasyonunun

Doymamis yag asitleri igceren PF-127 jelleri, insiilinin
bukkal verilmesi i¢in potansiyel formiilasyonlardir

ALA-PF-127 jeli, 6zofagusta iyi bir yapigma saglayamis ve
ALA'nin mukozaya etkili bir sekilde diflizyonunu saglayan
uygun bir formiilasyondur

PF-127, ameliyat sonrasi erken yara iyilesmesinde faydalidir

PF-127’nin % 18 konsantrasyonu, oda sicakliginda sivi olan
ve 37 © C'de jellesen, yapiskan Ozelliklere sahip ve kisa
zincirli yag asitlerinin  kontrollii sagladigi
belirlenmigtir

salimini

rhEGF, kornea oncesi bdlgede uzun siire saklanabildigi
goriismiistiir. Bu nedenle, Pluronic® jelin etkili oftalmik
verilis i¢in ideal bir yontem oldugu belirlenmistir

PF-127MC jel v sistemi pilokarpin ve diger hidrofobik
ilaglar i¢in uzun siireli bir salim elde etmek i¢in 6nemli bir
potansiyele sahiptir

PF-127 / kitosan jelinin bagigiklik tepkisi tizerinde
sinerjistik bir etki gosterdigi ortaya koyan yeni bir mukozal
ag1 iletim sistemini gelistirilmistir

Interstisyel ~olarak  enjekte edilen PF-127 kaph
nanoskiirelerin lenfatik dagilimi, etilen oksidin yiizey
konfigiirasyonu (mantar benzeri konfigiirasyon) ile kontrol
edilebileceigi belirtilmistir

PF-127 jel formiilasyonlari, peptid salimini siirdiirebildigi
ve peptid bozulmasini azaltabildigi belirtilmistir

Bu formiilasyon tiimérleri, ¢esitli antikanser ajanlarina gore
siddetli bir sekilde hassaslastirdig1 goriilmiistiir

Paklitaksel-PF-127'nin
ardindan  anti-timor

intratumoral
etkinliginde

uygulamasinin
onemli bir artig
kaydedilmistir. [lk tiimor biiyiime oram1 % 67 oraninda
geciktigi gorilmiigtiir
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Enjekte edilebilir bir polimer jel kullanilarak
doku yonelik otolog kikirdak
caligmasi

tasarimina

Polimetilmetakrilatta stafilokok yapigmasinin
kontrolii ve PF-127 ile antibiyotiklere
duyarliligin arttirtlmasi

PF-127 jellerinin, polilaktik-ko-glikolik asit
nanopartikiillerinin kullanimi ve bunlarin bir ilag
olarak modeli olarak, insiilin kullanilarak kisa

Otolog kikirdak, dogal kikirdaka benzer histolojik
ozelliklere sahip bir doku miihendisligi teknigi kullanilarak
olusturulmus ve gézlemlenmistir

PF-127'nin antibiyotiklerle birlikte kullanilmasi, yabanci
maddelerin enfeksiyonunun onlenmesine umut verici bir
yaklagim olabilecegi belirtilmistir

[lag veya ilag nanoparcaciklarmi igeren PF-127 jel
formiilasyonlar1, kisa yar1 dmre sahip peptitler ve proteinler
i¢in kontrollii bir dagitim sisteminin hazirlanmasinda yararl

yarl Omre sahip peptidlerin ve proteinlerin olabilecegi saptanmigtir
parenteral verilmesi i¢in kombinasyonlarinin

olusturulmasi

Lesitinin  reolojiye etkisi
ozelliklerinin belirlenmesi

ve gegirgenlik

tutulmasini sagladigi belirtilmistir

PF-127 jelinde lesitinin varhigi, lipofilik ilaglarm cilt

5.1.1. Uygun pluronic miktar1 belirlenmesi

Pluronic miktarint belirlerken dikkat ettigimiz hususlar 37 °C’de ki jellesme
kapasitesi, jellesme siiresi ve sitotoksik etki olusturup olusturmadigidir. Yapilan
calismalarda Pulorinic F127°nin % 20’nin iizerindeki konsantrasyonlarinin irritasyon
etki olusturdugu belirtilmistir ( Almeida ve ark., 2014 )

Pluronic F-127 ¢ozeltisi, sicaklik arttiginda jel formuna gegis yapan etkili bir termo-
duyarli polimerdir. Pluronic F-127 ¢ozeltisinin Tsol-jel’i, konsantrasyon % 15,5'ten %
24'e yiikseldiginde 37,5 © C'den 19,5 ° C'ye keskin bir sekilde diistligli belirlenmistir
(Sekil 5.2). Daha oOnceki yapilan c¢aligmalarda bildirildigi gibi, ilaglarn ve diger
bilesenlerin eklenmesi Pluronic F-127'nin Tsol-jel'ini degistirebilir (Qian ve ark., 2014).

Khateb ve ark. (2016) P-F127 ve Pluronic F68'nin goz ilag dagitiminda yerinde jel
sistemlerini formiile etmek icin eksipiyanlar olarak kullanilmasini degerlendirmistir.
Fizyolojik olarak uygun sicakliklarda seffaf jellerin olusumunun yalnizca agirlik¢a % 20
P-F127 'de gozlemlendigi tespit edilmistir. Cam ylizeylerdeki ve taze kesilen sigir
korneasinda yapilan in vitro ilag salim g¢alismasi, diger formiilasyonlara kiyasla % 20
agirhikli P-F127 'nin geciktirilmis ilag saliminda stiinliik saglagidigini gostermistir.
Buna ek olarak, tavsanlardaki in vivo ¢alismalar, Pluronik F68'e kiyasla, agirlikga % 20
P-F127 'nin daha iyi gecikmis ila¢ salim profili sergiledigini gostermistir. Bu sonuglar,

agirlikga % 20 P-F127 'nin fizyolojik kosullar altinda minimum iritasyon ile yerinde
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seffaf bir jel olusturabilen dikkat ¢ekici bir géz formiilasyonu sundugunu dogrulamistir
(Al Khateb ve ark., 2016 ).

