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OZET
Doktora Tezi

Osteokondral Doku Miihendisliginde Biyomimetik Yaklasimlar: Gradyan Yapida Doku

Iskelelerinin Hazirlanmas1 ve Karakterizasyonu
Serdar Korpayev
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Ayse Karakegili

Osteokondral defektler, eklemlerde hastalik, yaslanma ya da yaralanma sonucu olusan ve
kikirdak dokusundan baglayarak subkondral kemik yapisini da icine alan ortopedik
problemlerdir. Hizla artan ve c¢Oziimlenemeyen klinik ihtiyaclar dogrultusunda,
osteokondral dokunun rejenerasyonunu saglayacak yapilarin gelistirilmesini hedefleyen
doku miihendisligi yaklasimi 6n plana ¢ikmaktadir. Gergeklestirilmis olan doktora tez
calismasinda, dogal osteokondral yapinin hiicre dis1 matris bilesenleri dikkate alinarak,
biyomimetik 6zellige sahip, gradyan yapida, biyobozunur, ¢ok fazli sistemlerin
tasarlanmasi, liretimi ve karakterizasyonuna yonelik caligmalar yiiriitiilmiistiir. Buna gore,
subkondral kemik fazmin, agirlik¢a %80 kitosan ve %20 kollajen tip I i¢eren siispansiyona
%1 nanohidroksiapatit (nHA) eklenmesi ile elde edilen karisimdan olusturulmasina karar
verilmigtir. Kalsifiye kikirdak faz bilesiminin agirlik¢a %70 kitosan, %30 kollajen tip 11 ve
%0,5 oraninda nHA iceren ATDCS5 kikirdak Onciil hiicrelerinin enkapsiile edildigi jel
yapilar olmasina karar verilmistir. Kikirdak faz ise, agirlikca %50 kitosan ve %50 kollajen
tip II igeren ATDCS5 kikirdak Onciil hiicrelerinin enkapsiile edildigi jellerden
hazirlanmistir. Her {i¢ fazin bir araya getirilmesi ile hazirlanan gradyan yapidaki
osteokondral doku {initeleri ile in-vitro ko-kiiltiir ¢alismalar1 ytiriitiilmiistiir. Calismalardan
elde edilen sonuglar her doku katmanina (kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak) spesifik
genlerin tamaminin eksprese oldugunu gostermektedir. Tez calismasindan elde edilen
sonuglar, tasarimi ve tiretimi gerceklestirilen doku {initesinin dogal ECM yapisina benzer
biyomimetik gradyan yapida oldugu, ko-kiiltiir ortaminda pre-kondrojenik ve pre-
osteoblastik hiicre hatlarinin hiicre liremesi ve farklilagmasini destekledigi yoniindedir.

2019, 189 sayfa
Anahtar kelimeler: Osteokondral doku miihendisligi, biyomimetik doku iskelesi, kitosan,

kollajen, nanohidroksiapatit



ABSTRACT

PhD Thesis

Biomimetic Approaches In Osteochondral Tissue Engineering: Preparation and
Characterization Of Gradient Scaffolds

Serdar Korpayev
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Ayse Karakegili

Osteochondral defects caused by traumatic injury, disease or aging are associated with
damage of articular cartilage and underlying bone. Driven by the growing unmet clinical
need to develop more efficient therapies, tissue engineering offers an alternative to
develop new strategies and structures for long term osteochondral regeneration. In this
thesis, biomimetic, gradient, biodegradable, multiphase tissue constructs have been
designed, produced and characterized by using appropriate techniques. In this essence,
subchondral bone phase has been composed of 80% chitosan and 20% collagen type | by
weight and 1% (w/v) nanohydroxyapatite (nHA), where MC3T3-E1 preosteoblasts were
cultured. Calcified cartilage phase was composed of 70% chitosan and 30% collagen type
Il to mimic the gradient structure and 0.5% (w/v) nHA was added as the inorganic
component. ATDC5 pre chondrogenic cells were encapsulated to differentiate into
hypertrophic chondrocytes. Cartilage phase as the third layer was composed of 50%
chitosan and 50% collagen type Il by weight, also hosting encapsulated ATDCS5 cells. The
gradient osteochondral structure was maintained by combining these three phases,
iteratively. Co-culture studies were performed in vitro. The rseults obtained from these
studies showed that all specific markers were expressed for all three phases in the
osteochondral unit. The conclusion is that the biomimetic gradient osteochondral tissue
construct was able to support the viability and differentiation of pre-osteoblastic and pre-
chondrogenic cells in co-culture medium without using additional growth factors.

2019, 189 pages

Keywords: Osteochondral tissue engineering, biomimetic tissue scaffold, chitosan,

collagen, nanohydroxyapatite.
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1. GIRIS

Eklemdeki osteokondral dokunun dejenerasyonu olarak bilinen osteoartrit (OA)
rahatsizlig1 yasayan niifusun siirekli artmasiyla birlikte osteokondral doku miihendisligi
calismalarina olan ihtiyag giderek artmaktadir (1). Diinya genelinde yaklasik 630 milyon
insan1 etkilemekte ve niifus yaslandik¢a da genislemeye devam etmektedir (2). Genel
olarak, osteokondral hasarlar yaslanmaya bagli yipranma veya eklem yaralanmasina bagli
yipranma ve degradasyon (osteoartirit) sonucu hem subkondral kemik hem de kikirdak
fazinin hasar gormesi ile ortaya c¢ikmaktadir (3). Eklem kikirdagindaki yaralanmalar,
sadece yagli hastalarda degil, genglerde de 6nemli bir kas-iskelet sistemi morbiditesini
uyarabilmektedir. Viicudun kendi kendini onarma kapasitesinin yetersiz kaldigi bu
defektler sonucunda, rahatsizlik agrili olarak ilerlemekte, hastanin hareket kabiliyeti
siirlanmakta ve yasam kalitesi olumsuz yonde etkilenmektedir. Osteokondral defektlerin
tedavisindeki mevcut klinik yaklasimlar; yarali bdlgenin temizlenmesi (debridman),
mikrokirik (kemik iligi stimiilasyon teknikleri), otogreft transplantasyon/mozaikplasti,
allogreft transplantasyon ve otolog kondrosit implantasyonudur. Bu tedaviler klinik
semptomlar1 azaltmakla birlikte, altta yatan patoloji tedavi edilememektedir. Bununla
birlikte, bu tedavilerin uygulanmasi sonucu, saglikli dokuda dejenerasyon, verici saha
morbiditesi ve greftin viicut tarafindan reddedilmesi (immiin reaksiyon) gibi
komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Doku miihendisligi yaklasimi, osteokondral
defektlerin tedavisinde, dokuya spesifik hiicrelerin ve biyomalzemelerden elde edilen doku
iskelelerinin bir araya getirilmesiyle, biyolojik dokunun yerine gegebilecek ve
rejenerasyonunu saglayacak sistemlerin gelistirilmesi fikrine dayanan bir tedavi opsiyonu
sunmaktadir. Osteokondral dokunun tedavisindeki en dnemli zorluk; eklem kikirdag: ve
subkondral kemik gibi farkli iyilesme kapasitesine sahip, farkli morfoloji ve fizyolojideki
dokularin bir arada ve ayn1 zamanda hasar gérmiis olmasidir. Viicut icerisinde, endokronal
ossifikasyon prosesi sonucu kikirdak ve kemigin bir ag yap1 olusturacak sekilde birbirini
tamamlamas: ile 6zglin biyomekanik Ozelliklere sahip osteokondral doku iinitesinin
olusumu gergeklesmektedir. Bu doku finitesi, kikirdak tabakasi, yumusak/esnek kikirdak
ve rijid kemik dokusu arasindaki kalsifiye kikirdak gecis tabakasi ve subkondral kemik
dokusundan olugsmaktadir. Karmagsik yapidaki bu biyolojik organizasyonun in vitro
ortamda elde edilebilmesindeki temel adim, biyomimetik yaklasimla dogal dokunun hiicre

dis1 matris bilesenlerini igeren ¢ok fazli, biyobozunur yapilarm tasarlanmasi ve spesifik
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hiicreler ile bir araya getirilmesidir. Osteokondral dokunun tabakali yapisinin ‘taklit’

edilebilmesinde, ¢ok fazli doku iskelelerinin bir araya getirilmesi ve faza spesifik hiicre

fenotipinin korunmasinin yani sira, tabakalarin birbirinden ayrilmadan yapisal biitiinligiin

korunmast en dnemli zorluk ve problemlerin basinda gelmektedir.

Yukarida 6zetlenen literatiir bilgisi 1s18inda tez calismast kapsamindaki hedefler asagida

Ozetlenmistir:

Doktora tez ¢alismasimin amaci, ¢ok fazli, biyomimetik ve gradyan yapida entegre
doku initelerinin tasarimi, tretimi ve osteokondral doku rejenerasyonunda
kullanilabilirliginin arastirilmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda, dogal osteokondral
yapinin katmanlarindaki farkli rejeneratif gereksinimleri karsilayacak sekilde, her
bir fazin spesifik 6zelliklerini tasiyan, ¢ok fazli doku iskelelerinin tasarimi
hedeflenmistir. Bu fazlar arasindaki entegrasyonun doku iskelelerinin {iretimi
sirasinda olusturulmas: ve fazlar arasi kesintisiz gecise sahip osteokondral doku
tinitelerinin liretimi amaglanmistir. Dondurarak kurutma ve termal jellesme
yontemlerinin iteratif olarak birbiri ardina uygulanmasiyla heterojen yapida tek bir

doku iskelesinin tasarimi ve tiretimi hedeflenmistir.

Uretimi hedeflenen doku {initesindeki her bir fazin (subkondral kemik, kalsifiye
kikirdak, kikirdak) dogal osteokondral yapinin hiicredisi matris bilesenleri
kullanilarak hazirlanmasi amaglanmistir. Ayrica, bu bilesenlerin kompozisyonunun
dogal osteokondral yapiy1 taklit etmesi hedeflenmis, bu dogrultuda gradyan faz
yapilar1 tasarlanmistir. Subkondral kemik fazi1 Kkitosan, kollajen tip 1 ve
nanohidroksiapatit bilesenlerinden olusan godzenekli doku iskelesi olarak
tasarlanmistir. Kemik fazm hemen iizerinde yer alan kalsifiye kikirdak fazi kitosan,
kollajen tip II ve kemige gore azalan oranda nanohidroksiapatit igermektedtir. En
iist tabaka olan kikirdak dokuya gelindiginde kalsifiye kikirdak fazina gore daha
yiksek oranda kollajen tip II iceren kitosan/kollajen tip II hidrojel yapilar
sentezlenmistir. Boylelikle tiim bilesenlerin biyobozunur 6zellikte oldugu, hem

biyomimetik hem de gradyan yapiya sahip doku tinitelerinin tiretimi hedeflenmistir.



Doku miihendisligi yaklagimi ile iiretilen osteokondral yapilarm tasariminda goz
oniinde bulundurulmasi gereken diger bir 6nemli nokta, kondrosit ve osteoblastlar
gibi farkli hiicre tiplerinin etkilesimidir. Osteokondral yapida farkli doku fazlari
arasindaki heterotipik hiicre etkilesimlerinin, fazlar arasi kesintisiz gegislerin
olusmasinda O6nemli bir rol oynayacagi disiiniilmektedir. Tez ¢alismasinda,
kikirdak ve kalsifiye kikirdak fazda kondrosit hiicrelerin, subkondral kemik fazinda
ise osteoblastlarmm bulundugu bir ko-kiiltiir olusturulmasi hedeflenmistir.
Kondrositlerin ve osteoblastlarin biyomimetik ve gradyan yapida tasarlanan ¢ok
fazli doku initesi icerisinde faza spesifik dagilimlarinin in vitro ortamda belirgin
fakat stirekli yapida kikirdak, kalsifiye kikirdak ve kemik matris olusumu iizerine
olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Tez kapsaminda yiiriitiilmesi planlanan
in vivo c¢alismalarda ise, elde edilen doku iinitesinin ¢evre dokular ile
biyouyumlulugu, yapisal biitlinliigii, hiicre infiltrasyonu ve degradasyonunun

arastirilmasi hedeflenmistir.

Tez calismasinin baslica 6zgiin yanlar1 asagida 6zetlenmistir;

Osteokondral doku iinitesinin biyomimetik ve gradyan tasarimi ve bu tasarimin
dretiminde kullanilacak tekniklerin iteratif olarak ilk kez bir osteokondral doku
tinitesinin tiretiminde uygulanmistir. Tez ¢alismasinda, Karmasik osteokondral doku
linitesinin  Uretiminde farkli doku iskelesi {iretim yoOntemlerini bir araya
getirmektedir. Subkondral kemik fazin iiretiminde, rijid yapidaki gézenekli doku
iskeleleri dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanirken, kalsifiye kikirdak ve
kikirdak dokusu fazlar1 hidrojel yapida hazirlanacak olan doku iskelelerinden
olusmaktadir. Bu firetim tekniklerinin bir arada kullanilmasiyla hazirlanan bir
osteokondral doku iskelesi literatiirde mevcut degildir. Tez ¢alismasi bu yoniiyle
Ozglin degere sahiptir. Bu 6zgilin biyomimetik yaklasim, karmasik yapiya sahip
dokularin in vitro ortamda en 1yi sekilde taklit edilmesi i¢in doku miihendisliginde
uygulanan doku iskelesi liretim yOntemlerinin gelistirilmesine de Ozgiin katki
saglayacaktir.

Tasarlanan osteokondral doku {initesine ait her bir doku faz1 6zgiin bilesimdedir.
Kikirdak ve kalsifiye kikirdak doku iskelelerinin  bilesimleri sirasiyla,
kitosan/kollajen tip II ve kitosan/nHA/kollajen tip II olarak tasarlanmistir.

Literatiirde kitosan ile yapilan ¢ok sayida aragtirma bulunmasina karsin, kollajen tip



IT ile yapilan smirl sayida ¢alisma bulunmaktadir. Kalsifiye kikirdak doku igin
kitosan/nHA/kollajen tip II bilesenlerinin kullanildig1 bir yapay doku iskelesine
literatlirde  rastlanilmamistir.  Sentezlenecek osteokondral doku iinitesinin
biyomimetik ve gradyan yapisi bir biitiin olarak 6zgiin olmakla birlikte, doku
iinitesinin pargalarini ve ¢ok fazli tabakalarini olusturacak doku iskelelerinin de her
biri 6zgiin yapida tasarlanmustir.

Osteokondral doku iinitesi, dogal osteokondral dokunun istiflenmis tabaka yapisina
benzer olarak, subkondral kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak tabakalarini iceren
doku iskelelerinin liretim prosesi sirasinda bir araya getirilmesi ile elde edilecektir.
Literatiirde, subkondral kemik ve kikirdak dokularmnin bir arada bulundugu iki fazlh
sistemlerin sentezine yonelik oldukca fazla sayida calisma bulunmaktadir. Bununla
birlikte, yapay olarak hazirlanan bir osteokondral doku iinitesinin uzun donemde
fonksiyonel olabilmesi i¢in kalsifiye kikirdak ara yiizeyinin de mutlaka yapiya
eklenmesi gerekmektedir. Literatiir arastrmasinda da deginildigi tizere, kalsifiye
kikirdak yapisi, kemik ve kikirdak gibi birbirinden c¢ok farkli morfolojik ve
mekanik Ozelliklere sahip fakat osteokondral bolgede birbiri ile uyum halinde ve
entegre durumda bulunmasi gereken dokulardir. Bu iki doku arasinda keskin
mekanik gecisleri ve kikirdak dokunun damarlasmasini engelleyen kalsifiye
kikirdak dokusu uzun dénemde fonksiyonel yapilarin elde edilebilmesi i¢in son
derece Oonem tagimaktadmr. Literatiirde kalsifiye kikirdak dokusunun da iginde
bulundugu ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Gergeklestirilen tez ¢aligmasi bu

yoniiyle de 6zgiin deger tasimaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Bu kisimda, gergeklestirilen tez c¢alismasmin esas aldigi konular, literatiir bilgileri
kullanilarak 6zetlenmistir. Bunun igin Oncelikle, osteokondral dokunun yapisi ve
osteokondral doku hasarlar agiklanmistir. Sonrasinda, osteokondral doku miihendisligi
yaklasimlar ve osteokondral doku iinitesinin iiretiminde kullanilan malzemeler ile ilgili

bilgiler verilmistir.
2.1. OSTEOKONDRAL DOKUNUN BiYOKIMYASAL GRADYAN YAPISI

Osteokondral (OK) dokunun dogal yapisi, kikirdak, kemik ve ara yiizeydeki kalsifiye
kikirdak dokularmin istiflenmis tabakalar halinde bir arada bulundugu karmasik bir
biyolojik organizasyondur. Kikirdak tabakasi, siiperfisyal (ylizeysel), gecis (transitional)
ve derin bolge (radyal) seklinde ii¢ bolgeye ayrilmistir. Derin kikirdak tabakasinin dibinde
bulunan “gelgit smir1 (tidemark)” olarak adlandirilan ince bir ¢izgi, kikirdaktan kalsifiye
kikirdaga gegisi isaret eder (3). Kikirdak tabakanin altinda, kalsifiye kikirdak ile i¢ ige
gecmis ve gézenekli subkondral kemik fazi mevcuttur. OK doku iinitesinin ana tabakalari

sematik olarak Sekil 2.1°de sunulmustur.

Kikirdak fan  Yiizeyve kollajen

vonelimi
| Saperfisyal tabaka Paralel
Femoral Kondil -
Orta tabaka Egik

| Detin tabaka Dik
» Gelght viman

‘Kalsifiye Kikardak
Subkowdral Kemik

Youal , ‘ » Medial kondil
kondil

+ Eklem Kikardagn

Tibin ¢

Sekil 2.1. Osteokondral doku tabalarmin sematik gosterimi ( (4) no’lu referanstan
degistirilerek kullanilmustir).