40

]

T T T T
14 16 18 20 2 24
Pluronic F-127'nin Konsantrasyonu (%)

Sekil 5.2. Sol-gel ge¢is sicakligi ile P-F127 konsantrasyonlar: arasindaki iligki (Qian ve ark., 2014)

Farkl1 konsantrasyonlarda hazirlanan P-F127 jellerinin 37 °C’deki jellesme yapist
Tablo 5.2°deki gibi elde edilmistir. Buradaki amag 37 °C’de jellesen minimum
konsantrasyona sahip jel oranini belirlemektir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalar da goz
Ontine alindiginda, optimum Pluronik konsantrasyonunun % 20 olduguna karar

verilmigtir.

Tablo 5.2. 37 °C’deki farkly konsantrasyonlardaki P-F127 jellerinin yapist

Konsantrasyon
(%)

37 °C’deki jelin yapisi

Akiskan

Viskoz

Yan jellesme

Tam jellesme

5

+

10

+

15

+

18 +
19 +
20 +
25 +
30 +

Pluronik’in konsantrasyon oranini belirledikten sonra, bu c¢alismanin disinda
%20’lik P-F127 ’yi farklh ¢oziiciiler kullanarak ¢6zme caligsmalar1 gergeklestirilmistir.
Buradaki amag, olusturulan jelin eklem igerisine dogrudan enjeksiyonu yapilacagindan
kullanilan stvinin hiicrelerin biiyiliyebilecegi ortamlart kapamasidir. Farkli ¢dziicii olarak

taze hazirlanmigs PBS (pH:7,4) ile DMEM ( Dulbecco's Modified Eagle Medium )
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secilmistir. Yapilan gézlemlerde bu ¢oziicii ortamlart Pluronik’i ayni stirede ¢6zmiistiir,
jellesme sicakligini ciddi oranda degistirmemistir ve kararliligini etkilememistir. Besiyeri
ortaminda Pluronik ¢o6zeltisi olusturulabilmesi farkli deneysel c¢alismalarda avantaj

saglayabilir goriisii hakim olmustur.

5.1.2. Farkh kombinasyonlarda jel hazirlanmasi

Uygun Pluronik miktarinin belirlenmesinden sonra Kitosan, denizanasi kollajeni ve
P-F127 ile F1, F2 ve F3 olmak iizere 3 farkli kombinasyonda formiilasyon hazirlanmistir
ve formiilasyonlarin igerigi Tablo 4.1’de verilmistir.

Bu c¢alisma sonucunda en ideal formiilasyon F1 olarak belirlenmistir. F1
formiilasyonunda Kkollajen, Pluronik ¢6zeltesine sonradan eklenmistir. Bunun sebebi, P-
F127°in 2,5 saat ve 300 rmp’de ve disiik sicakliklarda ¢ozdiiriilmek igin kstirekli
karistirilmasidir ve bu mekanik etkinin protein yapidaki kollajeni denatiire etme
ihtimalidir. Bu nedenle, Pluronik ¢ozeltisi hazir hale getirildikten sonra, distile su
igerisinde ¢ozdiiriilmiis kollajen yavasca 100 rpm’de Pluronik ¢ozeltisine eklenmistir.

F2 formiilasyon c¢alismasinda Pluronik ile kitosanin jel olusturma uyumuna
bakilmistir. Burada edinilen gozlemler F3 formiilasyonuna 6nciiliik etmistir. Eczacilik ve
doku miihendisligi alaninda kitosanla ilgili pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Kitosan hem
alginat gibi biyopolimerlerle hemde Pluronik gibi sentetik polimerlerle kompozitler
olusturabilmektedir. Pluronic ve kitosanin uyumlu bir yap1 olusturdugu belirtilmis birgok
caligma mevcuttur (Westerink ve ark., 2001; Kang ve ark., 2007).

F3 formiilasyonu F1 ve F2’nin kombinasoyunu seklinde diisiiniilmiistiir. Diger
formiilasyonlarda oldugu gibi F3 formiilasyonunda da kollajen ve kitosan Pluronik
¢ozeltisi hazirlandiktan sonra eklenmistir. Ancak F3 formiilasyonu, F1 ve F2 gibi
istenilen 6zellikler gostermemistir. Jel goriiniimiinde bulaniklik, biiyiik misel olusumlari
ve topaklanma gozlemlenmistir. Bunun sebebinin, kollajenin ortamin pH degisimi ile
fibril yapiya donligmiis ve bu fibrillerin bir araya toplanmasi ile homojen olmayan bir
gOriintii ortaya ¢ikmasina baglanmistir (Jiang ve ark. 2004). PBS ortam1 pH degeri 7,4 tiir
bunun yani sira Pluronik pH’y1 degistirmez iken, kitosanin asidik ortamda
¢ozlindiiriilmesi miimkiin oldugundan, kollajenin bu asitik ortamda yonelmek istedigi
globiiler yapinin viskoz bir ortam igerisinde saglamamasi sonucunda biiyiik partikiillerin

olusmasina sebep olmustur (Jiang ve ark. 2004). Bunun oniine ge¢ebilmek igin ortamin
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pH’st ile oynanmistir ancak, zamanla olusturulan jelin stabilitesi bozuldugu
gbzlendiginden formiilasyona kitosanin eklenmesinden vazgecilmistir.

Bu elde edilen olumsuz sonuglara ragmen bazi literatiirlerde kitosan ve kollajenin
birlikte kullanildigi ¢alismalar mevcuttur. Li ve ark., (2019) hiicreye niifuz eden bir
peptid (CPP)  (Oligoarginine, R8)ile takviye edilmis kollajen/kitosan jel
kompoziti hazirlamistir. Kollajen /kitosan/CPP jel bilesiginin Staphylococcus aureus
bliylimesini 6nleyebildigini ve yaralari iyilestirme yeteneginin iyi oldugunu bulmuslardir.
Fare testi sonuclari, kollajen /kitosan/CPP jelinin, tiim tedavilerde en yliksek iyilesme
diizeyine, en hizli iyilesme hizina sahip oldugunu gosterdi. 14 giin sonra, kollajen /
kitosan / CPP jeli ile tedavi edilen grup, neredeyse tamamen yara ylizeyindeki iyilesme
oranin1 % 98 + 4,71 olarak gostermistir. EK olarak, histopatolojik inceleme, kollajen /
kitosan / CPP'lerin, graniilasyon dokusu olusumunu, kollajen birikimini artirarak ve yara
dokusunda anjiyogenezi tesvik ederek deride yara iyilesmesini destekleyebilecegini
gostermistir.

Yine Lewandowska-Lancucka ve ark., 2019 in situ enjekte edilebilir kollajen,
kitosan ve hyaluronik asit bazli ¢ok bilesenli kemik dokusu miihendisligi uygulamalari
icin biyomimetik hibrit jel hazirlamistir. Yiizeyi modifiye edilmis silika partikiilleri
formundaki biyoaktif faz, biyopolimerlerin ¢ozeltilerine eklenmistir ve ayni anda hem
biyopolimer matrisi hem de dagilmis partikiiller ile 37 © C'de ¢apraz baglanmistir. Burada
sunulan yeni yaklagim, yiizeyleri amino gruplariyla islevsel hale getirilmis priory olan
silika parcaciklarinm kullanimini igermektedir. Bu modifikasyon, silika pargaciklarinin
genipin ile capraz baglanma sirasinda polimerik hidrojel agina kovalent baglanmasini
miimkiin kilmigtir. Farkli ¢alismalarda olsa kollajen ve kitosanin beraber kullanildigi ve
yiiksek verim alindig1 literatiirler mevcuttur. Bu noktada kitosan siinger disklerinin iskele
olusturacak sekilde hazirlanmasi ve F1 formiilasyonunu igerisine emdirme fikri ortaya

¢ikmis ve caligmalar gergeklestirilmistir.

5.2. In Situ Jel Formiilasyonlarinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan formiilasyonlarin eklem sivisi ortaminda sergileyecegi fiziksel ve
kimyasal davraniglar hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in baz1 ¢alismalar
gerceklestirilmigtir. Bu bilgiler beraber olarak degerlendirildiginde formiilasyonlarin

fizikokimyasal yapilar1 hakkinda genel bir goriis olusturulmustur.
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5.2.1. Jellesme kapasitesinin belirlenmesi

Dogru bir gozlem i¢in metilen mavisi ekledigimiz P-F127 ve F1 formiilasyonunun
jellesme kapasitesi Tablo 5.3’te verilmistir. Ayrica % 20°’lik P-F127 ’nin jellesme
kapasitesi gorsel olarak Sekil 5.3’te verilmistir. F2 ve F3 formiilasyonlarinin jellesme
kapasitelerine bakilmamistir. F3 formiilasyonununda bulunan kitasana bagli olarak
kollajenin formiilasyon icindeki kararliliginin gozle goriiliir diizeyde bozulmasi
nedeniyle kitosan igeren formiilasyonlardan vaz ge¢ilmis ve bunlar {izerinde yapilacak
karakterizasyon c¢alismalar1 durdurulmustur. Kitosanin hiicre yenileyici 6zelliginden vaz
gecilmemesi amaciyla da kitosan siinger disklerin hazirlanmasina karar verilmistir.
Projenin ¢ikis noktasi kollajen igeren bir in situ bir jel hazirlamak oldugu i¢in, P-F127 ve
denizanas1 kollajeni igeren F1 formiilasyonu ve P-F127 jeli {izerinde c¢aligmalar

stirdiirilmiistiir.

Tablo 5.3. Formiilasyonlarin jellesme kapasitesi

Formiilasyon Jellesme Kapasitesi
P-F127 +++
F1l +++

Sekil 5.3. P-F127 Jellesme kapasitesi deneyi

Enjekte edilebilir 6zellikteki hazirladigimiz jelin eklem bosluguna aktarildigi an
eklem sivisinda gosterecegi Ozelligin belirlenmesi i¢in yapilan jellesme kapasitesi
deneyesi gorsel olarak degerlendirilmis ve bolim 4.2.1°de sunulan tablo 4.5’e gore

‘Jellesme aninda olustu ve uzun siire siirdii’ degerlendirilmesi elde edilmistir.
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5.2.2. Sisme ¢alismasi

P-F127 termal duyarli bir hidrojeldir dolayisiyla sulu ortamda sisme egilimi
gostermektedir. Hidrojeller, c¢apraz bagli hidrofilik homopolimerlerin ya da
kopolimerlerin su ile sisen ii¢ boyutlu ag yapili bilesikleridir (Byrne ve ark., 2002).

Sisme, camsi fazdan, kaugugumsu faza gecisi gosteren siirekli bir prosestir.
Polimerlerin dinamik sisme ozellikleri; ¢dziicli absorpsiyon hizini, denge sismesine
yaklasim hizin1 ve ¢oziicli ilerleme hizin1 kontrol eden transfer mekanizmasini igerir.
Coziiciiniin absorpsiyon hizi, birim zamanda alinan ¢6ziicli miktarini belirtir ve dogrudan
polimerin sisme denge derecesiyle baglantilidir. Hidrojellerin sisme dengesi orani, denge
aninda hidrojelin yapisina aldig1 suyun miktarin1 gosterdiginden 6nemli bir parametredir
(Ruiz ve ark., 2001).