Osteokondral doku {initesinin {ist bolgesinde yer alan ve hacimce en yiiksek yiizdeye sahip
olan kikirdak tabakasidir. Kikirdak benzersiz matris kompozisyonu ve diizenlemesine
sahiptir. Genel olarak, eklem kikirdaginin toplam 1slak agirhiginin % 60-80'i su ve
elektrolitler igeren sivilardan olusur ve su igerigi, ylizeysel katmandan derin bolgeye
gidildikce % 80'den % 65'e diismektedir (5). Toplam 1slak agirligin % 20-40" hiicre dis1
matris (ECM) bilesenleri ve kondrositlerden olugmaktadir. Kikirdak hiicre disi matris
yapisi genel olarak kollajen ve proteoglikanlardan olusmaktadir (3,6). Kollajen fiberlerinin
yapida bulunmasi eklem kikirdagmna artan yapisal ve elastik gii¢ saglar. Eklem kikirdagi
temel olarak tip Il kollajen ve proteoglikanlara bagli olan glikozaminoglikan (GAG)
bilesenlerinden olusmaktadir. Yapidaki temel bilesen olan kollajen tip II’ye ek olarak
kollajen 111 (%10), V, IX (%1) ve X1 (%3) tiirleri de kikirdak yapisinda mevcuttur (7).
Tiim bu kollajen tipleri, kollajen tip II fibril aginin stabilizasyonundan sorumludurlar (5,8).
Kondrositlerin iirettigi kikirdak hiicre dist1 matrisi % 45-50 oraninda kollajen igerir.
Hiicreler tarafindan iretilen bu kollajenin % 90-95’i kollajen tip IlI’dir (5,8). Kollajen
fibrillerinin miktar1 ve oryantasyonu, siiperfisyal katmandan derin bolgeye gore
degismektedir. Siiperfisyal (ylizeysel) tabaka, kikirdak kuru agirliginin % 86'sina kadar
olan yiizdesi ile doku igindeki en yiiksek kollajen yogunluguna sahiptir (6). Derin
tabakadaki kollajen fibrilleri kikirdak dokusunun kuru agirhigmm % 67'sini icermektedir.
Kikirdak dokusunda en bol bulunan ve hiicre dis1 matrisin % 20-25 oranmi igeren iKinci
makromolekiil proteoglikanlardir. Kikirdaktaki en bol proteoglikanlar agrekan, decorin
ve fibromodulin ve su alimindan ve ozmolariteden sorumludurlar. Ayni zamanda, yapidaki
GAG aglar1 ve proteoglikanlar, kollajen yapisindan dolayi bir polimerik kafes olarak gorev
yapmaktadir (9). Kikirdak biitiinii ayn1 esas bilesenleri igermekle birlikte, yap1 i¢indeki
farkli bolgelerde her bilesenin derisimleri degismektedir. Proteoglikanlar siiperfisyel, orta
ve derin tabakalarda sirasiyla kikirdak kuru agirligmm %15,% 25 ve % 20'sini olustururlar
(6). Dort bolgeden olusan kikirdak fazinm ilkini, % 10-20'lik yiizdeye sahip olan
siiperfisyal tabaka olusturur. Siiperfisyal tabakada kondrositler yiizeye diiz ve paralel
olarak hizalanir ve hiicre yogunlugu bu tabakada maksimumdur (10,11). Medial femoral
kondilde eklem kikirdaginin farkli bolgelerindeki hiicre yogunlugu, birim kikirdak hacmi
basma kondrosit sayis1 24.0 £ 7.5 (x 10°*) mm™ olarak bulunmustur (12). Yiizeysel ve derin
tabakalar arasinda yer alan orta tabaka, eklem kikirdak kalinliginm % 40-60'n1 olusturur.

Bu tabakada bulunan kondrositler daha yuvarlak yapidadir (5). Medial femur kondilinin



orta tabakasinda birim kikirdak hacmi basma kondrosit sayist 10.3 + 1.1 (x 10%) mm™'tiir
(12). Derin tabaka, eklem kikirdagmin kiitlesinin % 30-40"m1 temsil eder. Derin tabakada
kondrositler yuvarlak veya elipsoiddir. Derin tabakadaki hiicreler dikey diizenlenmis ve
eklem yiizeyine dik olarak yerlesmislerdir (5,10,11). Derin tabakada, birim kikirdak hacmi
basina kondrosit sayisi, diger iki tabakaya gore en diisiik olarak bulunmus ve 7.7 + + 2.0 (x
10*) mm™'tiir (12). Siiperfisyal tabakdan orta ve derin tabakalara kadar hiicre yogunlugu

sirasiyla% 59 ve % 67 azalmaktadir.

Ug kikirdak bolgesinin altinda, derin tabakay: kalsifiye kikirdaktan ayiran gelgit sinri
(tidemark) vardir. Bu ince bazofilik ¢izgi, mineralize olmayan ve mineralize tabakalarin
aymmimi ve iki kikirdak bolgesi arasinda kademeli gegisi saglar (8). Kikirdak ve
subkondral kemik arasinda Kalsifiye kikirdak arayiizii, islevsel bir kikirdaktan kemige
entegrasyon ve yapisal devamliligin korunmasindan sorumludur (13,14). Bu faz, kikirdak
ve kemik dokularinin 6zelliklerini ve niteliklerini igermektedir. Bariyer gorevi goren bu ara
yiizeyin temel bilesenlerini organik kisim ve mineraller olusturmaktadir. Subkondral kemik
fazinda bulunan hidroksiapatit minerallerinin kimyasal ve kristal yapisina benzer olan
hidroksiapatit minerallerinden olusmakla birlikte, kemik dokuya gére daha az yiizdeye
sahiptir (%65,09+2,31) (15). Organik kisim ise kollajen tip Il, proteoglikan ve kollajen tip
X bilesenlerinden olusmaktadir. Kollajen tip X, kalsifiye bolgesinde bulunan hipertrofik
kondrosit hiicrelerinin tiriiniidiir ve mineral depolanmasimi saglar. Kikirdak ile ilgili
ozelliklere ek olarak, alkalin fosfataz aktivitesi gibi kemik dokusuna ait ozelliklerin bir
kismi da bu bolgede bulunabilir (14,16). Ayrica, bu bélgede bulunan kollajen fibrilleri,
subkondral kemige bagli sekilde subkondral kemik ve kikirdak fazlarmi bir arada
tutmaktadir (6).

Kalsifiye kikirdak fazinin altinda bulunan subkondral kemik fazi tiim kalsifiye kikirdak
ve kikirdak biitiinliigiinii korumakta ve kikirdakli doku i¢in mekanik destek saglamaktadir.
Subkondral kemik yapisinin organik kismini olusturan esas bilesenler; tip | Kkollajen,
proteoglikanlar, glikoaminoglikanlar ve sialoproteinler gibi protein yapilardir (17). Kemige
sertligini veren inorganik kismin esas bileseni ise yapidaki hidroksiapatit mineralleridir
(18). Osteokondral ara yiizeyinde bulunan subkondral kemikteki hidroksiapatit
minerallerinin ytizdesi kalsifiye kikirdak dokusundan daha yiiksektir (%85.78+3.42).

(15,19). Kemik dokusunun organik fazi, kemik agirliginin% 30'unu olusturur. Organik



bilesen, % 90 kollajen tip I ve osteopontin, trombospondin, kemik sialoprotein, osteokalsin
ve osteonektin gibi hiicre sinyal metabolizmasi, matris organizasyonu ve mineralizasyonu
icin 6nemli olan proteinleri (%5) igermektedir. Kemik dokusu, hiicre igerikleri bakimindan
kikirdak dokusundan 6nemli dlgiide farklidir. Sadece kondrositlerden olusan kikirdaktan
farklh olarak, kemik dokusu osteoblastlar, osteoklastlar, osteositler, kondrositler, endotel
hiicreleri ve mezenkimal kok hiicreleri (MKH'ler) gibi gesitli hiicre tiplerini igcermektedir.
Kemik olusturucu hiicreler olarak bilinen ve hidroksiapatit sentezinden sorumlu olan
osteoblastlar, kemik dokusunun toplam hiicrelerinin % 4-6'sin1 olusturmaktadirlar. Bu tiir
hiicreler ¢ogunlukla kemik yiizeyinde bulunurlar (20,21). Sekil 2.2, osteokondral dokuya
ait fazlarin farklilik derecesini gostermektedir. Sonu¢ olarak, kikirdaktan kemik fazina
dogru gidildikce, kondrosit hiicre ve kollajen tip II yiizde azalirken proteoglikan,
kollajen tip I ve hidroksiapatit bilesenleri kademeli olarak artmaktadir.

Kikirdak

* Gozeneklilik
* Kan damarlan
* Gegirgenlik

()
’7)94,_6 »
% | Kikirdak * Basma
Kikirdak S * Elastik davranisi
Kemik

kemik |l Kollajentipll csria
* Kollajentip| * S * Hidrostatikbasing
* Hidroksiapatit * Viskoz davranig

Sekil 2.2. Bir osteokondral dokuda bulunan farkli fazlarin ozellikleri; A) osteokondral
doku boyunca kollajen tip I, kollajen tip II, hidroksiapatit ve su igerigi varyasyonlarina
odaklanan biyokimyasal gradyan, (B) osteokondral bolgede etki eden farkli mekanik
kuvvetler ve viskoelastik davranig farkliliklar1 agisindan biyomekanik gradyan, (D)
porozite ve gecirgenlik varyasyonlarina ve ayrica osteokondral kalnligr boyunca damar
agmin varligma odaklanan yapisal gradyan.



2.2. OSTEOKONDRAL DOKU HASARLARI

Osteokondral arayliz hasarlar1 genellikle hem eklem (hiyalin) kikirdak hem de subkondral
kemik fazlarin1 kapsayacak sekilde travma, hastalik veya yaslanmanin sonucu olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.3). Diger dokularin biiyilk ¢ogunlugundan farkli olarak,
kikirdak temelde avaskiilerdir ve hiicre yogunlugu disiiktiir (22). Kikirdak, bol miktarda
besin ve uygun progenitor hiicrelerin bulunmamasindan kaynakli olarak kendi kendine
iyilesme yetenegine sahip degildir. Bununla birlikte, bir kikirdak hasar1 tedavi
edilmediginde, eklem geri doniisiimsiiz ve asamali olarak bozunarak, osteoartrit ve

sakatliklara yol agmaktadir (23).

" Teibektlerhacinde aibia 7 X0 / >,
Kalin subkondral kentk 7
Kiordak ylams ©~

Bolgesel
Bolgelerarast

Sekil 2.3. (A) Normal ve saglikli eklem kikirdag: (B) Kikirdak kaybi, subkondral kemik
kalinlagmasi1 ve ayrica kikirdak matrikslerinde degisiklikler gosteren osteoartritik eklem (
(24) no’lu referanstan degistirilerek kullanilmustir).

Derinlik ve boyut gibi faktorlere bagh olarak, kikirdak hasarlar: farkli metotlara gore farkls
smiflara ayrilabilir; tedavisi en maliyetli ve en zor hasar tiirii osteokondral hasarlardir.

Outbridge Classification System olarak bilinen smiflandirmaya gore subkondral kemik



bolgesinin de hasar gordiigi kikirdak hasarlar1 1V.Derece: Osteokondral hasar olarak
smiflandirilmstir (Sekil 2.4).

1]

0.Derece Saghkh Kikirdak II.Derece-Kismu Kalinhkta Hasar
I1I.Derece-Tam Kalinlikta Hasar IV.Derece-Tam Kalinlikta Hasar

Sekil 2.4. Osteokondral hasarlarin siniflandirilmasinda kullanilan Outbridge Classification
System sematik gosterimi.

2.3. OSTEOKONDRAL DOKU HASARLARININ TEDAVISI

Klinikte osteokondral hasarlarin tedavisine yonelik yaklasimlar; gecici (pallitative),
diizeltici (reparative) ve gii¢lendirici (restorative) yontemler olarak smiflandirilabilir
(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Osteokondral defektlerin rejenerasyonununda uygulanan klinik ve doku
miithendisligi stratejileri .
Gecici yaklagimlar, ilk uygulanan klinik tedavi yontemi olup, artroskopik debridman ile
yaral1 bolgedeki hasarli dokularin uzaklastirilmasidir. Enfekte olmus bolge temizlenerek
kanin pihtilasmasi ve bolgeyi doldurmasi beklenir. Yeni doku olusumuna izin vermeyen ve
istenmeyen fibrokartilaj olusumuna neden olan yontemlerdir (3,25). Diizeltici yaklasimlar
ise; kemik bolgesinde mikrokiriklarin (microfracture) olusturulmasi ve kok hiicrelerin
yarali bolgeye ulasarak hasarli dokuyu onarmasi temeline dayanmaktadir. Operasyon
sonrasinda rehabilitasyon uzun siirmekte ve tedavi istenmeyen fibréz doku olusumu ile
sonlanabilmektedir. Bu yaklasimlar i¢inde uygulanan diger bir tedavi yOntem
mozaikplastidir. Hastanin kendisinden (otograft) veya uygun vericiden alinan (allograft)
osteokondral greftler yarali bolgeye nakledilmektedir. Ne var ki, bu yaklagimda da,
nakledilen dokuyla birlikte hastaliklarin transferi, immiin reaksiyon ve hastanin ¢ok sayida
operasyona maruz kalmasi gibi bir¢cok dezavantaj bulunmaktadir. Giiglendirici
(canlandirict) yaklasimlarda ise, otolog kondrosit implantasyonu (ACI) yapilmakla birlikte,

tedavi kikirdak rejenerasyonu ile smnirl kalmakta, subkondral kemik bolgesine ulagmig tam
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bir hasarin tedavisi miimkiin olmamaktadir (3,26). OK doku hasarlarinin tedavisinde

uygulanan mevcut klinik tedavi yontemleri Sekil 2.6’da sunulmustur.

K Debridman ve 4

L L i /N Relo J

i e Mikrokink ~ Kofigrosit 9%%9%999@1

N = Implantasyonu  Lrefieme

i -

: "

U

Y

G i - o
U = R
|

A

M

A

L

A ] ~—

r  HafifletiC] m—)  OnariC| =———)Canlandirici

Sekil 2.6. OK doku hasarlar1 i¢in klinikte uygulanan mevcut tedavi yontemler.

2.4, OSTEOKONDRAL DOKU HASARLARININ TEDAVISINDE DOKU
MUHENDISLiGI YAKLASIMLARI

Osteokondral doku miihendisligi yaklasimi, uygun hiicre kaynaklarindan elde edilen
hiicreler ve doku iskelelerinin bir araya getirilmesiyle, heterojen yapidaki osteokondral
tinitenin in vitro kosullarda elde edilmesi ve hastadaki hasarli bolgeye nakledilerek doku

rejenerasyonunun gergeklestirilmesini hedeflemektedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Hiicre yiiklii hidrojel yapilari ile osteokondral arayiiz ve tam kalinlikta kikirdak
hasarlarinin tedavisine yonelik doku miihendisligi stratejisinin sematik gosterimi ((25)
no’lu referans degistirilerek kullanilmistir).

Dogal dokunun biyokimyasal gradyan yapisi disiiniildiigiinde, osteokondral hasarlarin
tedavisine yonelik yapilarin gelistirilmesinin farkl tiretim tekniklerinden yararlanmanin
dogru bir strateji olacagi diisiiniilmektedir. Osteokondral doku rejenerasyonuna yonelik
doku iskelelerinin tasarimi genel olarak tek fazh (monophasic), iki fazh (biphasic) veya
cok fazh (multiphasic) olarak siniflandirilabilir (Sekil 2.8) (3).
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Sekil 2.8. Farkli osteokondral doku {initesi tasarim yaklagimlari.

Tek fazli yaklasimda, hazirlanan doku iskeleleri tek tip biyomalzeme ya da tek tip
kompozit malzemeden olusmaktadir. Doku iskelesi hi¢bir yapisal farklilik igcermemekte,
hiicresel veya biyolojik perspektiften bakildiginda, tek bir hiicre tipi barindirmaktadir.
Buna karsin, iki fazli veya ¢ok fazli yaklagimlar, birden fazla malzemenin, kompozitin ya
da morfolojik yapmin bir araya getirilmesiyle ¢cok katli {initelerin elde edilmesi temeline
dayanmaktadir. Tek bir malzeme cesidi kullanilarak her tabakasi farkl fiziksel 6zellige
sahip iki veya ii¢ fazli doku iskelelerinin hazirlanmasi da miimkiindiir. Baz1 osteokondral
rejenerasyon ¢alismalarinda tek fazl sistemler halen kullanilmakla birlikte, son yillarda
yapilan arastirmalar son derece karmasik yapidaki osteokondral dokunun rejenerasyonu
icin ¢ok fazli tasarimlar {lizerinde yogunlagsmaktadir (13). Cok fazli yapilarin en dnemli
avantaji, spesifik olarak kikirdak ve kemik doku gelisiminin hedeflendigi fiziksel ve
biyokimyasal yapilarin eldesine olanak saglamasidir. Kemik ve kikirdagin farkli mekanik,
yapisal ve biyokimyasal 6zelliklere sahip dokular olmasi ve osteokondral doku iskelesi
tasariminin bu farkliliklar1 yiiksek oranda karsilamamasi durumunda doku rejenerasyonu

kisitlanabilmektedir. Ayrica son yillarda yapilan c¢aligmalarda, yapay osteokondral
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greftlerin tasariminda kemik ve kikirdak bilesenlerinin yani sira, osteokondral ara yiizey
rejenerasyonunun da uzun dénemli fonksiyonel yapilarin elde edilmesi ve yapay dokunun
entegrasyonu bakimidan son derece Onemli oldugu sonucuna varilmstir (13-15,27).
Onemli yaklagimlardan biri, cok fazli bir yap1 tasarlanirken kikirdak, kalsifiye kikirdak ve
subkondral kemik fazlarm spesifik bilesenlerini diisiinmektir. Ornegin, kollajen tip I,
kikirdak fazini olusturmak icin kullanilabilir. Ote yandan, belirli yiizdelerde kollajen tip I,
kollajen tip II ve hidroksiapatit bilesenleri ile kalsifiye kikirdak fazi, daha yiiksek
yiizdelerde kollajen tip I ve hidroksiapatit ile kemik fazi olusturulabilir (28-30).
Osteokondral dokuda hem kikirdak hem de kemik fazlarmin ana bilesenlerinin biri sudur
(6). Bununla ilgili farkli su absorplama kapasitesine sahip polimerlerin kullanilmasi, OK
dokuyu diizgiin olarak onarmaya ve taklit etmeye yonelik olast bir yaklasim olabilir.
Kikirdak doku miihendisligi i¢in ¢ekici bir segenek, yiiksek sisme Ozelliklerine sahip
hidrojeller gelistirmektir. Bu hidrojeller, sulu ortamda glikozaminoglikanlar ve
kollajenlerin polimer zincirlerinden olusan kikirdak dokusuna benzerler (31-35). Bir
osteokondral dokunun mekanik 6zellikleri, eklem kikirdaktan subkondral kemige dogru
degismektedir. Osteokondral dokunun heterojen bilesimi ve yapisi, stres konsantrasyonunu
en aza indirmeye ve karmasik kuvvetleri yumusak-sert arayiizlerde dagitmaya katkida
bulunmaktadir. Doku miihendisligi alanindaki tiim ilerlemeler ve basarilara ragmen,
araylizey dokularmmin miihendisliginde hala biiyiik zorluklar yasanmaktadir. Bu zorluklar
cogunlukla, iki farkli subkondral kemik ve kikirdak dokular1 arasindaki arayiiz (kalsifiye
kikirdak) orta derecede fiziksel, yapisal ve mekanik 6zellikler gosterdiginden, arayiizey
dokusunun karmasikligindan kaynaklanmaktadir (10). Bu nedenle, kademeli 6zelliklere
sahip kikirdak-kemik, tendon/ligament - kemik, meniskiis ve kas - tendon gibi yumusak-
sert arayiizlerin olduk¢a karmasik Ozellikleri g6z Oniine alindiginda, yumusak-sert doku
gradyaninin yeniden yapilandirilmast igin yeni teknolojilerin gelistirilmesi iizerine

caligmalar yiiriitiilmektedir (6).