Doku genisletme amacl yapilan bir hidrojel ¢alismasinda, p[akrilamit(AAm)-ko-
hidrosietilmetakrilat(HEMA)] hidrojellerinin denge su igerikleri, AAm/HEMA mol orani
% 94,5/5.5 oldugunda yaklasik % 600; AAm/HEMA mol oran1 % 81/19 oldugunda
yaklasik % 450 ve AAm/HEMA mol oran1 % 68/32 oldugunda yaklasik % 300 olarak
Ol¢iilmiistiir. HEMA konsantrasyonunun artmasiyla hidrojeldeki hidrofilik grup sayisi
azaldigindan hidrojellerin denge su igeriginin azaldigi saptanmistir (Sop, 2013).

Tablo 5.4’te F1 formiilasyonunun sisme orani gosterilmistir. Burada 4. Saatte
dengeye geldikten sonra azalma gergeklesmistir. F1 formiilasyonu kollajen icermektedir,
kollajen suyu seven bir materyaldir bu da membran igerisine PBS alimini hizlandirmistir.
Dolayisiyla sisme maksimuma ulastiktan sonra basingtan dolay1 formiilasyon membran
disina ¢ikmistir ve agirlik giderek azalmis ve sabit bir degere ulagmistir. Sonug olarak,
sisme deneyinde F1 Formiilasyonu 4. Saatte maksimum diizeye ulagmaktadir. Buda, F1
formiilasyonunun eklem igersine enjekte edilmesinden sonra 4 saat igerisinde sisecegini

ifade etmektedir.

Tablo 5.4. Formiilasyonun Sisme orani

Zaman (saat) Sisme Oram ( %)
1 7,36
8,66
9,04
10,23
7,66
7,60

OO Bl WIN
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5.2.3.Fiziksel goriiniis ve saydamhk

Calisilan ¢ogu sistemde oldugu gibi olusturulan jel sistemleri de fizikokimyasal
ozellikleri bakimindan incelenirken oncelikli olarak bakilmasi gereken fiziksel goriiniis
ve saydamliktir. Birgok Calismada formiilasyon igerisinde partikiil olup olmadig1 siyah
ve beyaz arka planda ve 1sik altinda gorsel olarak incelenir (Giiven, 2016). P-F127 ve F1
formiilasyonunun fiziksel goriiniisii  Sekil 5.4’te  goOsterilmektedir. P-F127°1i
formiilasyonlar berrak bir renk iken icerisinde kollajen bulunan formiilasyonlarin rengi
sarimtirak ve hafif bugulu goriilmektedir. Bunun nedeni pH 7,4’te kollajenin fbril yapiya

sahip olmasina baglanmistir (Jianga ve ark. 2004).

Sekil 5.4. Formiilasyonlarn fiziksel goriintigii (Sol taraftaki P-F127, sag

taraftaki F1 formiilasyonu)

Formiilasyonlar hazirlandiklar1 giinden itibaren P-F127 jelde bir degisiklik
gozlemlenmemistir. F1 formiilasyonunda ise zamanla beherin alt kisimlar1 daha koyu
olmustur buda bize kollajenin zamanla ¢oktiigiinii gostermektedir. Ancak ¢okme islemi
uzun siirede gerceklesmekte ve tekrardan kisa bir karigtirma ile homojen hale

getirilebilmektedir.

5.2.4. pH él¢iimii

Formiilasyonlar ¢aligma siiresince pH 7,4 olan PBS ortaminda hazirlanmistir. P-
F127 jel ve formiilasyonlara ait pH degerleri Tablo 5.5’te gosterilmistir. Olgiimler
saklama kosulu olan 4 °C’de yapilmistir.
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Tablo 5.5. Formiilasyonlarin pH degerleri

Formiilasyonlar pH degeri
P-F127 7,4
F1 79
F2 6,5

Formiilasyonlarin, viicut i¢ine enjekte edilebilir bir sistem olarak tasarlanmasi
amaglanmistir. Bu dogrultuda pH degeri ¢ok 6nem arz etmektedir. Sinovyal siv1 sicakligi
32 santigrat derecedir (periferik eklemler i¢ viicut sicakligindan daha soguktur). Normal
pH’1 7.4'tiir. Hasar durumunda pH azalmaktadir, osteoartrit gibi rahatsizliklarda pH
yaklagik olarak 7,4’ten 6,85’¢ diiser. Hastalikli sinovyal sivinin diisiik pH''t normal
hidrojen bagini bozar ve kismen hyaluronik asit yapisini ve konsantrasyonunu degistiren
sinovyal s1v1 proteinlerini denatiire eder ve viskoziteyi azaltir (Roman ve ark., 2017).

Bu bilgiler dogrultusunda elde ettigimiz sonuglar karsilastirinca en ideal formiil
secilen F1’in vuciit pH’s1 ile uyumlu oldugu ve enjeksiyon sonrasinda pH’ya bagh

herhangi bir rahatsizlik vermeyecegi diistiniilmektedir.

5.2.5. Reolojik davramisin incelenmesi

Reolojide, Newtonyen akis ozelligine sahip sivinin kayma hizina karsi kayma
gerilimi dogrusal iken Newton olmayan modelde kayma hizina kars1 kayma geriliminin
parabolik artis gosterdigi belirtmistir. Bunun yani sira Newton akis gosteren sivinin
viskozite degerleri kayma hizindan bagimsiz olarak her noktada aynidir. Ancak Newton-
olmayan akista plastik ve psoddoplastik akis gosteren sivida viskozite kayma hiziyla
azalirken, dilatan akista viskozite kayma hiziyla artmaktadir (Barnes ve ark., 1989).

P-F127 ile yapilan bir ¢calismada, hazirlanan formiilasyonlarin 25 °C’de ¢izilen
kayma hizina kars1 kayma gerilimi ve viskozite grafikleri incelenmistir. Sabit kalan
viskozite ve dogrusal olarak artis gosteren kayma gerilimi slispansiyonlarin oda
sicakliginda Newton akis gosterdigini kanitlamistir. 37 °C’de cizilen grafiklerde ise
kayma gerilimi belirli bir degerden baslayarak parabolik olarak hizli artis gostermis ve
sonrasinda bu artis azalarak ilerlemistir; ayrica formiilasyonlarin viskozite degeri kayma
hizina bagl olarak azaldig1 saptanmistir. Kayma hizinin sifira en yakin oldugu noktada
kayma geriliminin yiiksek olmasi psddoplastik akis gosterdigini kanitlamaktadir. Bu
durum formiilasyonlarin oda sicaklifinda akiskan bir siispansiyon halindeyken viicut

icerisinde kati jel halini aldigin1 gosteren diger bir parametredir (Ozer, 2018).
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Bagka bir in situ jel ¢alismasinda hazirlanan jel formiilasyonlar1 da 25°C’de sivi
halde ¢ozeltiye benzer sekilde Newton akis gosterirken, géz sicakligi olan 32°C’de
jelleserek psodoplastik akis gostermistir. Jellesme sonrasi viskozitenin hizli artig
gostermesi formiilasyonun gézde kalis stiresinin uzatacagi belirlenmistir (Giiven, 2016).

P-F127 ve F1 formiilasyonuna ait reogramlar Sekil 5.5, Sekil 5.6, Sekil 5.7 ve Sekil
5.8 “deki gibidir. Grafiklerde goriildiigii gibi sicaklik artigiyla beraber viskozitede degeri
de artmaktadir. Bu ¢alismada 25 °C’de P-F127 ile F1 formiilasyonu yaklasik % 95
oraninda Casson akis modaline uygunluk gostermistir. 37 °C’de ise Herschel-Bulkley
akis modeline uyduklar1 saptanmistir. 25 °C’de F1 formiilasyonun vizkoziteyi kayma hizi
artistyla beraber daha hizli disiirdiigii goriilmiistiir. Bunun yami sira 37 °C’de Fl
formiilasyonundaki kollajen igeriginin etkisiyle viskozitenin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ancak kayma hizina kars1 vizkozite degisimi P-F17 formiilasyonu ile ayni
parabolik egriyi gostermistir. Elde edilen viskozite degerleri ve Hagen-Poiseuille
denkleminden yola ¢ikarak oda sicakliginda F1 formiilasyonunun standart bir siringa ve

uzman kisinin uyguladig1 ortalama basing ile enjekte edilebilir oldugu saptanmistir

(Allmendinger ve ark. 2014).
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Sekil 5.5. 25 °C’deki P-F127 ye ait reogram
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5.3. Kitosan Disklerininin Karakterizasyonu

Bu kisimda, F3 formiilasyonundaki Kkollajen ile ilgili gelisen kararlilik sorunu
nedeniyle, kitosanin yara iyi edici 6zelliginden faydalanilmak amaciyla, in situ jelin
emdirilebilecegi bir ortamin olusturulmasi i¢in hazirlanan kitosan siinger disklerin
analizleri yapilmistir. Bu diskler, tam Kkat hasarli eklem igin uygulanacak cerrahi
miidahale sirasinda o bolgeye yerlestirilebilecek nitelikte biyouyumlu olacak sekilde ve
belirli zamanlarda F1 formiilasyonunun igerisine enjeksiyonu gergeklestebilme kurgusu
ile gelistirilmiglerdir. Boylelikle, hasarli dokunun siingerimsi disk ile birbirine siirtlinmesi
azaltilacak, kitosanin temas ettigi bolgede hiicre yenilenmesi saglanacak ve icerisine
enjekte edilen jelin daha uzun siire kalmasi ve kontrollii salinmasi miimkiin olacak, jelin
icerdigi kollajenin ise bu sayede biyoyararlanimi artacaktir. Plakalara konarak liyofilize
edilmis kitosan c¢ozeltisinden elde edilen siinger disklerin goriintiisii Sekil 5.9’da

verilmistir.

Sekil 5.9. Kitosan diskler (vaklasik olarak 1cm yarigap ve 2cm yiikseklige sahip)

Dogal bir biyopolimer olan kitosan, miikemmel hidrofiliklige, biyobozunurluga
sahiptir, hiicre biiylimesini destekler ve kikirdak dokularinin glikozaminoglikan
bilesenini taklit eder. Bu nedenle, kitosan yapisma proteinleri veya mevcut biiylime
faktorleriyle etkilesime girebilir. Bu avantajlar1 sayesinde kitosan, kikirdak dokusu
miihendisligi i¢in iskele gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmistir (Singh ve

Pramanik, 2018). Diger malzemelerle olan kitosan yapi iskeleti kompozitleri de
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arastirilmistir. Kollajen tip 11, kondrosit kiimelerinin in vitro yapismasini artirmak igin
yaygin olarak kullanilir (Hu ve Nukavarapu, 2019).

Kollajen ve kitosanin iistlin 6zellikleri birlestiginde kikirdak dokusu icin yiiksek
miktarda fayda saglamaktadir. Kitosanin disklerinin iskele olarak kullanilmasi ve
kollajenin hidrojel olarak bu iskele igerisine enjeksiyonunun, ciddi kusurlarda ortam
reolojisinin diizenlenmesinde ve hiicre gocilinliin engellenmesinde biiyiik avantaj

saglayacagi 6n goriilmektedir.