15



2.5. OSTEOKONDRAL DOKU MUHENDISLIGINDE DOKU iSKELELERI

Osteokondral {initenin dogal yapisi, bilesenleri, kollajen oryantasyonu, hiicre igerikleri ve

mimarisi gibi doku fizyolojisini bilmek OK doku rejenerasyonu i¢in esastir (Sekil 2.9).

Sekil 2.9. Osteokondral iinitenin ve biyokimyasal gradyanin sematik gosterimi. Sekil,
hiicre sayis1 ve oryantasyonunda oldugu kadar, osteokondral ara yiiz boyunca hiicre dis1
matris fiberlerin dilizenlemesindeki farkliliklar1 gostermektedir. Dahasi, kemigin
vaskiilarize gozenekli yapis1 ve kikirdagm avaskiiler olduk¢a geg¢irimsiz dogasi temsil
edilmektedir.

Osteokondral doku miihendisligi yaklasimi ile gelistirilen yapilarda; yapay hiicre disi
matriks (doku iskelesi), hiicreler (osteoblastlar, kikirdak onciil hiicreleri, kok hiicreler) ve
biliylime faktorleri iic temel bilesen olarak bulunmaktadir. Doku iskelesi kullanilmayan
teknikler doku miihendisligi uygulamalar icin ilgi cekici olsa da, osteokondral doku
miihendisliginde doku iskeleleri kritik bir 6neme sahiptir. Bir OK iskele biyolojik olarak
uyumlu (toksik olmayan, immiinojenik olmayan) ve yeterli mekanik biitiinliige sahip
olmali, kikirdak, kemik ve bu iki doku arasindaki ara yiiziin olusumuna ve yeni doku
olusumunu destekleyecek sekilde bozunma davranisi gostermelidir (13). Bir OK {initesinin
olusumunu desteklemek amaciyla, biyomalzemelerden elde edilen kompozitleri kullanarak
gradyan ¢ok fazli molekiiler, yapisal ve mekanik 6zelliklere sahip iskelelerin tasarlanmasi
gerekmektedir. Baska bir deyisle, OK iskeleler, ayn1 anda kikirdak, kalsifiye kikirdak ve
subkondral kemik dokularini rejenere etmek amaciyla tasarlanmalidir. Kikirdakli bilesen,
diisiik sikistirma modiiliine sahip hidrate bir viskoelastik matris olmalidir (36). Oysa,
subkondral kemik yiliksek modiillii, vaskiilarizasyon kapasiteli ve sert iskele yapisina sahip
olmasi gerekmektedir (37). Osteokondral hasarlarda, yarali kikirdak ve subkondral
kemigin eszamanli tedavisi, her ii¢c doku fazmin eszamanli rekonstriiksiyonunu

destekleyebilmek amaciyla gradyan ¢ok fazli doku iskelelerine ihtiyag duyulmaktadir (38).
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Dogal polimerlerden sentetik polimerlere, inorganik (seramik ve biyoaktif camlar) ve
metalik malzemelere kadar genis yelpazede OK greftleri i¢in kullanilmakta olan biyo-
uyumlu bir¢ok malzeme bulunmaktadir. Karmasik, gradyan ¢ok fazli OK dokunun
olusumu icin gereklilikleri karsilayabilecek tek bir malzeme olmadigindan, yaygin
yaklagim olarak ¢ok bilesenli sistemler ve hibrit iskeleler kullanilmaktir (39). Dogal
polimerler arasinda kollajen, jelatin, ipek, fibrin, polisakaritler (kitosan veya nisasta),
aljinat, hiyaliironik asit, kondroitin siilfat ve polyesterler bulunur (13,40,41). Genel olarak,
dogal polimerler, hiicrelere gerekli biyolojik ortamlar1 saglayabildiklerinden ve dogal
hiicre dis1 matrisi (ECM) taklit edebildiklerinden yiiksek kullanilabilirlige sahiptirler.
Ayrica, diigiik maliyet, biyouyumluluk ve bozunabilirlik gibi bircok avantajlar
sunduklarmdan OK greft olarak siklikla kullanilmaktadir. Cok fazli OK doku iskelelerini
gelistirmek amaciyla, her bir faz dogru bilesim ile hazirlanarak ve daha sonra bu fazlar,
dikis, fibrin tutkal, sinterleme islemi, fotopolimerizasyon, pres-fitting ve dondurarak
kurutma gibi ¢esitli tekniklerle birlestirilmektedirler (13,42,43).

Kitosan, kitinin kismi deasetilasyonu ile elde edilen dogrusal ve katyonik yapida dogal bir
polikasakkarittir (44). N-asetil D-glukozamin ((1—4)-2-asetamido-2-deoksi-p-D-glukan)
ve D-glukozamin ((1—4)-2-asetamido-2-deoksi-p-D-glukan) birimlerinin rastgele ya da

blok halinde zincir boyunca dagilimlar1 sonucu olusan bir kopolimerdir (44) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Kitin ve kitosanin kimyasal yapilar1.
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Biyobozunur ve biyouyumlu yapida olan kitosan, kimyasal 6zellikleri sayesinde hiicre
yapismasini ve liremesini desteklemektedir. Polisakkarit ana zinciri yapisal olaral kemik ve
kikirdagin hiicre dis1 matrisinin temel bileseni olan glikozaminoglikanlara benzerlik
gostermektedir (44,45). In vitro ve in vivo kosullarda kemik doku olusumunu destekleyen
gozenekli ve i¢sel baglantili gézeneklere sahip doku iskeleleri tiretilebilmektedir (46—49).
Kemik doku ile temas halinde oldugunda kitosanin endokronal ossifikasyon prosesini
hizlandirdig1r ve baslattigr bilinmektedir (44). Glikozaminoglikan yapisina benzerligi
nedeniyle kikirdak doku mithendisligi uygulamalarinda da kullanim alani bulunan kitosan,
kondrosit hiicrelerin fenotipini ve hiicreye spesifik matris iiretimini destekleyen bir
malzemedir (44,50,51). Kitosan daha ¢ok doku miihendisligi uygulamalarinda biyo-
kompozit olusturularak kullanilmaktadir. Literatiirde, biyoseramik malzemeler kitosan
polimerlere katilarak mekanik 6zellikleri iyilestirilmektedir. Kitosana nHA ilavesi iizerine
basma modiiliinde yaklasik % 30'luk bir artis ve fare preosteoblastik hiicrelerinin (MC3T3-
E1l) proliferasyonunda 6nemli artis gozlenmistir (52). Diger bir ¢aligmada ise nHA
partikiillerinin  kitosa/aljinat matrisine dahil edilmesi sonucu iskelelerin mekanik
Ozelliklerinin arttirtlmasinin  yanisira, fare pre-osteoblastik hiicrelerin  (MC3T3-E1)

hiicrelerinin osteositlere farklilagsmasmi tetikledigi goriilmiistiir (53).

Kollajen, dogal dokularin molekiiler ve yapisal Ozelliklerinin taklit edilebilmesinde
siklikla tercih edilen diger 6nemli bir dogal polimerdir (54). Kollajen proteini dort yapiya
boliinmiis karmasik bir hiyerarsik yapiya sahiptir: birincil yap1 (amino asit {i¢liisii), ikincil
yap1 (a sarmali), tgiincil yapr (liglii sarmal) ve kuaterner yapi1 (fibriller) (55).
Omurgalilarin yapisinda en yiiksek oranda bulunan protein kollajendir ve viicuttaki toplam
protein kiitlesinin %30 unu olusturmaktadir. Viicutta bulundugu dokulara gore farkli tipleri
bulunan kollajen, dokuya gerekli fiziksel nitelikleri saglayarak hiicredisi matris yapmin
biyolojik ve yapisal biitlinliigliniin korunmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Farkli
hayvan kaynaklarindan tendon veya deri dokusunun asetik asit ile ekstraksiyonu sonucu
elde edilmektedir. Biyobozunur ve biyouyumlu 6zelliklerinin yani sira hiicre etkilesimi
icin gerekli olan reseptor taniyici B integrinlerini icermektedir (54). Kemik dokuda
bulunan esas protein yapisi kollajen tip I’dir. Kemik doku mithendisligine yonelik yapilan
caligmalarda, glikozaminoglikanlar ile birlikte kullanilarak hidrojel yapida ya da gozenekli
yapida doku iskeleleri tretimi gergeklestirilmistir (55-57). Doku miihendisligi
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caligmalarinda kollajen I’e gore daha az siklikta kullanilan bir diger kollajen yapisi,
kollajen tip II’dir. Kikirdak dokunun esas protein yapisini kollajen tip Il olusturmaktadir.
Bunun yant sira, osteokondral kalsifiye kikirdak bilesiminde de glikozaminoglikan yapilar
ve hidroksiapatit kristalleri ile birlikte kollajen IT bulunmaktadir. Tip II kollajen, yapisal
ozellikleri ve hiicre ile olan etkilesimler acisindan tip I kollajenden farklilik gostermektedir
ve tip II kollajenin yapist kikirdak dokuya 6zgili bir yapidir (58). Transforming growth
factor sinyal yollarmi ayarlayan integrin etkilesimleri tizerinden kondrojenezi arttirdigi
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda, tip 1 kollajenin mezenkimal kok hiicrelerin
yapismasinda etkin oldugu sonucuna varilirken, kondrojenik farklilasmanin tip II kollajen
ile hizlandig1 goriilmistiir (58). Ayrica, tip Il kollajen, kondrositler tarafindan hiicre
cogalmasimi, hiicre dis1 matris sentezini ve yara iyilesmesini desteklemektedir (59,60).
Ragetly vd (2010) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, fibr6z yapida kitosan doku
iskeleleri farkli yogunluklarda kollajen tip II ile kaplanmis ve mezenkimal kok hiicrelerin
yapisma ve farklilasma davranisi incelenmistir (61). Hiicre davranisinin kollajen
yogunluguna gore farklilik gosterdigi ve kitosan ile tip II kollajenden hazirlanan doku
iskelelerinin biyomimetik olarak kondrojenezi destekledigi sonucuna varilmistir. Lu vd
(2010) tarafindan yapilan diger bir arastirmada ise, adipoz kdkenli kok hiicreler tip 1 ve tip
IT kollajenden hazirlanan jeller igerisinde enkapsiile edilerek kondrojenik farklilagsmasi
incelenmistir. Kollajen tip II’'nin kondrojenik farklilasmay1 destekledigi ve kiiresel
formdaki kondrosit hiicrelerinin olusumunu destekledigi sonucuna varilmistir (58). Dogal
hiicre dis1 matris (ECM) yapisinda, glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlar kollajenin
fibr6z yapisi arasmna sarmalanmis halde bulunarak mekanik dayanim ve stabilite
saglamaktadir (62). Kollajen-kitosan karigimimdan hazirlanan doku iskelelerinin hiicrelerin

biyomimetik mikrogevresi i¢in son derece uygun olacagi bildirilmistir (62).

Hidroksiapatit (HA, [Caio(PO4)s(OH)2] kemik doku miihendisligi uygulamalarinda
siklikla tercih edilen biyoseramik malzemedir (Sekil 2.11) (63). HA, hekzagonal rombik
kafes yapisma sahip olup, mekanik dayanimmin arttirilmasinda ve kemigin mineral
dengesinin saglanmasinda aktif bir rol oynamaktadir. Yiiksek biyoaktiviteye ve
osteoindiiktif 6zellige sahiptir ve sitotoksisiteye neden olmamaktadir (63). Hidroksiapatitin
kemik dokunun cevresi ile bag olusturma yetenekleri bilinmekle birlikte, kirillgan

yapilarindan dolay1 tek basma kullanildiginda kemik dokunun ve kalsifiye kikirdak ara
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yiizeyinin spesifik gereksinimlerini karsilayamamaktadir. Bu sebeple organik matrisler ile
birlestirilmektedir (45).

Sekil 2.11. Hidroksiapatitin molekiiler yapisi.

Literatiirde kitosan temelli doku iskelelerinin hazirlanmasinda kullanilan ¢esitli yontemler
bulunmaktadir. Bu yontemler arasinda ii¢ boyutlu goézenekli yapilarin hazirlanmasinda
siklikla tercih edilen ve karsilagilan yontem dondurarak kurutma yontemidir. Kitosan
temelli jel yapilarm hazirlanmasinda ise termal jellesme yontemi siklikla karsimiza

¢ikmaktadir.

Kitosan ¢ozeltisinin dondurulmasi sonucu faz ayrilmasi ve buz kristallerinin olugsmasma
neden olmaktadir. Buz kristallerin doldurdugu alan yiiksek vakum altinda siiblimasyon
yoluyla ¢6ziiciiniin ayrilmasi sonucu gézeneklerin olusumuna yol agmaktadir. Kullanilan
polimer-¢oziicii tiiriine gore kapiler ya da yaprak benzeri mikro gbzenekli yapilar elde
edilebilmektedir. Ornek olarak kitosan bazli siispansiyonun seyreltik asitte ¢dziinmesi,
kaliplara dokiilmesi ve ardindan dondurulmasiyla siispansiyon igerisinde olusan buz
kristallerinin stiblimlesmesiyle gozenekli yapida doku iskeleleri elde edilmesi verilebilir

(Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Dondurarak kurutma yonteminin sematik gosterimi ( (64) no'lu referans
degistirilerek kullanilmistir).

Sicaklik duyarli polimerik yapilarda sicaklik degisimi sonrasinda sol-jel doniisimii
gozlenmektedir. Termo-jeller, in situ jellesme i¢in organik ¢oziiciiler veya ¢apraz baglama
maddeleri gibi herhangi bir dis uygulama kullanilmasini gerektirmemektedir. Kitosan ve
poliol-fosfat kombinasyonlar1 ile olusturulan kitosan bazli sicaklik-duyarli jel sistemleri,
ilk olarak Chenite ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢aligmada jellesme ajani olarak -
gliserofosfat (B GP) kullanilmasi ile gergeklestirilmistir (65). Kitosan asidik ¢oziiciilerde
coztinmektedir. Asidik kitosan ¢ozeltilerinin poliol-fosfatlarin eklenmesiyle ¢ozelti
notrlesmekte ve fizyolojik pH araliginda sol-jel doniisimii gergeklesmektedir. Bu
kitosan/poliol-fosfat sistemleri, diisiik sicakliklarda sivi halde kalmakta ve viicut
sicakhiginda sol-jel gecisi yapmaktadir. Sekil 2.13'de gosterildigi gibi, polioller, biiyiik
Olciide hidrojen baglar1 gibi zayif molekiiller arasi etkilesimler yoluyla kitosan zincirlerinin
etrafinda hidrasyondan koruyucu bir tabaka olusturmaktadirlar. Sicakliktaki artis bu poliol
katmanin1 bozmakta ve polimerlerin birbirleriyle giliclii hidrofobik baglanma yoluyla
etkilesime girmesini saglamakta, boylece jellesmeyi indiiklemektedir. Poliol kisminin, bu
hidrasyon tabakasmin stabilitesi ve dolayisiyla sol-jel gecisinin sicakligi ve kinetigi
tizerinde bir etkisi oldugu agiklanmistir (66). Bu tiir kitosan/poliol-fosfat sistemleri

literatiirde de yogun olarak ¢aligilmaktadir (67,68).
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Sekil 2.13. Sicaklik-duyarli kitosan/poliol-fosfat sistemlerinin jellesme mekanizmasinin
sematik gosterimi ( (69) no’lu referans degistirilerek kullanilmustir).

Literatiirde, hidrojellerin mekanik oOzelliklerini ve kimyasal stabilitesini 1yilestirmek
amaciyla kitosan/p -GP sistemlerine ¢apraz baglayici olarak genipin de eklenmektedir
(Sekil 2.14) (70).

Kitosan CH,
O %
o NH
o © \_/’?\7\0 a®
OH
Genipin Fosfat anyonlari
-0 %
NH 5
HO weec
4 o}
OJ;%F #
=< OH
Kitosan

Sekil 2.14. Kitosan hidrojel aglarmmn f —GP ve genipin ¢apraz baglayicilarinin varliginda
olasi ¢apraz baglanma mekanizmasi ( (71) no’lu referans degistirilerek kullanilmistir).

Genipin, kitosan bazli hidrojelleri iiretmek i¢in sik tercih edilen, toksik olmayan bir ¢apraz
baglayict olup gardenya meyvesi ekstresinden (Geniposid) elde edilmektedir. Suda

¢oziinebilen iki fonksiyon gruplu bir capraz baglama reaktifidir. Jellesme siiresi, reolojik
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ozellikler ve jellesme sistemlerinin morfolojisi genipin konsantrasyonuna, pH durumuna ve
farkli tuzlara (NagPQOg4, Na,SO4 ve NaHCO3) gére degismektedir. Ornegin, kitosan, genipin
ve NazPOg'ten olusan hidrojel, fizyolojik kosullar altinda 8 dakikalik kisa siirede jellesme
gerceklesmis ve toksisite gozlenmemistir (71). Genipinli kitosana ait ¢apraz baglama
reaksiyon mekanizmalar1 farkli pH degerlerinde farklilik gdstermektedir (72). Asidik ve
notr kosullar altinda, genipin, kitosan iizerindeki amino gruplariyla bir Schiff reaksiyonu
gerceklestirmektedir. Tki yeni kimyasal grup veren: monosiibstitiie edilmis amit ve iigiinciil
amin veren didehit ile benzer fonksiyonel gruplara sahiptir. Kitosan ve genipin karigimi
saydam olmasina ragmen, sol-jel gegisini tamamladiktan sonra mavi renkli hidrojellere

dontismektedir ve ¢apraz baglanma mekanizmasi Sekil 2.15°de verilmistir (66).
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Sekil 2.15. iki kitosan zincirinin bir genipin molekiilii ile ¢capraz baglanmasmin sematik
gosterimi.