5.3.1. Kitosan disklerin SEM (Taramal elektron mikroskopu) analizi

Hiicrelerin doku iskeleleri, doku miihendisliginde hiicre gogalmasi ve farklilagmasi
acisindan onemlidir. Hiicreler iskele yiizeyine tutunur ve yayilma gosterir. Bu nedenle
kitosan disklerin morfolojik yapilarini incelemek amaciyla SEM analizi
gerceklestirilmistir.

Ug farkli yogunlukta hazirlanan kitosan disklerin SEM gériintiileri yiiksek, orta ve
diisiik yogunluklu olmak flizere sirastyla Sekil 5.10, Sekil 5.11 ve Sekil 5.12°de
gosterilmigstir. Yiizdelik oranlar1 farkli olmakla birlikte tiim disklere ayni1 prosediir

uygulanmistir.

AUBIBAM

| _}1& Ry TN

AUBIBAM 2018/04/20 17:12 HLMD5.8 x500 200 pm AUBIBAM 2018/04/20 17:12 HLMD5.7 x1.0k 100 pm

Sekil 5.10. Yiiksek yogunluklu kitosan disklerin ¢esitli oranlarda (x1.0k -
x500-x250-x100) biiyiitiilmiis masa tistii SEM gériintiileri

67



17:00 HLMD5.5 x100 1mm AUBIBAM

— I — S —

AUBIBAM 2018/04/20 17:02 HLMD5.4 x500 200 um AUBIBAM 2018/04/20 17:02 HLMD55 x1.0k 100 pm

Sekil 5.11. Orta yogunluklu kitosan disklerin ¢esitli oranlarda (x1.0k -x500-x250-

x100) biiyiitiilmiis masa tistii SEM gériintiileri

/

AUBIBAM 201804120 16:46 NL_D5.2 x40 5750 5.7 x250 300 pm
> {

__\;__ SR TR L e

AUBIBAM 2018/04/20 16:51 HL MD5.7 X500 200 ym AUBIBAM 2018/04/20 16:52 HL MD5.5 x1.0k 100 pm

Sekil 5.12. Diisiik yogunlukiu kitosan disklerin ¢esitli oranlarda (x1.0k -x500-x250-
x40) biiyiitiilmiis masa tistii SEM gériintiileri
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Elde edilen goriintiiler dogrultusunda yiiksek yogunluklu kitosan diskin daha rijit
ve por biiylikliigiiniin daha fazla oldugu, gdzenek boyutunun ve dagiliminin daha tekdiize
oldugu goriilmiistiir. Bu da por biiyiikliigii ve dagiliminin kitosanin yogunlugu ile iliskili
oldugunu gostermektedir.

Xu ve Ark. (2017), kitosanin iyonik kuvvetine ve pH'a bagli ¢oziiniirliigiine
dayanarak, yiiksek mekanik mukavemet ve ayarlanabilir bir morfoloji elde etmek igin
yeni bir yontem ile gozenekli kitosan yapi iskeleleri gelistirilmistir. Harici c¢apraz
baglama maddesi olmadan, kitosan yapi iskeleleri, kitosan ¢6zeltisinin konsantrasyonunu
veya pH'm1 degistirmek gibi bagka yontemlerle gelistirilmistir. Bununla birlikte, bu
yontemler, kitosanin diisiik ¢oziiniirligli ve yiiksek viskozitesi ile kesin olarak
siirlandirilmstir. Ciinki kitosan yapi iskelelerinin yapisini ve 6zelliklerini kontrol etmek
zordur. Dahasi, bu yontem harici ¢apraz baglama ajanlari, farkli enstriimanlar ve / veya
teknik yeterlilik gerektirmez ve seri tiretim i¢in uygun sekilde ol¢eklendirilebilir.

Disklerin olusturulma amaci hazirlanan formiilasyonu emdirmek bundan dolay1
elde edilen veriler yeterli goriilmistiir. Gozeneklerin ortalama boyutu SEM hériintiilerine
gore degerlendirildiginde sirasiyla yaklasik olarak 30-160pum, 20-180pum ve 30-100pum
arasinda degismektedir. Gozenek boyut dagilimina bakildiginda bir diizensizlik mevuttur.
Bu durum goériintiilerin alindig1 kitosan disk lokasyonundan veya ydntemdeki

parametrelerin birinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

5.3.2. Kitosan disklerin dezentegrasyon c¢alismasi

Po-Hui Chen ve ark. kitosan bazli malzemelerin ek enzimler yardimi olmadan
par¢alanmasini hizlandirmak ve daha ekonomik bir yol saglamak igin kitosan-pektin
kompozit membran galismasini gergeklestirmistir. Kompozit membranin pargalanmasi
birka¢ acidan dikkate alinmistir. Pektin i¢in, sulu ortamdaki asir1 yiliksek ¢oziliniirliik
sinirlanmis ve kitosan, pektini iyonik etkilesimlerle stabilize etmistir. Ayrica pektinin
sulu bir ortamda siirdirilebilirligi arttirilmigtir. Kitosan igin, pektin ile kompozit
olusturmak pargalanmay1 hizlandirmak i¢in uygun bir yol oldugu saptanmistir. Kitosan
cok yavas pargalanma orani olan bir malzeme oldugundan dolay1 bazen elestirilmektedir
(Chen ve ark., 2010).