Literatiirde osteokondral doku miihendisligi yaklasimi ile gerceklestirilen ¢alismalarda tek
fazli ve c¢ok fazli iskele yapilar1 cesitli teknikler kullanilarak hazirlanmis ve farkli
yontemler ile biraraya getirilerek dogal osteokondral doku benzeri yapilarin elde

edilmesine yonelik aragtirmalar gerceklestirilmistir.

Tampieri vd. (2008) tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismada, artikiiler kikirdak ve subkondral
kemik dokuya yonelik biyomimetik yapida ¢ok tabakali kompozit doku iskelelerinin
hazirlanmas1 ve osteokondral lezyonlarin onariminda kullanilmasina yonelik arastirmalar
yapilmigtir (73). Gradyan ozelliklere sahip doku iskelesinde, subkondral kemik tabakasi
icin magnezyum igerikli hidroksiapatit kristalleri ve kollajen I igerikli malzeme
hazirlanmistir. Osteokondral ara yiizeyi (tidemark), kemik tabakasma benzer fakat daha
diisiik hidroksiapatit igerigine sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Kikirdak dokusunu taklit
eden iist tabaka ise kollajen I ve hyaluronik asit bilesenlerini icermektedir. Tabakalara ait

tim kompozitler 1,4-buta-nediol diglisidil eter ile ayr1 ayri ¢apraz baglanmistir. Capraz
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baglama igleminin ardindan filtrelenen yapilar Mylar levhalar {izerinde iist iiste dizilerek
tabakali yapilar elde edilmistir. Ne var ki, ayr1 ayr1 liretilerek bir araya getirilen tabakalar
arasinda entegrasyon saglanamadigindan, istif yapida tabakalarin birbirinden ayrilmasini
onlemek i¢in tiim iinitenin Orgii benzeri bir yapi ile birbirine baglanmasi gerekmistir.
Dondurarak kurutma isleminin ardindan gozenekli, ii¢ tabakali monolitik yapi elde
edilmistir. Kikirdak benzeri tabakanin kondrosit hiicreleri destekledigi sonucuna
vartlmigtir. Kemik iligi kok hiicrelerinin kompozit doku iskelesinde kiiltiirlenmesi

sonucunda ise, alt tabakada kemik olusumu gozlenmistir.

Osteokondral dokunun rejenerasyonuna yonelik olarak yapilan bir diger ¢alismada, ¢ok
katlh doku iskelesi fiiretimi agaroz hidrojel ile poli(laktik asit-ko-glikolik asit)
(PLGA)/biyoaktif cam kompozit mikrokiirelerin fabrikasyonu ile gerceklestirilmistir.
Kikirdak doku fazi i¢in agaroz hidrojel sentezlenmistir. Kemik fazi i¢in ise PLGA ve
biyoaktif cam mikrokiireleri sentezlenerek sinterlenmis ve {ic boyutlu i¢sel baglantili
mikrokiire faz1 elde edilmistir. Ara yiizey ise agaroz hidrojel ve kompozit mikrokiirelerin
bir arada bulundugu hibrid bir yap1 olarak tasarlanmistir. Kondrosit ve osteoblastlar ile
gerceklestirilen in vitro ko-kiiltiir ¢alismalar1 sonucunda, birbirinden farkli tabakalarda

hiicre fenotiplerinin korundugu goriilmistiir (27).

Khanarian vd. (2012) osteokondral ara yiizeyin dizaynina yonelik yaptiklar1 bir caligmada,
hibrid yapida aljinat ve hidroksiapatit (HA) minerallerinden olusan bir hidrojel
sentezlemislerdir. HA varligimin kondrosit hiicre cevabi {izerine olan etkileri incelenmis ve
optimal kondrosit popiilasyonunun belirlenmesine yonelik caligmalar ylriitiilmiistiir.
Kompozit yapidaki hidrojellerde, HA fazinin kondrosit hiicre aktivitesini etkiledigi, tip II
kollajen iiretiminin arttig1 sonucuna varilmistir. Bununla birlikte HA, kondrosit
hipertropiyi tetikleyerek tip X kollajen iiretimine neden olmustur. Calismadan elde edilen
sonuglar HA minerallerinin osteokondral ara ylizey bilesiminde mutlaka bulunmasi

gerektigini ortaya koymaktadir (14).

Galperin vd (2013) tarafindan yapilan bir g¢alismada, poli(hidroksietil metakrilat)
(pHEMA) bazli iki fazli doku iskeleleri hazirlanmistir. Yapinin subkondral kemik
dokusunu taklit eden bileseninde monodispers pHEMA partikiiller hidroksiapatit (HA)
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tabakasi ile kaplanmigtir. Calismada, HA varliginin mezenkimal kok hiicrelerin kemige
farklilagmasinda onemli rol oynadigi ve kemik farklilagsmasini destekleyecek biiylime
faktorlerine ihtiyag duyulmadigi sonucuna varilmistir (74).

Tabakali yapida doku iskelelerinin osteokondral lezyonlarin onariminda kullanilabilmesi
amactyla gerceklestirilen diger bir ¢aligmada, kollajen bazli doku iskeleleri dondurarak
kurutma yontemi kullanilarak sentezlenmistir. Kemik doku, kalsifiye kikirdak ve kikirdak
doku bilegenleri, kollajen I, kollajen II, hyaluronik asit ve HA mineral siispansiyonunun
dondurarak kurutulmasiyla elde edilmistir. Pre-osteoblastik hiicrelerin kullanildig:
biyouyumluluk caligmalarinda, hiicrelerin ¢ok katmanli yapi igerisine infiltrasyonu
incelenmis, hiicre farklilasmasi ya da farkli hiicrelerin fenotiplerinin korunabilecegini

gosteren ¢aligmalara yer verilmemistir (29).

Ping Yan vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, ipek fibroin ve ipek-nano kalsiyum
fosfat tabakalarindan olusan gozenekli yapidaki doku iskelelerinin osteokondral defekt
rejenerasyonunda kullanilabilirligi arastirilmistir. Partikiil ayirma/¢oziicti buharlastirma
teknigi ile hazirlanan gozenekli doku iskeleleri in vitro ortamda tavsandan elde edilen
kemik iligi kok hiicreleri ile kiiltiire edilmistir. Osteojenik kiiltiir ortaminda ALP
aktivitesinin arttig1 sonucuna varilmistir. Osteokondral ara ylizeyin bulunmadig: sistemde
kikirdaktan kemige sert bir geg¢is-biyolojik olarak istenmeyen-bulunmaktadir. Tavsanlarda
gergeklestirilen subkutan implantasyon deneylerinde, integrasyonun korundugu, yapinin
bag doku ile ¢evrelendigi ve bag dokunun gdézenekli yapinin igine dogru ilerleyebildigi

sonucuna varilmistir (75).

Ipek fibroin biyoaktif seramiklerin kullanildig1 bir diger calismada, keskin ara yiizey
gecisinin Oniline gegmek amaciyla, kikirdak fazi olusturacak ipek siispansiyonu, kemik fazi
olusturacak biyoaktif seramik igeren ipek icerisine daldirilmis ve -20°C’de ani olarak
dondurulmustur. iki fazl tasarlanan doku iskelesinin yapisal karakterizasyonundan elde
edilen sonuglar, kikirdak ve kemik doku ile uyumlu olacak sekilde farkli gézenek
morfolojisine sahip yapilarm siirekli ve kesintisiz bir ara yiizey ile tiretildigini gostermistir

(76).
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Nover vd (2015) tarafindan yapilan bir diger c¢alismada ise, selektif lazer eritme
yontemiyle gozenekli titanyum diskler hazirlanmistir. Kemik dokuyu desteklemek iizere
tasarlanan bu diskler lizerine kondrosit hiicreleri iceren agaroz jeller yerlestirilerek
osteokondral doku iskeleleri elde edilmistir. Agaroz jelin titanyum gozeneklere bir miktar
diflizyonu ile bir gecis bolgesi saglanmis ve kayma gerilimine kars1 direng kazandirilmigtir

(77).

Bu c¢aligmalara ek olarak literatiirde yer alan biyokimyasal gradyan igeriklerine gore ¢ok

fazl1 osteokondral iskeleleri Cizelge 2.1°de sunulmustur.
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Cizelge 2.1. Biyokimyasal gradyan igeriklerine gore ¢ok fazli osteokondral iskeleleri.

Kikirdak Kalsifiye kikirdak  Subkondral kemik  Sonug Kaynak
Kollajen tip |- Kollajen tip |- Kollajen tip I-HA Hiicre yapisma ve (29,30)
Kollajen tip 1lI- Kollajen tip 1I-HA ¢ogalmasinin arttirilmast,doku
Hyuluronik asit yenilenmesinin  desteklenmesi
ve kikirdak tabakanm olusumu
Kollajen tip I- Kollajen tip |- Kollajen tip I-HA Hasarli bolgede kikirdakli bir (78)
kollajen tip 1lI- hyaluronik asit tabaka ile kaplanmis kemik
hyaluronik asit dokusunun olusumu
Kollajen jele  Otolog plazma Trikalsiyum fosfatta Uygun osseointegrasyon ve (79)
ekilmis MKH'ler ekilmis MKH'ler kikirdak bagi ile osteokondral
dokunun olusumu.
Kondrosit ekilmis - Silindirik Kikirdak ve kemik tabakalar1 (80)
fibrin hidrojel ile deseliilerize kemik.  arasinda dogru baglanma ve
kolajen tip /1l kikirdak  matris  sentezinde
matrisi. iyilesme.
Kollajen tip | Kollajen tip I (% Kolajentipl (% 30) Klinik calismada kemik ve (81)
60) - hidroksiapatit -hidroksiapatit(% kikirdak olusumunun
(% 40) 70) goriilmesi.
Domuz eklem - Kollajen- Neo-kikirdak olusumu ve neo- (82)
kondrosit hidroksiapatit PLA  kikirdak ile iistiin entegrasyon.
Kondrosit PGA'ya - PLGA/PEG igine Kikirdak tabakasmda GAG (43)
ekilmesi yiklenen periostal artisi ve kemik tabakasinda
kaynakli hiicreler mineralizasyon.
Kondrosit PGA - Kollajen- In vivo 6 aylik  (83)
mesh yapilara hidroksiapatit implantasyondan sonra
yiiklenmistir. stinger karakteristik mimari
ozelliklerle osteokondral

onarimin iyilestirilmesi
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3. GEREKCE VE AMAC

Travmatik yaralanmalar ya da yaslanmaya bagli yipranmalar sonucu ortaya c¢ikan
osteokondral lezyonlar, yaygin olarak karsilagilan ortopedik problemlerdir. Osteokondral
dokuda, eklem kikirdagi, subkondral kemik ve kalsifiye kikirdak ara ylizeyini igeren farkli
fazlarin katmanl yapisi, dokunun onarimi ve rejenerasyonunda zorluklarla karsilagiimasina
neden olmaktadir. Fizyoloji, morfoloji, biyomekanik o6zellikler ve iyilesme kapasitesi
acisindan birbirinden farkli olan ve ayni anda bir arada hasar goren bu dokularin
rejenerasyonunda, doku miihendisligi yaklasimi klinik tedavi yontemlerine onemli bir
alternatif olusturmaktadir. Birbirleri ile entegre olmus ¢ok fazli yapilari igeren tek bir doku

iskelesinin tasarimi etkin bir yaklasimdir.

Gergeklestirilen tezde amag, ¢ok fazli, biyomimetik ve gradyan yapida entegre doku
iinitelerinin tasarim, iiretimi ve osteokondral doku rejenerasyonunda kullanilabilirliginin
arastirilmasidir. Tezde, dogal osteokondral yapinin katmanlarindaki farkli rejeneratif
gereksinimleri karsilayacak sekilde, her bir fazin spesifik Ozelliklerini tasiyan, cok fazli
doku iskelelerinin tasarmmi hedeflenmistir. Bu fazlar arasindaki entegrasyonun doku
iskelelerinin iiretimi swrasinda olusturulmasi1 ve fazlar arasi kesintisiz gegise sahip
osteokondral doku {initelerinin {iretimi amag¢lanmistir. Dondurarak kurutma ve termal
jellesme yontemlerinin iteratif olarak birbiri ardina uygulanmasiyla heterojen yapida tek
bir doku iskelesinin tasarimi ve lretimi hedeflenmistir. Tez calismasinda, ¢ok fazli
osteokondral doku iinitelerinin biyomimetik olarak iiretilmesi amaclanmistir. Uretimi
hedeflenen doku iinitesindeki her bir fazin (subkondral kemik, kalsifiye kikirdak, kikirdak)
dogal osteokondral yapinin hiicredist matris bilesenleri kullanilarak hazirlanacaktir.
Ayrica, bu bilesenlerin kompozisyonunun dogal osteokondral yapiyr taklit etmesi
hedeflenmis, bu dogrultuda gradyan faz yapilar1 tasarlanmustir. Subkondral kemik fazi
kitosan, kollajen tip I ve nanohidroksiapatit bilesenlerinden olusan gozenekli doku iskelesi
olarak tasarlanmistir. Kemik fazin hemen iizerinde yer alan kalsifiye kikirdak fazi kitosan,
kollajen tip II ve kemige gore azalan oranda nanohidroksiapatit icerecektir. En {ist tabaka
olan kikirdak dokuya gelindiginde kalsifiye kikirdak fazina gore daha yiiksek oranda
kollajen tip II igeren kitosan/kollajen tip II hidrojel yapilar sentezlenecektir. Boylelikle tiim
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bilesenlerin biyobozunur 6zellikte oldugu, hem biyomimetik hem de gradyan yapiya sahip
doku {initelerinin iiretimi hedeflenmistir.

Doku miihendisligi yaklagimi ile iiretilen osteokondral yapilarin tasariminda géz Oniinde
bulundurulmasi gereken diger bir 6nemli nokta, kondrosit ve osteoblastlar gibi farkl hiicre
tiplerinin etkilesimidir. Osteokondral yapida farkli doku fazlar1 arasindaki heterotipik
hiicre etkilesimlerinin, fazlar arasi kesintisiz gegislerin olusmasinda 6nemli bir rol
oynayacag1 diisiiniilmektedir. Gergeklestirilen tez calismasinda, kikirdak ve kalsifiye
kikirdak fazda kondrosit hiicrelerin, subkondral kemik fazinda ise osteoblastlarin
bulundugu bir ko-kiiltiir olusturulmas1 hedeflenmistir. Kondrositlerin ve osteoblastlarin
biyomimetik ve gradyan yapida tasarlanan ¢ok fazli doku iinitesi igerisinde faza spesifik
dagilimlarinm in vitro ortamda belirgin fakat siirekli yapida kikirdak, kalsifiye kikirdak ve
kemik matris olusumu {izerine olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Tez kapsaminda
yiiriitiilmesi planlanan in vivo ¢alismalarda ise, elde edilen doku iinitesinin ¢evre dokular
ile biyouyumlulugu, vyapisal biitiinliigii, hiicre infiltrasyonu ve degradasyonunun

arastirilmasi hedeflenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan kimyasal malzemeler ve gergeklestirilen
deneysel ¢aligmalar hakkinda ayrintili bilgi verilmistir. Tezin ilk asamasinda, gradyan
yapidaki ¢ok fazli osteokondral doku iinitesini olusturacak olan subkondral kemik,
kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarinin ayri ayri iiretimine yonelik yapilan calismalar
sunulmustur. Her bir faza ait doku iskeleleri ile gergeklestirilmis olan in-vitro hiicre kiiltiir
calismalarmna yer verilmistir. Ilk olarak subkondral kemik fazini olusturacak gdzenekli
doku iskelelerinin dondurarak kurutma yontemi ile {retimi ve MC3T3-E1 ile

gergeklestirilen hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 tizerinde durulmustur.

Ardmdan kalsifiye kikirdak fazini olusturacak hidrojel yapinin iretimi detayli olarak
anlatilmistir. Termal jellesme yonteminin kullanildigi ¢alismalarda nanohidroksiapatit ile
desteklenmis farkli bilesimlerdeki kitosan/ kollajen tip II jellerin iiretimi, karakterizasyonu
ve ATDCS hiicreleri ile gergeklestirilen in-vitro hiicre kiiltiir ¢alismalarina yer verilmistir.
Son olarak, osteokondral doku {initesinde kikirdak fazini olusturacak kitosan/kollajen tip II
jellerin termal jellesme yontemi ile tiretimi ve ATDCS hiicreleri ile gergeklestirilen in-vitro

hiicre kiiltiir calismalar1 agiklanmastir.

Tezin son kisminda ise osteokondral dokuda gradyan yapiyr olusturacak fazlarin
(subkondral kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak) {ist {iste bir araya getirilmesi ile ¢ok
fazli osteokondral doku {initesinin elde edilmesine yonelik olarak gerceklestirilen
calismalar agiklanmistir. Osteokondral doku iinitesinin liretimi sonrasi gergeklestirilen
karakterizasyon calismalar1 ve MC3T3-E1 ve ATDCS hiicrelerini igeren doku tiniteleri ile
yiiriitiilen in-vitro hiicre ko-kiiltiir calismalarmna yer verilmistir. Uretimi gerceklestirilen
doku initelerinin in-vivo biyouyumlulugunun test edilmesi amaciyla BALB/c erkek

fareleri ile gerceklestirilmis olan ¢alismalar agiklanmastir.

Tez galismasi kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢alismalar sematik olarak Sekil 4.1°de

verilmistir.
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41. MATERYAL

Tez kapsaminda doku iskelesi iiretiminde Kullanilan baslica ticari Kimyasallar; kitosan
(orta molekiiler agirhikli, >% 75-85 deasetilasyon derecesi), kollajen tip | (sican
kuyrugundan), kollajen tip Il (tavuk sternal kikirdak) ve nanohidroksiapatit partikiilleri
(nHA,<200 nm) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Subkondral
kemik fazin hazirlanmasinda ¢apraz baglayici ajan olarak kullanilan sodyum tripolifosfat
(TPP), N-Hidroksisiiksinimit (NHS), 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) karbo-diimid
hidrokloriir (EDAC) ve glioksal Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmstir. Jel
yapiya sahip kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlari hazirlanmasinda kullanilan B-gliserol
fosfat disodyum pentahidrat (B-GP) ve genipin sirasiyla Sigma-Aldrich (Almanya) ve
Wako (ABD) firmasindan satin alinmistir. Calismalarda, pH ayarlamasi i¢in kullanilan
sodyum hidroksit (NaOH) ve hidroklorik asit (HCL) Merck (Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Subkondral fazi olusturacak kitosan/kollajen tip I/ nanohidroksiapatit icerikli
doku iskelelerinden Bradford yontemiyle kollajen saliminin incelenmesi amaciyla
kullanilan Coomassie parlak mavi G-250 boyasi Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Sisme ve bozunma deneylerinde kullanilan fosfat tamponlu tuz (PBS,

pH:7.4) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

Tez calismasi kapsaminda kullanilan MC3T3-E1 (pre-osteoblast) ve ATDC5 (6nciil
kondrosit) hiicre hatlar1 Riken (Japonya) firmasindan satin alinmustir. Hiicre kiiltiir
caligmalar1 asamasinda kullanilan Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Nutrient Mixture
F-12 Ham Sigma (Almanya) ve Minimum Essential Medium Alpha Modification (a-
MEM) Biowest (Fransa) firmasindan satin alimmigtir. Fetal sigir serumu (FBS), Penisilin-
Streptomisin (Pen-Strep), Tripsin/EDTA, askorbik asit ve B-gliserol fosfat Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan satin alinmisir. Hiicre tiremesinin belirlenmesinde kullanilan Presto
Blue, Live&Dead analiz kiti Invitrogen (ABD) firmasindan, DNA igerigi analizinde
kullanilan papain, sodyum asetat, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) sistein HCL ve
Tris-HCL Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.. Subkondral kemik faz1
DNA igerik analizinde kullanilan Tris-HCL (1 M, pH 7) Sigma-Aldrich firmasi tarafindan
temin edilmistir. Kondrojenik hiicre farklilagmasinda kullanilan ITS Media Sigma Aldrich
(Almanya) firmasindan satin alinmistir. Hiicre fiksasyonu i¢in kullanilan %10 formalin

(v/v) ve gluteraldehit Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin almmistir. Kalsiyum
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tayininde kullanilan Alizarin red (ARS) ve setilpiridinyum kloriir (CPC) Sigma- Aldrich
(Almanya) firmasindan satin alinmistir. GAG tayininde kullanilan 1,9-dimetilmetilen
mavisi (DMMB) boyasi ve standart egrisi ¢iziminde kullanilan kondroitin siilfat Sigma-
Aldrich firmasindan saglanmistir. Kollajen tayininde kullanilan Ehrlich’in ¢6zeltisi,
hidroksiprolin ve kloramin T Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
Alkalin Fosfataz (ALP) aktivitesi tayininde kullanilan p-nitrofenil fosfat substrati Sigma
Aldrich, Triton X-100 ve magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCL,.6H,0) Merck
(Almanya) firmasindan satmn almmistir. Reverse transkripsiyon-polimeraz  zincir
reaksiyonu (RT-PCR) analizi icin mRNA izolasyonunda kullanilan izoamil alkol Merck
(A.B.D) ve fenol/ kloroform/izoamil alkol Amresco (Fransa) firmasindan temin edilmistir.
RT-PCR analizinde seyreltme islemlerinde kullanilan steril Dnaaz ve Rnaaz igermeyen su

Bioshop (Kanada) firmasindan satin alinmustir.

Histoloji ¢alismasinda kullanilan hemotoksilen&eozin, Alizarin red, Alcian blue,
Picrosirius red ve Masson’s Trichrome boyalar1 Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Immiinhistokimya ¢alismalarinda kullanilan primer antikorlar, kollajen tip
I (sc-59772, Col 1), kollajen tip Il (sc-52658, Col II) ve kollajen tip X (sc-59954, Col X)
Santa Cruz (California, ABD) firmasindan satin alinmistir. Calismalar Roche (Almanya)
firmasindan temin edilen ultraview DAB detection Kit ile gerceklestirilmistir. Sekonder

antikor olarak Horseradish peroxidase (HRP) kullanilmustir.

4.2. OSTEOKONDRAL DOKU UNITESIi TASARIMI VE URETIMINDE
UYGULANAN YONTEMLER

Osteokondral hasarlarin rejenerasyonunda kullanilacak doku iskelesi, dogal dokunun
bilesenlerini gdz Oniine alinarak tasarlanmistir. Bu biyomimetik yaklasim dogrultusunda,
tez kapsaminda tasarlanan 3-boyutlu gradyan yapidaki doku dinitesi; kemik doku ile
entegrasyonu saglayacak rijid subkondral faz, kondrosit hiicrelerin iiremesi ve kikirdak
olusumunu destekleyecek kikirdak tabaka ve kemik-kikirdak ara yiizeyinde bulunan
kalsifiye kikirdak dokusu bilesenlerinden olugmaktadir. Tabakalarin bir araya
getirilmesiyle ¢ok fazli gradyan yapida bir doku tinitesinin elde edilmesi hedeflenmistir.

Her bir faza ait tiretim yontemi ayrintili olarak Boliim 4.3, 4.4 ve 4.5’de agiklanmistir.
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4.3. SUBKONDRAL KEMIiK FAZI URETIMIi

Subkondral kemik fazi, hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenleri géz 6niinde bulundurularak
kitosan, kollajen tip | ve nanohidroksiapatit (nHA) malzemeleri kullanilarak ii¢ boyutlu
gozenekli yapida doku iskelelerinin iiretimi ile elde edilmistir. Bu amagla, kitosanin 0,2 M
asetik asit igerisinde ¢oziilmesiyle %2 (w/v) derisimde Kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Kemik fazmi olusturacak siispansiyonlar, buz banyosunda agirlik¢a Kitosan/kollajen tip |
oranlar1 (100/0, 80/20, 50/50, w/w) olacak sekilde hazirlanmis ve karigmaya birakilmistir.
Hazirlanan karisima nanohidroksiapatit partikiilleri (%1, w/v) eklenmis ve nanopartikiiller
tam olarak dagilana dek buz igerisinde karistirma islemi devam ettirilmistir. Subkondral
kemik fazi i¢in hazirlanan bu siispansiyonlar 24 gozlii Petri kaplarina aktarilarak, 24 saat
siireyle -20°C’de dondurulmustur. Bu islem sonrasinda liyofilizatére (Heraus, Almanya)
alinan yapilar -80°C’de 96 saat boyunca dondurularak kurutulmustur (46). Dondurarak
kurutma islemi sonucunda gézenekli yapiya sahip doku iskeleleri elde edilmistir (84).
Doku iskelelerinin yapisal biitiinligiiniin korunmasi amaciyla sirasiyla stabilizasyon ve
fiziksel veya kimyasal ¢apraz baglama islemleri gergeklestirilmistir. Stabilizasyon islemi,
%96’k (v/v) ve %70’lik (v/v) etanol ¢ozeltilerinde sirasiyla 24 ve 2’ser saat bekletilerek
saglanmustir. Stabilize edilmis olan g6ézenekli doku iskelelerinin ¢apraz baglanmasinda ti¢

farkli yontem kullanilmistir.

Ik yontemde doku iskeleleri icin fiziksel ¢apraz baglayici olan tripolifosfat (TPP)
¢ozeltisi kullanilmistir. Doku iskeleleri distile su igerisinde hazirlanan %1°lik (w/v) TPP
¢ozeltisi i¢erisinde oda sicakliginda 2 saat boyunca bekletilerek ¢apraz baglanmus, saf su
ile yapilan yikama isleminin ardindan liyofilizatdrde kurutulmustur (62). ikinci yontemde
ise doku iskeleleri 2 saat siire ile 33 mM EDAC ve 6 mM NHS igeren % 95 etanol (%w/v)
¢ozeltisinde bekletilerek kimyasal gapraz baglama islemi gergeklestirilmistir. Son olarak,
glioksal’in ¢apraz baglayict ajan olarak kullanildigi yontemde, doku iskeleleri 20 mM
glioksal igeren etanol:su (1:1) ¢ozeltisinde 2 saat boyunca oda sicakliginda bekletilerek
kimyasal capraz baglama islemi gerceklestirilmistir (85). Capraz baglama isleminin
ardindan 6rnekler, sirastyla %96 ,%70, ve %50 (v /v) etanol i¢inde ve son olarak distile su
ile 10’ar dakika siire ile yikama islemine tabi tutulmus ve liyofilizatorde kurutulmustur.
Subkondral kemik fazmin iretiminde kollajen tip I’in yapiya entegre edilmesi icin

ongoriilen diger bir yontem kitosan-nHA kompozit ¢ozeltisi ile hazirlanan doku
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iskelelerinin tip I kollajen ¢6zeltisine daldirilarak emdirme yoluyla kaplanmasidir (51,61)
(Sekil . Kollajen tip I kaplama islemi igin, %1 (w/v) nHA igeren kitosan/nanohidroksiapatit
doku iskeleleri suzetanol (1:1) karigiminda hazirlanan 1 mg mL™ kollajen tip I ¢ozeltisinde
20 dak. siire ile bekletilmis, ardindan 10 dak vakum etiiviine alinarak kollajenin iskele
yapist igerisine iyice difiizlenmesi saglanmistir. Kollajen kaplama islemi ardindan
ornekler, sirastyla %96 ,%70, ve %50 (v /v) etanol iginde ve son olarak distile su ile 10’ar
dakika stire ile yikama islemine tabi tutulmus ve liyofilizatérde kurutulmustur. Subkondral
kemik fazi i¢in kullanilmas1 6ngoriilen doku iskelesi gruplar1 bu yontemlerle hazirlanmig
ve karakterizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir. Subkondral kemik fazin {iretimine

yonelik gerceklestirilen ¢aligsmalar Sekil 4.2°de 6zetlenmistir.
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Kitosan (a)

26100 (w) Kitosan 260 (w) Kollajen

2R0 (w) Kitosan 2620 (w) Kollajen

%80 (w) Kitosan P & %650 (w) Kollajen

. -~ o

. nHA
+ %1 nHA (w/v)
) , —_—
Kollajen tip |
Chi, ChinHA,
chi/coll chi/coll/nHA

kurutma iglemi

Karakterizasyon Stabilizasyon

L ———— ]
Capraz baglama
PP,
NHSEDC
Ghoksal

Kollajen tip I ¢ozeltisi
(1 mg/ml)

Sekil 4.2. (a) Subkondral kemik fazi {lretimine yonelik gergeklestirilen deneysel
basamaklarin sematik gosterimi (b) TPP-chi/nHA-kf doku iskelelerinin kollajen kaplama
isleminin sematik gosterimi.
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Subkondral kemik fazi icin iretilen doku iskelesi gruplari asagidaki sekilde

isimlendirilmistir.

e Chi/nHA-kf: Kollajen igermeyen Kitosan/nanohidroksiapatit doku iskeleleri

e Chi80/Coll20/nHA: 80:20 (w:w) kitosan:kollajen I/ nanohidroksiapatit igeren doku
iskeleleri

e Chi50/ColI50/nHA: 50:50 (w:w) kitosan:kollajen I/ nanohidroksiapatit iceren doku
iskeleleri

e NHS/EDAC-Chi/nHA, NHS/EDAC-Chi80/Coll20/nHA, NHS/EDAC-
Chi50/Coll50/nHA: NHS/EDAC gapraz bagli yapilar

e Glioksal-Chi/nHA, Glioksal-Chi/nHA+Coll,  Glioksal-Chi80/Coll20/nHA,
Glioksal-Chi50/Coll50/nHA: Glioksal ¢apraz bagl yapilar

e TPP-Chi/nHA, TPP-Chi/nHA+Coll: 100:0 (w:w) TPP ¢apraz bagl yapilar

Farkli bilesimlerde hazirlanan doku iskelelerinin icerikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Subkondral kemik fazi i¢in {iretilen doku iskelesi gruplar1 ve bilesimleri. Tiim
doku iskelelerinde nHA oran1 %1 (w/v) olacak sekilde sabit tutulmustur.

Doku iskelesi Kitosan (%w) Kollajen Capraz baglayici ajan
(%ow)
Chi/nHA-kf 100 - -
TPP- Chi/nHA-kf 100 - 1 % (w/v) TPP
NHS/EDAC- Chi/nHA-kf 100 - 33mM EDAC ve 6mM
NHS
Glioksal- Chi/nHA-kf 100 - 20 mM glioksal
Chi80/Coll20/nHA 80 20 -
NHS/EDAC- 33mM EDAC ve 6mM
Chi80/Coll20/nHA 80 20 NHS
Glioksal-Chi80/Coll20/nHA 80 20 20 mM glioksal
Chi50/Coll50/nHA 50 50 -
NHS/EDAC- 50 50 33mM EDAC ve 6mM
Chi50/Coll50/nHA NHS
Glioksal-Chi50/Coll50/nHA 50 50 20 mM glioksal
TPP- Chi/nHA-kf+Coll 100 1 mg/mi 1 % (w/v TPP (Koll
kollajen kaplr)
(daldirarak
bekletme)
NHS/EDAC-Chi/nHA-kf+Coll 100 1 mg/mi 33mM EDAC ve 6mM
kollajen NHS
(daldirarak
bekletme)
Glioksal- Chi/nHA-kf +Coll 100 1 mg/mi 20 mM glioksal
kollajen
(daldirarak
bekletme)
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4.4. KALSIFIYE KIKIRDAK (GECIS BOLGESI) FAZI

Kalsifiye kikirdak fazi, hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenleri géz oniinde bulundurularak
kitosan, kollajen tip Il ve nanohidroksiapatit (nHA) malzemelerinin varliginda ii¢ boyutlu
jel yapida tiretilmistir. Bu amagla, kitosan ¢ozeltisi, %1°lik (v/v) (0,175 M) asetik asit
icerisinde ¢Oziilerek %2.5 (w/v) derisiminde hazirlanmistir. Kollajen tip 11 ¢6zeltisi, 0.5M
asetik asit ile ¢oziilerek 8 mg mL™ derisiminde hazirlanmistir. Her iki ¢6zelti buz banyosu
icerisinde kitosan/kollajen tip II oranlar1 (100/0, 70/30, 50/50 ve 30/70, w/w) olacak
sekilde hazirlanip karigmaya birakilmistir. Karistirma isleminin ardindan ¢ézeltilere %0.5
(w/v) oraninda nHA partikiilleri ilave edilmis ve 12 saat siire ile karigtrmaya devam
edilmistir. Elde edilen siispansiyonlara % 15 (w/v) oraninda fizyolojik pH ve sicaklik
degerlerinde fiziksel capraz baglama goérevi gorerek kitosan ve kollajen ¢ozeltilerinde sol-
jel gegisini saglayan B-GP eklenmistir (57). Daha sonra siispansiyonlara, elde edilecek
jellerin stabilizasyonunu arttirmak amaciyla 0.25 mM derisiminde genipin ¢ozeltisi
eklenmistir. Ardindan 10 M NaOH ¢o6zeltisi kullanilarak siispansiyonun pH’1 7.0-7.3
olacak sekilde ayarlanmistir. Farkli bilesimlerdeki tiim siispansiyonlarm karigma islemleri
ani jellesmenin dnlenmesi amaciyla buz banyosu iizerinde gergeklestirilmistir. Elde edilen
stispansiyonlar 48 gozIlii Petri kaplarma aktarilarak 30 dakika siire ile 37°C’de termal
jellesme islemi gergeklestirilmistir. Kalsifiye kikirdak fazi igin tretilen jel gruplari
asagidaki sekilde isimlendirilmistir.
e Chi/nHA: Kollajen igermeyen nHA igeren (%0.5 w/w) jeller
e Chi/Coll/nHA 70:30: 70:30 (w:w) kitosan:kollajen Il + %0.5 (w/w) nHA i¢eren
jeller
e Chi/Coll/nHA 50:50: 50:50 (w:w) kitosan:kollajen Il + %0.5 (w/w) nHA i¢eren
jeller
e Chi30/Coll70/nHA 30:70: 30:70 (w:w) kitosan:kollajen Il + %0.5 (w/w) nHA
iceren jeller: Chi30/Coll70/nHA

Kalsifiye kikirdak fazi iiretim basamaklar1 Sekil 4.3’de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.3. Kalsifiye kikirdak faz1 liretimine yonelik gerceklestirilen deneysel basamaklarin
sematik gosterimi.

45. KIKIRDAK FAZI

Kikirdak fazi, hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenleri g6z onilinde bulundurularak kitosan ve
kollajen tip II malzemelerinin varliginda {i¢ boyutlu jel yapida iiretilmistir. Bolim 4.4’de
aciklandig1 gibi hazirlanan %2.5 (w/v) kitosan ve 8 mg mL™ kollajen tip II ¢dzeltileri
kitosan/kollajen tip Il bilesimi (100/0, 50/50 ve 30/70, w/w) olacak sekilde karistirilmustir.
Hazirlanan karisimlara yine Boliim 4.4°de agiklandigi sekilde ayni derisimde [B-GP,
genipin ve NaOH (10 M) eklenmistir. Kikirdak faz tabakasi nHA igermediginden ilave
edilmemistir. Elde edilen siispansiyonlar 48 gozlii Petri kaplarina aktarilarak 37°C’de 30
dakika siire ile termal jellesme islemi gergeklestirilmistir. Kikirdak fazi igin tretilen jel

gruplar1 asagidaki sekilde isimlendirilmistir.

e Chil00/Coll0: 100:0 (w:w) kitosan:kollajen II igeren jeller

e Chi50/Coll50: 50:50 (w:w) kitosan:kollajen II igeren jeller

e Chi30/Coll70: 30:70 (w:w) kitosan:kollajen II igeren jeller
Kikirdak fazi tiretim yontemleri Sekil 4.4°de ac¢iklanmistir.
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Sekil 4.4. Kikirdak fazi tiretimine yonelik gergeklestirilen‘deneysel basdmaklarm sematik
gosterimi.

46. OSTEOKONDRAL DOKU UNITESINI OLUSTURAN FAZLARA AIT
YAPILARIN KARAKTERIZASYONU

Her bir fazin morfolojik yapist igin Taramali elektron mikroskobu (SEM), kimyasal
yapilari i¢in FTIR-ATR ve Enerji Yayilimli X-1511 Analizi (EDAX), gozeneklilik ve i¢sel
baglantililik analizi i¢in Mikro-Bilgisayarli Tomografi (u-ct), mekanik o6zellikleri igin
basma testi analizleri gerceklestirilmis, jel yapidaki fazlar i¢in ayrica reolojik analizler

yapilmistir.