Baska bir ¢alismada Pavoni ve ark. Nisasta ve kitosan arasindaki etkilesimi,
gelistirilen filmlerin biyobozunurlugu {tizerinden etkisi degerlendirilmislerdir. Bu

calisma, kitosan ¢Oziiniirliigli ve nisasta icin kullanilan, asetik ve laktik asit ¢ozeltilerin
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(% 1 v/v) etkisiyle, misir nisastasi / kitosan bazli filmlerin 6zelliklerini belirlemeyi
amaclamigtir. Filmler, dokiim yoluyla hazirlanmis ve su buhar1 gecirgenligi, ¢cekme
dayanimi, uzama, elastik modiil, antimikrobiyal aktivite ve biyobozunurluk analizleri
belirlenmistir. Biyolojik bozunma testleri i¢in, tiim numuneler 15 giin sonra bozulmaya
basladig1 saptanmistir. Ek olarak, tiim numunelerin 180 giinden 6nce bozunmaya
basladig1 vurgulanarak plastik bir malzemeye gore avantajli oldugu saptanmistir (Pavoni
ve ark., 2019).

Agirliklar belirli 3 farkli yogunlukta 6 farkli kitosan disk’in 1 ay boyunca PBS
ortaminda ki dagilma verileri Tablo 5.6°da verilmistir. Burada ki amag sinovyal sivi pH

ortaminda kitosan disklerin biyobozunurluk diizeyini belirlemektir.

Tablo 5.6. Kitosan disklerin agirlik tablosu (n=2)

Kitosan Diskler
(?rtlama Disk Diisiik
agirhiklari (mg) yogunluklu Orta yogunluklu Yiiksek yogunluklu
Salimdan 6nce 37,525 34,675 26,325
30. Giin 34,475 33,025 25,370
Coziinme (% ) 8,130 4,760 3,630

Elde edilen sonuglara gore kitosanin 30 giin igerisindeki biyobozunurluk orani
yaklagik olarak % 3,630 ila % 8,130 arasinda saptanmistir. Kitosanin cerrahi miidahale
eile eklem igerisine yerlestirildikten sonra uzun siireli kalisinin s6z konusu olacagi
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada dikslerin lizerine uygulanan herhangi bir kuvvet yoktur,
bu nedenle herhangi bir basing olmadan siv1 sirkiilasyonu ile biyodegradasyonu 1 ay
stireyle arastirilabilmistir.  Ayrica, kirdak doku bdlgesinde hiicrede yogunlugu

olacagindan biyodegradasyonun daha hizli olmasi beklenmektedir.

5.4. In Situ Jelin In Vitro Salim Cahsmalari

5.4.1. Emdirme yontemine ait salim

Kollajene standart egri, kollajenin PBS i¢indeki belirli konsantarsyonlari
kullanilarak UV Spektrofotometre ile 280 nm dalga boyunda belirlenmistir (Sekil 5.13).
Kor ortami olarak her konsantrasyona karsilik gelen ve P-F127 iceren PBS kullanilmistir.
Elde edilen grafik daha sonra salim ¢alismasinda kullanilmistir. Cok {istiin bir yontem
olmamasina ragmen, salim deneyinde ki elde edilen verilerin miktar analizleri i¢in pratik
bir yontem olarak kullanilmistir.
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Sekil 5.13. Kollajene ait UV standart egrisi

Salim c¢alismalar1 3 paralel deney ile gerceklestirilmistir. Kullanilan Sotax
dissoliisyon hiicrelerinin 3 tanesine F1 formiilasyonunun bilinen miktarda emdirildigi
kitosan disk yerlestirilmistir, bir hiicresine de P-F127 jeli emdirilmis disk konmustur.
Salim 12 saat boyunca gerceklestirilmistir. Belirlenen her saatte alinan 6rnekler, o saat
dilimlerinde almin P-F127°li ornekler kor olarak kullamilmistir. Daha sonra UV
spektrofotometresinden alinan sonuglarla 6nce kiimilatif salim hesaplanmis ve grafige

aktarilmigtir (Sekil 5.14).

Salim Grafigi

100 =l 9

0 2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)

Sekil 5.14. Kollajenli formiilasyonun salim grafigi

Salim profiline gore 5. saat sonunda kollajenin disklerden tamamen salindigi
gozlenmistir. Bu sonug, beklenen uzatilmig salim profilinden uzak goriilmektedir. Bunun

nedeninin, kullanilan sotax hiicresinin 1zgaras1 iizerinde mebran bulunmamasi ve
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¢oziinme ortamu ile disklerin daha hizli temasi oldugu diisiinlimektedir. Bu nedenle,

ikinci bir salim ¢aligsmasi hazirlanmistir.

5.4.2. Enjekte etme yontemine ait salim

Salim iglemi ideal sonug verebilmesi igin 5 paralel numune ile gerceklestirilmistir.
Totalde 1 disk P-F127 ’li jeli i¢erirken diger 5 disk F1 formiilasyonu i¢ermektedir. Diisiik,
orta ve yiiksek olmak iizere 3 farkli yogunlukta disk kullanilmistir. Salim 36 saat boyunca
gerceklestirilmistir. Numunelerden saat basi 500 pL 6rnek alinmistir ve SDS-PAGE ile
salim profili degerlendirilmistir. Bu sonuglar Sekil 5.15, Sekil 5.16 ve Sekil 5.17°de

gosterilmistir.

Kollajen 4 g 3 12 24 28 32 36

Sekil 5.15. Diisiik yogunluklu kitosan disk salim goriintiisii

Kollajen = & 3 12 24 28 iz 36

Sekil 5.16. Orta yogunluklu kitosan disk salim gériintiisii
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Kollajen 4 & g 12 24 28 32 36

Sekil 5.17. Yiiksek yogunluklu kitosan disk salim goriintiisti

Jha ve ark. (2011) kollajen esasli doku iskelesi tasarimi calismasinda farkli
sicakliklarda kollajenin SDS-PAGE goriintiilerini karsilagtirmistir. 4 °C'de tutulan
protein fraksiyonlar1 1 saat boyunca 50, 60, 70, 80 veya 90 °C'ye 1sitilmigtir. Isitmaya
maruz kalan tim numunelerin, SDS jellerinde bulunan protein bantlama modellerinde
saptanabilir degisiklikler goriilmiistiir. Kollajen 70 °C'ye maruz kaldiginda kollajen ait
zincirlerinin % 50'sinin 1 saat i¢inde kayboldugunu saptanmuistir.