46.1. FOURIER DONUSUMLU KIZIL OTESi SPEKTROSKOPISI -
AZALTILMIS TOPLAM YANSIMA (FTIR-ATR) ILE KIMYASAL
ANALIZ

Liyofilizatorde kurutulmus olan kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazini olusturacak
doku iskelesi ve jellerinin kimyasal yapilarinin analizi amaciyla ATR modunda 32 tarama
kullanilarak 4 cm™ ¢ozimiirliikte 4000-400 cm™ dalga boyu arahgmnda FTIR-ATR
analizleri gergeklestirilmis ve fazlar1 olusturan bilesenlere ait spesifik piklerin varligi

belirlenmistir.
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4.6.2. TARAMALI ELEKTRON MIiKROSKOBU (SEM) ILE MORFOLOJIK
ANALIZI

Osteokondral doku iinitesini olusturacak olan kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazi
calismalarina yonelik fazlarin morfolojik yapist SEM (FEI Quanta 200 FEG) ve elemantal
icerigi EDAX ile karakterize edilmistir. Kemik faz olusturacak gozenekli doku
iskelelerinin SEM analizlerini gergeklestirmek amaciyla, ¢apraz bagh ve capraz bagh
olmayan liyofilizatorde kurutularak hazirlanan yapilar kullanilmistir. Kalsifiye kikirdak
ve kikirdak fazlari i¢in hazirlanan jellerin analizinde ise jellesme isleminden sonra sivi
azota daldirilarak ani dondurulan ve liyofilizatorde kurutulan yapilar kullanilmistir.
Kesitleri alinan yapilar altin/palladyum ile kaplama islemi ardindan farkli biiyiitmelerde
SEM-EDAX (FEI Quanta 200 FEG) ile analizlenmistir.

4.6.3. MEKANIK OZELLIKLER

Osteokondral doku tinitesini olusturan kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarina ait
doku iskelelerinin ve jellerin mekanik dayanimi sikistirma testleri (Zwick/Roell Z-250) ile
analiz edilmistir. Yapilan analiz 6ncesinde ornekler, PBS (pH:7.4) icerisinde 37°C’de
hidrate edilmistir. Elde edilen gerilim-gerinim egrilerinin dogrusal bolgesinden sikistirma
modiil degerleri hesaplanmistir. Fazlar1 olusturacak doku iskelelerinin ve jellerin
analizinde uygulanan 6n kuvvet (pre-load) 0,05 N ve basma hizi 2 mm dak™ olarak
ayarlanmistir. Capraz baglama islemi sonrasi mekanik dayanimdaki artis Esitlik 4.1

kullanilarak hesaplanmustir.

YoArtis = Fen 100 (4.1)

ilk

4.6.4. REOLOJIK ANALIZLER

Osteokondral doku finitesinin Kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarini olusturan jel
yapilarin reolojik davranig1 Thermo-Haake Modular Advanced Rheometer sistemi (MARS)
ve 20 mm c¢apina sahip paralel plakalar kullanilarak 25 °C’de analiz edilmistir. Jel
formundaki Orneklerin viskoelastik davranisinin incelenmesi ve dogrusal viskoelastik

bolgenin tespit edilebilmesi amaciyla Oncelikle sabit frekansta (1 Hz), % 1x10*-0.1
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deformasyon araliginda deformasyon (gerinim, y) taramasi testleri gergeklestirilmistir.
Dogrusal viskoelastik bolgenin gézlendigi deformasyon orani (LVR) tespit edildikten
sonra 0,01-10 Hz’lik frekans araliginda frekans tarama testleri uygulanarak jellerin elastik
modiil (depo modiilii, G’) ve viskoz modiilii (kaylp modiil, G’’) degerlerinin saliniml1
frekans ile degisimi belirlenmistir. Hidrojellerin vizkozite degisimine gore jellesme
sicakligint ve zamanini belirlemek amaciyla chi/coll II/nHA 50:50 bilesimindeki jel
secilmistir. Jellesme sicakligini belirlemek amaciyla chi/coll I1/nHA 50:50 siispansiyonuna
32 ila 38 °C sicaklik araliginda 35 mm’lik plaka-plaka sisteminde 1 °C/dak. hizinda
sicaklik taramast yapilmistir. Jellesme sicakliginin belirlenmesinden sonra, Vviskozite
degisiminin Ol¢iilmesiyle jellesme zaman: belirlenmistir. Elde edilen degerlerden kayip
tanjant degeri (tand), c¢apraz baglar arasi ortalama molekiil agirhigi (Mc) and gozenek

boyutu (&) parametreleri Esitlik 4.2, 4.3 ve 4.4 kullanilarak hesaplanmistir.

tand = g— (4.2)

M, =2 (43)
A

&= ( RT ) (4.4)

Bu esitliklerde T, sicaklik (298 K), R, modiiliin tespit edildigi gaz sabiti (8,3143 J mol™
K™) ve polimer derisimi (c, % w/v), G'p, G"nin en yiksek degeri ve N,, Avogadro
sabitidir (86).

4.6.5. MIKRO-BILGISAYARLI TOMOGRAFI (u-CT) ILE 3-BOYUTLU (3B)
GORUNTULEME VE GOZENEKLILIK ANALIZi

Kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarmma ait doku iskelelerinin ve jellerin

gozeneklilik degerleri p-CT analizleri ile belirlenmistir. Analizler yliksek ¢oziiniirliikli
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Micro-CT (Bruker Skyscan 1275, Belgika) sistemi ile gerceklestirilmistir. Ornekler 120
mA akim, 32kV voltaj ve 0.5 mm Al/Cu filtre varliginda 9.2 pm ¢oziiniirliikte, 360°
rotasyonla 0.2° basamak araliginda taranmustir. Kantitatif 6lgiimler Nrecon 3D yazilimi
(ver 1.6.10.4, Skyscan, Belcika) kullanilarak yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda,
ornegin birim hacminde bulunan toplam goézeneklilik, agik gbzenek yiizdesi ve igsel

baglantililik degerleri belirlenmistir.
4.6.6. SU TUTMA KAPASITESI

Kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarina ait sisme davranisi ve denge su igerigi
degerlerinin saptanmasi1 amaciyla sisme deneyleri gerceklestirilmistir. Deneyler PBS
(pH:7.4) ortaminda 37° C’de gergeklestirilmis ve % su tutma kapasitesi degerleri 1slak
bazda Esitlik 4.5 kullanilarak hesaplanmustir (87).

% Denge su icerigi = Mrstare=Wieuru) 1 (4.5)

Wikuru

Bu esitlikte Wy, yapilarm kuru agirligi W, iSe yapilarin denge sismedeki agirhigini

ifade etmektedir.
4.6.7. COZUNME TESTI

Subkondral kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarina ait doku iskeleleri ve jellerin
yapisal kararliligini degerlendirmek amaciyla 37 © C'de 5 ml PBS'de (pH 7.4) ortaminda
birakilmis ve 28 giin sonunda kiitle kayb1 gravimetrik olarak tayin edilmistir. Yapilar 2 mm
kalinliginda hazirlanmig ve analizin 6ncesinde tartilmistir. Tampon ¢ozeltisindeki 6rnekler
1., 7., 14. ve 28. giinlerde ¢ikarilmis ve PBS tuzlar1 kalmayana kadar yikanmistir. Yikama
islemi sonrast 6rnekler 37 © C'de kurutularak tartilmisgtir. Son olarak, yiizde agirlik kayb1

Esitlik 4.6 kullanilarak hesaplanmaistir.
% Kiitle kayb1 = 0100 (4.6)

Bu esitlikte, W; orneklerin ilk agirligi, Wy ise 6rneklerin son agirhgidir.
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4.6.8. SUBKONDRAL FAZ DOKU iSKELELERINDEN KOLLAJEN SALIMININ
INCELENMESI

Kollajen igeren kemik fazi doku iskelelerinden kollajen tip I salimi modifiye Bradford
analizi ile saptanmistir (88). Analizde kullanilan Bradford ¢6zeltisi Coomassie Brilliant
Blue G-250 boyasinin %15 (v/v) metanol ve %55 (v/v) fosforik asitte ¢oziilmesi ve distile
su ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Analizde kullanilacak doku iskeleleri 37°C’de PBS
(pH:7.4) ortamina alinmis ve belirli araliklarda (7, 14, 21 ve 28. giinler) salim ortamindan
alman silipernatantlara Bradford ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bradford ¢ozeltisinin kollajen ile
etkilesimini arttirmak amaciyla reaksiyon ortamma sodyum dodesil siilfat eklenmistir. Elde
edilen c¢ozeltilerin 595 nm’de UV absorbans degeri Olgiilmiis ve bilinen kollajen
derigimleri ile hazirlanan standart kalibrasyon grafigi kullanilarak doku iskelelerinden

ortama salinan kollajen miktar1 belirlenmistir.

47. OSTEOKONDRAL DOKU UNITESINI OLUSTURAN FAZLAR IiLE
GERCEKLESTIRILEN HUCRE KULTUR CALISMALARI

Tez kapsaminda kemik fazi i¢in fare preosteoblastik hiicre hatt1 olan MC3T3-E1(Riken,
Japonya) hiicreleri %10 (w/v) FBS ve %1 (w/v) penisillin-streptomisin igeren a-MEM besi
ortami kullanilarak 37°C’de %95 neme ve %5 CO,’ye sahip inkiibatérde (Thermo
Scientific, Heracell 1501) kiiltiirlenmistir.

Kalsifiye kikirdak ve kikirdak faz icin fare kikirdak onciil hatt1 olan ATDC5 (Riken,
Japonya) hiicreleri kullanilmis olup %5 FBS, %1 penisillin-streptomisin iceren DMEM-
F12 besi ortami kullanilarak 37°C’de %95 nem ve %5 CO, ortamma sahip inkiibatorde
(Thermo Scientific, Heracell 150i) kiiltiirlenmistir. Tiim hiicre kiiltiir ¢alismalar1 Laminar

akisli kabin (Bioair, Type II Laminar Flow Cabinet, italya) altinda gerceklestirilmistir.

4.7.1. SUBKONDRAL KEMIK FAZI iLE GERCEKLESTIRILEN HUCRE
KULTUR CALISMALARI

Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan doku iskelelerinin subkondral kemik fazinda
kullanilabilirliginin  arastirilmas1 amaciyla yiiriitiilen hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda
MC3T3-E1 (Riken, Japonya) hiicreleri kullanilmistir. Karakterizasyon c¢aligmalari

sonucunda en uygun Ozelliklere sahip ii¢ farkli grup doku iskeleleri se¢ilmis ve hiicre
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kiiltiir c¢aligmalarina dahil edilmistir. Bu doku iskeleleri; chi/nHA-kf, glioksal-
chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku iskeleleridir. Calismalar parafilm
kapli 24 gozlii Petrilerde (Costar, ABD) gergeklestirilmistir. Hiicre kiiltiir ¢aligmalari
oncesinde doku iskelelerinin (10mmx2mm) sterilizasyon islemi, %2100 (v/v) etanol
icerisinde 24 saat bekletilerek ve ardindan 60 dak. UV altinda gercgeklestirilmistir.
Ardindan, doku iskeleleri DPBS (15 dak.) ve besi ortamu (15 dak.) igerisinde bekletilerek
3’er kez yikanmistir (Sekil 4.5). Son olarak, doku iskeleleri CO, etiiviinde serumlu kiiltiir

ortami (kosullandirilmis ortam) igerisinde 30 dakika siire ile bekletilmistir.

Sekil 4.5. Hiicre kiiltiir ¢alismalar1 kullanilan sterillenmis doku iskelelerinin (L0mmx2mm)
gorintiileri

MC3T3-E1 hiicreleri, doygunluk tabakasina ulastiktan sonra tripsin/EDTA ¢dzeltisiyle
yiizeyden kaldirilmig ve 1:1 (v:v) oraninda besi ortami eklenerek santrifiijlenmistir. Dibe
cOkmiis olan hiicreler tekrar taze besi ortaminda siispanse edilerek hemositometrik sayim
gergeklestirilmigtir. Saymm sonrasi, hiicre yogunlugu 1x10° hiicre/doku iskelesi olacak
sekilde 50 pl hacim ile hiicre ekimi gergeklestirilmistir. Hiicrelerin doku iskelelerine
tutunmasini saglamak amaciyla CO, etiiviinde 2 saat bekletildikten sonra besi ortami
eklenerek kiiltiire devam ettirilmistir. Kiiltiiriin bir sonraki giliniinde besi ortami
uzaklastirilarak farklilasma ortami (a-MEM igerisine % 10 FBS, %1 penisilin streptomisin,
50 pg/ml askorbik asit ve 10 mM gliserol fosfat) eklenmis ve inkiibasyona devam
edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Subkondral kemik fazina ait in-vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalarinin sematik

gosterimi.

4.7.2. KALSIFIYE KIKIRDAK VE KIKIRDAK FAZ JELLERI ILE
GERCEKLESTIRILEN CALISMALAR

Calismalarda, jellerin hazirlanmasinda kullanilan kitosan etilen oksit altinda (Erna,
EEO0003TP) sterillenmistir. Kullanilan ¢apraz baglayici ¢ozeltileri 0,22 um’lik filtrelerden
gegirilerek sterillenmistir. Bolim 4.4 ve 4.5’de agiklanan sekilde hazirlanan kalsifiye
kikirdak ve kikirdak fazini olusturan siispansiyonlarin 1 mL’sine 1x107 ATDC5 hiicresi
eklenerek hafifce karistirilmistir. Bu karisimdan kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlari igin
sirasiyla 100°er ve 150°ser puL alimarak 1 cm c¢apindaki plastik kaliplara aktarilmistir.
Ornekler 30 dakika siireyle 37°C’de bekletilerek hiicre iceren siispansiyonlarin jellesmesi

saglanmstir.
Kalsifiye kikirdak fazini olusturacak olan jeller 24 gozlii Petri kaplarina aktarilmis ve

tizerlerine %1 (v/v) ITS, %1 (v/v) pen-strep, %5 (v/v) FBS ve 50 pg mL-1 askorbik asit
iceren DMEM-F12 besi ortami eklenmistir (14) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kalsifiye kikirdak fazina ait in-vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalarinin sematik
gosterimi.

Kikirdak fazim olusturacak olan jellerin tlizerine ise %1 (v/v) ITS, %1 (v/v) pen-strep, %5
(v/v) FBS igeren besi DMEM-F12 ortamlar1 eklenmis ve kiiltiirlerine devam edilmistir

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Kikirdak fazina ait in-vitro hiicre kiiltiir galismalarinin sematik gosterimi.
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4.7.3. PRESTOBLUE ANALIZi iILE HUCRE UREMESININ TAKIBi

Resazurin bazli Presto Blue ile iireme analizi, kemik fazda hiicre ekiminden, kalsifiye
kikirdak ve kikirdak fazlarinda ise hiicre enkapsiilasyonundan sonra 1, 3, 5, 7, 14 ve 21.
giinlerde gerceklestirilmistir. Belirlenen giinlerde, kiiltiir ortami1 uzaklastirilip yerine kiiltiir
ortaminda seyreltilmis Presto Blue ¢ozeltisi (% 10, v/v) eklenmis ve 37°C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan mikroplaka okuyucuda (Raito, Kore)
570 nm’de UV absorbans degerleri okunmustur (89).

4.7.4. HUCRE CANLILIK (LIVE/DEAD) ANALIZi

Jel formundaki Kkalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarinda iremekte olan ATDC5
hiicrelerin canlilik tayini Live/Dead analizi ile belirlenmistir. Kiiltiiriin 7. gilinlinde besi
ortami uzaklastirilmig ardindan 6rnekler 4uM calcein AM ve 2uM ethidium homodimer
iceren DPBS igerisinde oda sicakliginda 30 dak. siireyle inkiibe edilmistir. DPBS tamponu
ile yikama isleminin ardindan ornekler konfokal mikroskobu altinda (Zeiss, LSM 510,

Almanya) farkli biiylitmelerde gozlemlenmistir.
4.7.5. DNA ANALIZi

Kemik, Kkalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarinm DNA miktar tayini Picogreen®
kullanilarak kiltirin 7., 14. ve 21. giinlerinde floresan spektrofotometresi ile indirekt
olarak belirlenmistir. Kemik fazina ait doku iskeleleri, 1mL Tris-EDTA ¢6zeltisinde
37°C’de 2 saat siire bekletilerek liziz islemi gergeklestirilmistir. Liziz ¢6zeltisinden 100 pL
96 gozlii Petrilere aktarilarak tizerine 100 uL. PicoGreen (Quant-I1T) reaktifi eklenmis ve 10
dak. siireyle oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan floresan
mikro plaka okuyucuda (Varian, ABD) 480 nm uyarma, 520 nm emisyon dalga boylarinda

floresan 1s1mas1 okunmustur (90).

Kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarini olusturan jel yapilarda DNA miktari kiiltiiriin 7.,
14. ve 21. giinlerinde yine floresan spektrofotometresi ile indirekt yolla belirlenmistir.
DPBS igerisinde yikanan jeller 16 saat boyunca 65 ° C'de ve pH 7.3'te 500 uL 600 mg
protein/mL papain ¢ozeltisi (20mM L-sistein, 0.1 M sodyum-asetat ve 50 mM EDTA)
icinde lizis edilerek DNA’nin ¢dzeltiye gegmesi saglanmistir. Elde edilen siipernatant, 96

gozlii Petri kabmm her goziine 25 pl aktarildiktan sonra lizerine 175 pL Picogreen®

49



¢ozeltisi eklenmistir. Inkiinasyonun (10 dak.) ardindan floresan isimasi bir mikroplaka
okuyucu (Varian, Cary Eclipse, ABD) ile sirasiyla 485 nm ve 535 nm uyarma ve emisyon
dalga Dboylarinda Olgiilmistiir. Liziz sonrasi elde edilen ayni siipernatant,

glikozaminoglikan ve toplam kollajen igerik tayininde de kullanilmistir.
4.7.6. GLIKOZAMINOGLIKAN (GAG) ANALIZI

Glikozaminoglikanlar ~ (GAG), kikirdak  dokusuna  ozgii  bilesenlerdir  (91).
Glikozaminoglikan igerigi, 1,9-dimetilmetilen mavisi (DMMB) baglanma deneyi
kullanilarak belirlenmistir. Kiiltiiriin 7. 14. ve 28. giinlerinde Boliim 4.7.5’te agiklanan
sekilde elde edilen liziz gozeltileri {izerine 250 ul. DMMB ¢ozeltisi eklenmistir. Karigim 5
saniye karistiricidda karistirildiktan sonra absorbans degeri bir mikroplaka okuyucu
(BioTek, ABD) kullanilarak 525 nm'de tayin edilmistir. Kondroitin siilfat, standart bir egri

olusturmak i¢in kullanilmis ve GAG konsantrasyonlar1 bu egriye gore belirlenmistir.
4.7.7. KOLLAJEN ICERIGI ANALIZi

Kiiltiiriin 7. 14. ve 28. giinlerinde, toplam kollajen igerigi kolorimetrik hidroksiprolin
miktar tayini ile belirlenmistir. Hidrolizasyon i¢cin 90 pl 10 N NaOH c¢ozeltisine 10 pl
Boliim 4.7.5te elde edilen liziz ¢ozeltileri ilave edilmis ve 30 dakika boyunca 125 ° C'de
tutulmustur. Sonrasinda, 50 pl hidroliz ¢ozeltisi alinmig ve 450 ul 56 mM Chloramine T
cozeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda oksidasyon reaksiyonunun tamamlanmasindan
sonra, 500 uL Ehrlich reaktant1 ilave edilmis ve 65 °C'de 25 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 absorbans degeri, bir mikroplaka okuyucu (BioTek, ABD)
kullanilarak 550 nm'de tespit edilmistir. Kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazina ait jellerde

kollajen igerigi hiicre igermeyen hidrojellere gore normalize edilmistir.

4.78. TARAMALI ELEKTRON MIKROSKOBU (SEM) ILE HUCRE
MORFOLOJISININ INCELENMESI

Subkondral kemik fazma ait doku iskeleleri (chi/nHA-kf, glioksal-chi80/coll20/nHA ve
glioksal-chi50/coll50/nHA) iizerinde iireyen MC3T3-E1 hiicrelerin morfolojik yapilar
SEM (FEI Quanta 200 FEG) ile goriintiilenmistir. Kiiltiirin 7. ve 14. giinlerinde doku
iskeleleri lizerindeki besi ortami uzaklastirilmis ve %2.5’luk glutaraldehit icerisinde oda

sicakliginda 30 dk siire ile bekletilerek hiicreler fikslenmistir. SEM analizinden 6nce DPBS

50



ile yikanan ornekler sirasiyla %30, %50, %70, %90 (v/v) ve mutlak etanol ¢ozeltilerinde
3’er dak. bekletilerek dehidrasyon islemi gergeklestirilmistir. Ardindan ornekler 400 uL
hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde 5 dak. bekletilmis ve oda sicakliginda
kurutulduktan sonra altin-palladyum ile kaplanmis ve SEM (FEI Quanta 200 FEG)

goriintiileri alimmustir (92).
4.7.9. KALSIiYUM TAYIiNi

Subkondral kemik fazina ait MC3T3-El hiicrelerini igeren ti¢ farkli chi/nHA-Kf,
glioksal-chi80/coll20/nHA  ve  glioksal-chi50/coll50/nHA  doku  iskelesindeki
mineralizasyonunu tayin etmek amaciyla kalsiyum analizi ger¢eklestirilmistir. Kiiltiiriin
14. ve 21. giinlerinde doku iskeleleri 3 kez DPBS ile yikanmis ve 10 dak. siireyle %4
(w/v) paraformaldhit igerisine alinarak fiksasyon islemi gergeklestirilmistir. Ardindan 30
dakika boyunca 37°C’de 40 mM Alizarin red (ARS) ile boyama islemi gergeklestirilmistir.
Deiyonize su ile 5’er kez 5’er dak. yikamanin ardindan 1 saat siireyle setilpiridinyum
kloriir igerisinde boya desorbe edilmis ve elde edilen ¢ozeltinin absorbanst UV

spektrofotometresi (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak 540 nm’de okunmustur (93).
4.7.10. ALKALIN FOSFOTAZ (ALP) AKTIVITESI

Subkondral kemik farklilasmas1 ve Kalsifiye kikirdak igin kalsifikasyonun Onemli
belirteglerinden olan ALP aktivitesi incelenmistir (94). Bu amagla, kiiltiiriiniin 7., 14. ve
21. giinlerinde doku iskeleleri tizerindeki kiiltlir ortami uzaklastirilmig ve iskeleler 1 mL
DPBS ile yikanmistr. Ardindan kemik doku iskeleleri ve kalsifiye kikirdak fazina ait jel
ornekleri liyofilizatérde kurutulmus ve 250 puL %0,2 Triton-X ile muamele edilmistir.
Sonrasinda, 4°C’de 12 000 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiijlenmis ve 50 pL Triton
¢ozeltisi 125 pL ALP ¢ozeltisi (1 mM MgCl, ve 56 mM 2-amino-2-metil-1-propanol
iceren p-nitrofenil fosfat (10 mL) sivi substrat sistemi) ile 37°C’de 30 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Olusan tepkime 2.5 M NaOH ilave edilerek durdurulmustur. Ardindan
405 nm’de siipertanatin absorbans degerleri mikroplaka okuyucusunda (Raito, Kore)
belirlenmistir (47,57).
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4.7.11. HIDROJELLERDE KONTRAKSiYON

ATDCS hiicrelerini igeren hidrojeller farkli zaman dilimlerinde (7, 14, 21 ve 28 giinler)
fotograflanmis ve jel alanindaki degisim izlenmistir (n=3) (85,95). %Kontraksiyon
hesaplamasi asagida verilen kullanilarak hesaplanmistir (Esitlik 4.7).

%Kontraksiyon = %xloo 4.7)
0

Ay jelin ilk andaki alani, Af jelin belirli glinlerden sonraki alani ifade etmektedir.

4.7.12. ES ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (QRT-PCR) ANALIZI

MC3T3-EL1 hiicrelerinin kitosan, kollajen tip I ve nanohidroksiapatit varhginda kemik
doku iskeleleri izerindeki farklilagmasini tayin etmek amaciyla kiiltiirtin 14.giinii chi/nHA-
kf, glioksal-chi80/Coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku iskelerinde iireyen
hiicrelerin ALP, kollajen 1, osteokalsin ve osteopontin ekspresyon seviyeleri RT-PCR (Light
Cyclera Nano, Roche, Isvicre) ile saptanmistr. ATDCS5 hiicrelerinin farklilasmasimni
degerlendirmek amaciyla Kalsifiye kikirdak ile iliskili hipertrofik genlerin (Coll0al,
Runx2 ve Mmp13) kiiltiiriin 7., 14. ve 21.giinlerinde ekspresyon seviyeleri arastirilmistir.
MC3T3-E1 ve ATDCS hiicrelerini igeren osteokondral doku iinitelerinde ise ALP, MMP-
13, Coll I, Coll IT ve Coll X ekspresyon seviyeleri kiiltiirtin 14 ve 21. giinlerinde tayin
edilmistir. RT-PCR analizi i¢in toplam mRNA ekstraksiyonu, genisletilmis c¢oziicii
saflagtirma yontemi kullanilarak yapilmustir (96). Kisaca, hidrojeller kiigiik parcalar haline
getirilmis ve buz banyosunda 3 kez 1 ml trizol reaktifi icinde soniklestirilmistir. Daha
sonra 200 pL kloroform ilave edilmis ve 12.000 rpm'de 15 dakika siireyle 4°C'de
santrifiijlenmistir. Siipernatant toplandiktan sonra, 500 pL fenol:kloroform:izoamil
(25:24:1) eklenmis ve 15 dakika boyunca 12,000 rpm'de 4 ° C'de santrifiijlenmistir. Ust
sulu faz toplanmis, daha sonra 500 pL kloroform izoamil alkol (49: 1) eklenmis ve 4 © C'de
12,000 rpm'de 15 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatanta 500 puL izopropanol
(% 100) eklenmis ve tekrar 12,000 rpm'de santrifiijlenmistir. Stipernatant atilmig ve RNA
topagi, 4 ° C'de 500 uL% 75 etanol ile yikanmistir. Toplam RNA miktar1 Nanodrop
(NanoDrop 1000 Spektrofotometre V3.7, Thermo Fisher Scientific Inc, ABD) kullanilarak

tayin edilmistir.
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cDNA sentezi, izole edilen 500 ng RNA ile Applied Biosystems cDNA Kit (ABD)
(Katalog no: 4368814) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kisaca, CDNA sentezi, thermal
cycler (Bio-rad) kullanilarak 4 basamakli sicaklik dongiisiinde; 25 °C’de 10 dak., 37 °C’de
120 dak.,85 °C’de 5 dak. ve 4 °C’de = seklinde gergeklestirilmistir. cDNA sentezi sonrasi
elde edilen 20 ul’lik cDNA ¢o6zeltisi 100 pl’ye seyreltilmistir. Daha sonra, kantitatif es
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) FirePol® EvaGreeen® gPCR Mix Plus
(Estonya) kiti kullanilarak LightCycler® Nanoinstrument (Roche, Almanya) cihazinda
gerceklestirilmistir. Analiz, cDNA ve forward-reverse primerlerin varliginda, aktivasyon
basamagi 95 °C’de 12 dak., uzatma basamagi 95 °C’de 15's, 60 °C’de 30 s, 72 °C’de 30 s
ve ayrima basamagi 95 °C’de 10 s, 65 °C’de 1 dak. olmak iizere 40 dongiide
gergeklestirilmistir.

Gergeklestirilen caligmalarda “Housekeeping gen” olarak kemik ve kalsifiye kikirdak
fazlar1 igin sirasiyla stabil olan Hipoksantin Guanin Fosforibozil Transferaz (HPRT) ve
peptidilprolil izomeraz A (PPIA) genleri kullanilmistir. Kemik ve kalsifiye kikirdak fazi
caligmalarinda kullanilan tiim genlerin primer dizileri (BM labosis, Tiirkiye) Cizelge

4.2°de ayrmtili olarak verilmistir.
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Cizelge 4.2. Subkondral kemik ve kikirdak farklilasmasinin incelenmesinde kullanilan
primer dizileri.

Kemik farkhlasmasinda kullanilan genler

Genler Forward primer Reverse primer
HPRT CTGGTGAAAAGGACCTCTCGAA CTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT
coL | ATGCCGCGACCTCAAGATG TGAGGCACAGACGGCTGAGTA
ALP CACCTTGACTGTGGTTACTGCTG CTTCTTGTCCGTGTCGCTCAC
Runx2 ACCAGATGGGACTGTGGTTA AAGGTGAAACTCTTGCCTCG
Osteokalsin  AAGCAGGAGGGCAATAAGGT TTAGGGCAGCACAGGTCCTA
(GC)

Osteopontin - CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC
(OPN)

Kalsifiye kikirdak farkhilasmasinda kullamilan genler

PPIA CGCGTCTCCTTCGAGCTGTTTG  TGTAAAGTCACCACCCTGGCACAT
Runx2 ACCAGATGGGACTGTGGTTA AAGGTGAAACTCTTGCCTCG

COL X GTTCTTGACCCTGGTTCATGG TCCTCTTACTGGAATCCCTTTACT
MMP-13  GTGACTTCTACCCATTTGATG AAACAAGTTGTAGCCTTTGG

4.7.13. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

RT-PCR sonrasi elde edilen DNA 6rneklerin nitel analizi %2’°lik agaroz jelde goriiniir hale
getirilmis ve DNA 0Orneginin biitliinligli belirlenmistir. Bunun i¢in hazirlanan %2’lik
agaroz jele 5 ul DNA ve 5 ul 6x Loading Dye ile karistirilarak jele yiiklenmis ve 100 voltta 30
dakika yiritilmistir. Ardindan jel UV goriintileme sistemi (Syngene Gene Genius Bio

Imaging System) kullanilarak goriintiilenmistir.
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4.7.14. HISTOLOJIK CALISMALAR

Subkondral kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarinda iireyen hiicrelerin yapidaki
dagilimi, glikozaminoglikan ve toplam kollajenlerin birikimlerini belirlemek amaciyla
histolojik boyamalar yapilmistir. Caligmalarda kiiltiiriin 28. gliniinde DPBS ile yikandiktan
sonra %10 (v/v) formalinde fikslenmis Ornekler kullanilmistir. Fiksleme isleminin
ardindan 6rnekler etanol serisinden (%70, %95 ve %100) ve ksilende 30’ar dak. gegirilerek
dehidrasyon isleminden sonra parafine ig¢ine gomiilerek 1 gece bekletilmistir. Parafine
gomiilii 6rneklerden mikrotom kullanilarak 8 pm’lik kesitler alinmistir. Bu sekilde elde
edilen kesitler, ksilen ve etanol serisinden gecirilerek deparafinizasyon islemi
gerceklestirildikten sonra Hemotoksilen-Eozin, Masson’s trichrome Alcian Dblue,
Picrosirius red ve Alizarin red ile histolojik boyamalar gergeklestirilmistir. Boyama

islemlerinde uygulanan basamaklar EK 8’de verilmistir.

4.8. COK FAZLI GRADYAN YAPIDA OSTEOKONDRAL DOKU UNITESININ
URETIMI

Osteokondral doku iinitesinin tiretiminde dogal dokunun bilesenleri ve ozellikleri goz
oniinde bulundurularak biyomimetik olarak fazlarm olusturulmasinda optimum bilesenler
ve kosullar belirlenmistir. Osteokondral doku iinitesinin elde edilmesinde subkondral
kemik fazi i¢in Boliim 4.3’te anlatildig1 gibi tiretilen chi80/coll20/nHA, kalsifiye kikirdak
fazinda Boliim 4.4’te anlatilan chi/coll 11/nHA 70:30 ve kikirdak fazi i¢in de Bolim 4.5°te
tretimi anlatilan chi50/coll50 yapilar1 segilmistir. Her fazin {iretimi sonrasinda fazlar
kitosan bazli jellerin biyo-yapisma 6zelligi kullanilarak iist liste getirilerek birlestirilmis ve

osteokondral doku tinitesi elde edilmistir (Sekil 4.9).
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Gilnler

ChiS0/col20/nHA dokn iskelesine MCIT3-E1 bisere ehiz:d ( ::- —
ChiTlVcoll30mHA jeline ATDCS hicre enkapsittisyonn
ChiS0'oall50 jeline ATDCS biscre eakapsiilasyony

[iim fazlara farkbdasma ortam eklenmesi
Fazhinn it dste getirierek osteokandral deku initesinin elde edilmesi

Osteokondral doku initesinin 28 giin ko-Kiltiir ortamueda kiltirlenmesi

Sekil 4.9. Osteokondral doku iinitesinin iiretimine yonelik gerceklestirilen deneysel
basamaklarin sematik gosterimi.

48.1. COK FAZLI GRADYAN OSTEOKONDRAL DOKU UNITESININ
KARAKTERIZASYONU

Osteokondral doku iinitesine ait karakterizasyonu ¢alismalar1 kapsaminda Boliim 4.6.1,
Bolim 4.6.3 ve Boliim 4.6.4°de detayli olarak anlatilan sirasiyla SEM, p-CT ve mekanik

analizleri uygulanmistir.

4.8.2. MC3T3-E1 VE ATDC5 HUCRELERINI ICEREN OSTEOKONDRAL
DOKU UNITESININ URETIMIi

Tez calismasmin son kisminda fazlara spesifik MC3T3-E1 (preosteoblast) ve ATDC5
(6nciil kikirdak) hiicreleri ytiklii ¢ok fazli gradyan yapida osteokondral doku {initesinin in

vitro hiicre ko-kiiltiir galigmalar1 gergeklestirilmistir.

Subkondral kemik fazi iiretimi kisminda secilmis olan chi80/coll20/nHA doku iskelesi
Boliim 4.6.9°da aciklanan sterilizasyon isleminin ardindan Boliim 4.7.1°de anlatildig: gibi
MC3T3-E1 hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Besi ortaminda 24 saat bekletildikten sonra
besi ortami farklilasma ortami (% 10 (v /v) FBS, % 1 (v/v) penisilin-streptomisin, 10 mM
B-gliserol fosfat ve 50 pg / mL askorbik asit ile ilave edilmis a-MEM) ile degistirilerek 1

hafta boyunca kiiltiirlenmistir.
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Kalsifiye kikirdak fazi iiretimi kisminda se¢ilmis olan chi/coll 11/nHA 70:30 jellerine ve
Bolim 4.7.2°de anlatildigi gibi ATDCS hiicre enkapsiilasyonu gergeklestirilmistir. Petri
(24 gozlii) kaplarina aktarilan jeller iizerine %11ITS, %1 pen-strep, %5 FBS ve 50 pg mL™*
askorbik asit iceren DMEM-F12 iceren farklilasma ortami eklenerek 1 hafta boyunca
kiiltiirlenmistir (57).

Kikirdak faz {iretimi kisminda segilmis olan chi/coll 50:50 jellerine ve Boliim 4.7.2°de
anlatildigi gibi ATDCS5 hiicre enkapsiilasyonu gergeklestirilmistir. Petri (24 gozlii)
kaplarina aktarilan jeller iizerine %I1ITS, %1 pen-strep ve %5 FBS igeren DMEM-F12

iceren farklilagma ortami eklenerek 1 hafta boyunca kiiltiirlenmistir (57).

Ayr1 ayr1 7 giin siire ile kiiltiirii devam ettirilen doku iskelelerinin iteratif olarak birlestirme
islemi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in Oncelikle hiicre iceren subkondral kemik fazini
olusturacak olan chi80/coll20/nHA doku iskelesi petri kabina alimmis ve sirasiyla jel
yapidaki kalsifiye kikirdak (chi/coll 11/nHA 70:30) ve kikirdak (chi/coll 11 50:50) fazlar1
iist Ustte getirilerek birlestirilmistir. Birlestirme islemi sonrasi elde edilen gradyan yapidaki
ko-kiiltiir besi ortamina (%10 FBS, 1% pensilin/streptomisin ve 50 ug/mL askorbik asit
iceren DMEM) besi ortamina alinmis ve 28 giin boyunca kiiltiire devam edilmistir (Sekil
4.6).