Bu calismada elde edilen sonuglar dogrultusunda maksimum salimin 12. Saate
gerceklestigi jel goriintiilerinden anlagilmaktadir. Daha sonra yogunlugun azaldigi
goriilmektedir.

Emdirme yonteminde kullanilan Sotax hiicreleri ile yapilan c¢alisma ile
karsilatirildiginda, disklerin ¢oziicii ortami ile temasinin azaltilmasi sonucunda salimin

yavagladigini gézlenmistir.

5.6. Sitotoksisite ve Hiicre Cogalmasi1 Calismasi

Formiilasyon uygulanmig hiicrelerin MTT testi ile yapilan sitotoksisite sonuglari

Sekil 5.18, Sekil 5.19 ve Sekil 5.20°de verilmistir.
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24. Saat hiicre canlilig1 grafigi
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Sekil 5.18. 24. Saatteki hiicre canlilik grafigi
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Sekil 5.19. 48. Saatteki hiicre canlilik grafigi
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72. Saat hiicre canlilig1
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Sekil 5.20. 72. Saatteki hiicre canlilik grafigi

Grafiklerde goriildiigii lizere sadece denizanasi kollajeni uygulanmis plakalarda
hiicre canlilignin % 172’ye kadar ¢iktig1 belirlenmistir. F1 formiilasyonunun ve P-F127
jelinin toksik ozellik gostermedigi gozlemlenmistir. F1 formiilasyonunun igerdigi
kollajenin, kollajen ¢ozeltisine benzer etki gostermemesinin sebebinin, besiyeri ortaminin
sirkiilasyonlu bir ortam olmamasi ve kollajenin hiicrelere yogunlasan jel nedeniyle
salinarak ulasamamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Yap ve Yang (2016), L929
fare fibroblast hiicrelerini igeren P-F127, karboksimetil heksanoil kitosan (CA) ve
glutaraldehitten (GA) olusan yeni bir hidrojel sistemini gelistirmistir. In vitro hiicre
kiiltiiri galigmasi, F-127/CA/GA hidrojellerinin sitotoksik olmadigini ortaya koymustur.
Dahasi, kapsiillenmis L929'un canlilig1 5 giinliik kuluckadan sonra %106 oranina ulastig:
belirtilmistir. Bu sonuglara dayanarak, bu F127/CA/ GA hidrojelleri doku miihendisligi
uygulamalari i¢in hiicreleri kapsiillemek icin kullanilabilir 6zellikte oldugu belirtilmistir
(Yap ve Yang, 2016). Bu bilgi dahilinde, P-F127’nin toksik olmadigi ve hiicrelerin jel ile
daha uzun siire ile muamele edildiginde ¢ogalmalarmin miimkiin olacagina isaret

etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, kartilaj doku hasar1 onarimi igin alternatif jel formiilasyonu
gelistirmistir. Bunun ig¢in 1s1 duyarli FDA onayli P-F127 sentetik polimeri kullanilmistir.
Hazirlanmis olan formiilasyon, oda 1sisinda ¢ozelti, sinoviyal zar gegilerek iki kikirdak
arasima enjeksiyonu sonrasinda viicut sicakliginda jellesen ozellik gosteren formda
formiile edilmistir. Bu jellesme, formiilasyonun icerdigi hiicre yenileyici 6zellikteki
denizanasindan elde edilen kollojenin daha uzun siire eklem i¢inde kalmasini dolayisiyla
hasarli kikirdak dokuyla temasinin arttirilmasini saglayacak karakterdedir. Ayni
zamanda uygulanmasi kolay, iiretim maliyetleri ucuz, biyouyumlu, onarici, cerrahi
operasyona olan ihtiyaci azaltacak ve toksik olmayan bir formiilasyon niteligindedir.

Bu formiilasyonun, eklem igerisinde daha uzun siire kalmasi ve enjeksiyon
tekrarinin azaltilmasi i¢in, tam kat eklem hasarli olgularda kullanilmak amacryla kitosan
stinger disklerin hazirlanmasi ¢alismaya dahil edilmistir. Boylelikle tam kat hasarli eklem
sorunlar1 i¢in gerekli olan cerrahi miidahale sirasinda o bolgeye yerlestirilebilecek hiicre
yenileyici Ozellikte, biyouyumlu ve belirli zamanlarda F1 formiilasyonunun igerisine
enjeksiyonunun gerceklestirilebilecegi bir kombin yap1 elde edilmistir. Boylelikle, hasarli
eklem boélgesindeki dokunun birbirine siirtiinmesi, araya sokulmus olan kitosan siinger
disk ile azaltilacak, kitosanin temas ettigi bolgede hiicre yenilenmesi saglanacak ve
icerisine enjekte edilen jelin daha uzun siire kalmasi ve kontrollii salinmas1 miimkiin, jelin
icerdigi kollajenin ise bu sayede biyoyararlanimi arttirilmis olacaktir.

Gelecekte, hazirlanan bu sistemin in vivo ¢alismalari ve bu ¢alisma baz alinarak,
hazirlanan jelin igerisine kollajen haricinde/birlikteliginde farkli tedavi edici ajanlar
(bliylime hormonlari, antienflamatuar ilaclar gibi) da yiiklenerek ¢aligmalarin yapilmasi

planlanmaktadir.
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