4.8.3. MTT iLE UREME ANALIZi

Osteokondral doku iinitesinde Ko-kiiltiir ortamimda iireyen MC3T3-E1 ve ATDC5
mitokondriyal aktiviteleri, belirli kiiltiir siirelerinde (1, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde), 3-[4,5-
dimetiltiyazol-2-il]- difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ile kantitatif olarak belirlenmistir.
Yap1 icerisindeki canli hiicrelerin mitokondrisi tetrazolyum bilesenini indirgeyerek
formazan kristallerine donistiiriir ve mor renkli ¢ozelti verir. Siipertanttan okunan
absorbans degeri, liremesini devam ettiren canli hiicre miktar1 ile dogru orantili sonug
vermektedir. Analiz igin osteokondral doku {initesinin tizerindeki ko-kiiltiir ortami
uzaklagtirilmig ve iizerlerine 600 pL serumsuz besi ortami (DMEM) ve 60 pL MTT
¢ozeltisi (2.5 mg ml™ PBS) eklenmistir. Ardindan, osteokondral doku tinitesi igerisindeki
hiicreler 3 saat siire ile 37°C’deki etiivde inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi,
osteokondral doku iinitesi {izerindeki ortam uzaklastirilmis ve iskeleler baska bir 24 gozlii

Petri kabma aktarilmistir. Her bir géze 400 puL 0.04 M HCI iceren dimetil siilfoksit
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(DMSO) ¢ozeltisi ilave edilerek olusan formazan kristallerinin ¢dziinmesi saglanmustir.
Mor renkli ¢ozeltiden 200 pl alinarak 570 nm’de mikroplaka okuyucu (Raito, Kore) ile
optik yogunluk belirlenmistir.

4.8.4. DNA ANALIZi

MC3T3-E1 ve ATDCS5 hiicrelerini iceren Osteokondral doku tinitesinde kantatif olarak
DNA miktar tayini kiiltiiriin 7., 14., ve 21.giinlerinde papainle liziz edilerek Boliim 4.7.5°te
anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir. BOliim 4.7.5’te anlatildig1 gibi liziz sonrasi elde edilen
stipernatant osteokondral doku igerisinde iireyen hiicreler tarafindan iiretilen GAG ve

toplam kollajen igerik tayininde de kullanilmistir.
4.8.5. GLIKOZAMINOGLIKAN (GAG) ANALIZI

Kiiltiiriin 7., 14., ve 28. giinlerinde osteokondral doku tinitesinde tiremekte olan hiicreler

tarafindan sentezlenen GAG iiretiminin tayini Boliim 4.7.6’da anlatildigi gibi yapilmistir.
4.8.6. TOPLAM KOLLAJEN ICERIGi ANALIiZi

Osteokondral doku tinitesinde toplam kollajen iiretimi Boliim 4.7.7°de anlatildigr sekilde
gergeklestirilmistir. Kollajen igerigi hiicre igermeyen osteokondral doku finitesine gore

normalize edilmistir.
4.8.7. ALKALIN FOSFOTAZ (ALP) AKTIVITESI

Mineralizasyonun Onemli belirteglerinden olan osteokondral doku {initesine ait ALP
aktivitesi testi Boliim 4.7.10°da anlatildig: gibi yapilmistir. Elde edilen sonuglar ayni kiiltiir

giinlerine ait DNA miktarina boliinerek normalize edilmistir.
4.8.8. QRT-PCR ANALIZi iLE GEN EKSPRESYON ANALIZI

MC3T3-E1 ve ATDCS hiicrelerini igeren osteokondral doku iinitesinin gen ekspresyonu
Boliim 4.7.12°de anlatildigi gibi gRT-PCR analizi ile kiiltiiriin 14. ve 21.giinlerinde Col I,
Col I1, Col X, Mmp-13 ve ALP gen ifadeleri ile saptanmistir. “Housekeeping gen” olarak
her iki hiicre i¢in stabil gen olan HPRT kullanilmistir. Primerlere ait diziler Cizelge 4.3°te

verilmistir.
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Cizelge 4.3. Osteokondral doku iinitesinde farklilagmanin incelenmesinde kullanilan primer
dizileri.

Genler Forward primer Reverse primer

HPRT CTGGTGAAAAGGACCTCTCGAA CTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT

CcoL | ATGCCGCGACCTCAAGATG TGAGGCACAGACGGCTGAGTA
CcoL 11 CAATCCTGGTGAACCTGGCG TTTCCCCAGACTTTCCGGGC
COoL X GTTCTTGACCCTGGTTCATGG TCCTCTTACTGGAATCCCTTTACT
MMP-13  GTGACTTCTACCCATTTGATG AAACAAGTTGTAGCCTTTGG

ALP CACCTTGACTGTGGTTACTGCTG CTTCTTGTCCGTGTCGCTCAC

4.8.9. HISTOLOJIK ANALIZ

Osteokondral doku Ttinitesine ait histolojik ¢alismalar Boliim 4.7.13’de anlatildig1 sekilde
gergeklestirilmistir. Parafine gdmiilii doku iinitelerinden 8 pm’lik kesitler almarak
Hemotoksilen-Eozin, Mason’s trichome, Alcian blue, Picrosirius red ve Alizarin red ile

histolojik boyamalar gerceklestirilmistir.
4.8.10. IMMUNHISTOKIMYASAL ANALIZ

Kollajen tip I (sc-59772, Santa Cruz), kollajen tip Il (sc-52658,Santa Cruz) ve kollajen tip
X (sc-59954, Santa Cruz) monoklonal antikorlar i¢in sekonder goriintilleme cihazi
(Ventana Benchmark automated immunostainer) ile immiinhistokimyasal boyamalar
yapilmistir.Kisaca, birincil antikorlar gece boyunca % 5 (v /v) keg¢i serumu i¢inde COL1A
(1/200), COL2A (1/300) ve COLXA (1/200) oranlar1 olacak sekilde inkiibe edilmis,
ardindan 1: 100 (v/v) oranda 1 saat siireyle HRP ile etiketlenmis antifare ikincil antikoru
3.3’-diaminobenzidin (DAB) Kkiti (Vector Labs, ingiltere) ile 10 dakika boyunca
boyanmistir. Devaminda, haematoksilen ile kars: boyanmis ve dehidre edilerek goriintiiler

alinmistir. Uygun pozitif (ECM) ve negatif doku kontrolleri kullanilmigtir.
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4.9. OSTEOKONDRAL DOKU UNITESI ILE GERCEKLESTIRILEN IN VIVO
BiYOUYUMLULUK ANALIZI

Osteokondral doku iskelesinin in vivo biyouyumlulugunun, biyodegradasyonun, hiicre
infiltrasyonunun ve ¢evre doku cevaplarinin arastirilmasi amaciyla (6 hayvan) yetigkin
BALB/c erkek fareler kullanilarak in vivo deneyleri gergeklestirilmistir. Hayvanlarla ilgili
tiim islemler Ankara Universitesi HADYEK tarafindan onaylanmis ve galismalar Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarida yiiriitiilmiistiir.
Fareye anestezik ila¢ uygulanmasi ve tespit islemlerini takiben dorsal bolgede yaklasik 1.0
cm lik kesiler ile doku iskelelerinin yerlestirilecegi cepler olusturulmustur. Ardindan her
bir fareye 1 doku iskelesi olacak sekilde agilan ceplere yerlestirilmis ve 4.0 naylon sutur
kullanilarak kapatilmistir. Bolge enfeksiyona karsi antibiyotik iceren krem ile muamele
edilmis ve ertesi giin antibiyotik enjekte edilmistir. 14 giinliik bekleme siiresinin ardindan
fareler sakrifiye edilerek dorsal bolgeye implante edilmis olan doku iskeleleri ¢evre doku
ile birlikte incelenmek {izere alinmistir. Osteokondral doku iinitelerinin in vivo histolojik
analizinde yapisal biitiinligliniin korunup korunmadigi ve saglikli dokunun yapilara
infiltrasyonu incelenmistir. Bu histolojik incelemeler, hemoktoksilen&eosin boyama

Bolim 4.7.13°de agiklandigi sekilde ile gergeklestirilmistir.
4.10. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Calismalar sonucu elde edilen sonuglar Instat3GraphPad software programi kullanilarak
gruplar arasindaki farklilik istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Veriler 3 deney igin
ortalama +SD degerleri ile birlikte sunulmustur. Farkli gruplarin ve giinlerin istatistiksel
acidan karsilastirilmasi icin Student’s T-test kullanilmis ve p degerinin 0.05’den az oldugu

durumlar anlamli kabul edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Bu boliimde, subkondral kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarini olusturan doku
iskelesi ve jel yapilar ile gradyan osteokondral doku iinitesinin iretimi Ve
karakterizasyonu ile ilgili olarak elde edilen sonuglar sunulmustur. Ilk olarak doku
iskelelerinin subkondral kemik faza ait kitosan bazli doku iskelelerinin iretimi ve
karakterizasyonuna iliskin sonuglar verilmis, ardindan segilmis olan doku iskeleleri ve
MC3T3-E1 preosteoblastik hiicreleri ile gergeklestirilen in-vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalari

sunulmustur.

Ikinci kisimda ise, kalsifiye kikirdak fazin {iretimi ve karakterizasyonu yer almistir. Elde
edilen jellere ATDCS kikirdak onciil hiicreleri enkapsiile edilerek gerceklestirilen in vitro

hiicre kiiltiirii calismalarina iligkin sonuglar verilmistir.

Ardmdan, kikirdak fazin iiretim ve karakterizasyonuna ait sonuglar sunulmus, sentezlenen
jellerin in vitro hiicre ¢alismalar1 ile kikirdak fazi olarak kullanabilirlik potansiyeli

degerlendirilmistir.

Son olarak, her bir fazin ayr1 ayr1 7 giin siire ile kiiltiirlenmesinden sonra {ist {iste
getirilerek elde edilen gradyan yapida osteokondral doku iinitesinin tretimi ve

karakterizasyonu lizerinde durulmustur.

Ko-kiiltiir ortaminda MC3T3-E1 ve ATDCS hiicreleri ile osteokondral doku tinitesinin 4
haftalik kiltiiriinden sonra elde edilen sonuglar verilmis, son olarak, osteokondral doku
tinitesinin in vivo biyouyumluluguna iliskin yapilan ¢alismalar ve elde edilen bulgular

aciklanmustir.

51. SUBKONDRAL KEMIK FAZININ BELIRLENMESINE YONELIK
CALISMALARDAN ELDE EDILEN SONUCLAR

Osteokondral doku iinitesinin subkondral kemik fazmi olusturacak doku iskelesinin en
uygun bilesimini belirlemek amaciyla, kitosan bazli ve farkli oranlarda kollajen tip I ve
%1’lik (w/v) nHA iceren, aynt zamanda farkli capraz baglayici ajanlar kullanilarak,
gozenekli yapida, dondurarak kurutma yontemiyle gozenekli yapida doku iskeleleri

hazirlanmistir. Elde edilen doku iskelelerinin morfolojik yapilari, ¢apraz baglanma sonucu
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kimyasal degisimleri, mekanik dayanimlari, sisme oranlar1 ve yapilarindan meydana
gelebilecek kolajen tip I saliminin tayinine yonelik analizler Bolim 4.6.8’de agiklandigi
sekilde gergeklestirilmistir. ik yontem, kollajen tip I ¢dzeltisinin farkli oranlarda kitosan
¢ozeltisine ilave edilerek elde edilen siispansiyonun dondurularak kurutulmasi ve ardindan
capraz baglama islemlerinin uygulanmasimi igermektedir (62). Kollajen tip I’in yapiya
katilmasiyla ilgili olarak yiiriitilen diger c¢alismalarda, capraz bagli chi/nHA doku
iskelelerinin hazirlanmasmin ardindan kollajen tip I ¢6zeltisine daldirilarak kaplama yolu
ile yapiya kollajen ilave edilmesine yonelik ¢aligmalar yiiriitilmiistiir. Calismada capraz
baglayici ajan olarak kullanilan TPP, NHS/EDAC ve glioksal kitosanin capraz

baglanmasinda literatiirde yaygin olarak yer alan ajanlardir (62,85).

Karakterizasyon caligsmalar1 farkli ¢apraz baglayicilar ile hazirlanan ve farkl kollajen tip I

miktarlar1 iceren doku iskeleleri ile yiirtitilmiistiir.
5.1.1. FTIR ILE KIMYASAL YAPI ANALIZi

Tez ¢alismasi kapsaminda, subkondral kemik fazi olarak hazirlanan yapilara ait FTIR-ATR

spektrumlar1 Sekil 5.1’de sunulmustur.
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Sekil 5.1. Kemik faz bilesimlerine ait FTIR-ATR spektrumlari, @) Chi/nHA doku iskeleleri
(capraz baglanmamuis yap1), chi/nHA-kf (TPP capraz bagli yap1), chi/nHA-kf (kollajen
kapli TPP capraz baglh yap1), (glioksal ¢apraz bagh yapi). b) Chi80/Coll20/nHA doku
iskeleleri (¢apraz baglanmamis yapi1), (NHS/EDAC c¢apraz bagh yapi), (glioksal ¢apraz
bagli yapi). ¢) Chi50/Coll50/nHA doku iskeleleri (¢apraz baglanmamis yap1), (NHS/EDAC

capraz bagh yapi),(glioksal capraz bagli) doku iskelelerinin kimyasal yapilarini
gostermektedir.

FTIR-ATR analizinden elde edilen sonuglar kimyasal bilesimde kitosan, kollajen ve nHA
yapilara ait tiim karakteristik piklerin var oldugunu gostermektedir. Pikler detayli olarak
analiz edilmis ve karakteristik gruplar ve bagli olduklar1 dalga sayilar1 Cizelge 5.1 ve

Cizelge 5.2°de tliim gruplar i¢in degerlendirilmistir.
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Cizelge 5.1. Kollajen tip I icermeyen chi/nHA doku
spektrumundan elde edilen pikler ve agiklamalari.

iskelelerine ait FTIR-ATR

Ornekler IR absorpsiyon bantlar Aciklama
(cm™)
3279,61 N-H gerilme band1
2879,69 C-H gerilmesi
1637,77 ve 1551,11 C=0 gerilmesi
1375,75 CH; deformasyonu, C-H
Chi/nHA-kf gerilmesi
955,1086, 1029 PO, "den gelen P-O vibrasyonu
635 (O-H) gerilmesi
1028 -(C-0-C) simetrik ve asimetrik
gerilmesi
3279,80 N-H gerilme band1
2880,02 C-H gerilmesi
1641,30 ve 1552,49 C=0 gerilmesi
2824,69 C-H gerilmesi (H-C=0) i¢in
955,1086, 1029,17 PO, 'den gelen P-O vibrasyonu
TPP-Chi/nHA-kf 1029,17 -(C-O-C) simetrik ve asimetrik
gerilmesi
635 (O-H) gerilmesi
1375,89 CH; deformasyonu, C-H
gerilmesi
3258 N-H gerilme band1
2919,32 C-H gerilmesi
1645,72 ve 1540 C=0 gerilmesi
NHS/EDAC-Chi/nHA- 1378,53 CH; deformasyonu, C-H
kf gerilmesi
955,1086, 1028,90 PO, 'den gelen P-O vibrasyonu
1028,90 -(C-0-C) simetrik ve asimetrik
gerilmesi
635 (O-H) gerilmesi
1377,53 CH; deformasyonu, C-H
gerilmesi
3277 N-H gerilme band1
2878,32 C-H gerilmesi
Glioksal-Chi/nHA-kf 1641,78, 1554,13 C=0 gerilmesi
1376,61 CH; deformasyonu, C-H
gerilmesi

955,1086, 1029,17
1028,90

PO, 'den gelen P-O vibrasyonu
-(C-0-C) simetrik ve asimetrik
gerilmesi
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Cizelge 5.2. Kollajen tip I igeren gapraz baglanmamis chi/nHA doku iskelelerine ait FTIR-
ATR spektrumundan elde edilen pikler ve agiklamalart.

Ornekler IR absorpsiyon bantlar1 (Cm'l) Agiklama
3273 N-H gerilme band1
2880 C-H gerilmesi
1644 C=0 gerilmesi (amid |
bandi)
Chi80/Coll20/nHA
1548 NH, deformasyonu (amid
IT bandi)
1375 CH; deformasyonu, C-H
gerilmesi
1026 PO,™® ‘'den gelen P-O
vibrasyonu
3283 N-H gerilme bandi
1647 C=0 gerilmesi (amid |
band1)
Chi50/Coll50/nHA
1547 NH, deformasyonu (amid
II band1)
955,1086, 1026 P0,”® ‘den gelen P-O
vibrasyonu

Kitosan ve Kollajen iceren doku iskeleleri benzer piklere sahip oldugundan c¢apraz

baglanma sonuglar1 da kitosan doku iskelelerine benzer olarak bulunmustur.
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Cizelge 5.1 ve 5.2 degerlendirildiginde, kitosan ve hidroksiapatite ait tiim karakteristik
piklerin yapida oldugu goriilmektedir. Kollajen ve kitosan kimyasal yap1 olarak benzer
gruplara sahip olduklarmdan karakteristik pikleri de ayn1 dalga sayilarinda gézlenmektedir.
Bununla birlikte, capraz baglama islemlerinden sonra piklerin dalga sayilarinda

gozlemlenen kaymalar disinda, belirgin farkliliklar goriilmemektedir.

5.1.2. SUBKONDRAL KEMIK FAZINA AIT MORFOLOJIK ANALIiZLER

Subkondral kemik fazina ait doku iskelelerinin gézenekli yapiya ve bu gozeneklerin igsel
baglantilara sahip oldugu Bolim 4.6.2°’de agiklanan sekilde gergeklestirilen Taramali
elektron mikroskobu (SEM) analizi ile saptanmistir. SEM analizinden elde edilen
goriintiiler ve EDAX analizinden elde edilen elemental analiz veriler Sekil 5.2-5.11°de

farkl gruplardaki doku iskeleleri icin verilmistir.

chi/nHA-kf (a)

ChiS0/CollS0/nHA (c)

Sekil 5.2. Capraz baglanmamig (a) chi/nHA-kf, (b) chi80/coll20/nHA ve (c)
chi50/coll50/nHA doku iskelelerine ait SEM goriintiileri (100X, 200X ve 500X) ve EDAX
verileri.
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Capraz bag icermeyen chi/nHA-KT, chi80/coll20/nHA ve chi50/coll50/nHA doku iskelelerinin

SEM goriintiilerinden elde edilen sonuglar, tiim gruplarda gozenekli ve igsel baglantili

yapilarin elde edildigini géstermektedir. Yapilara ilave edilen %1 (w/v) oraninda nHA

partikiillerin, tiim doku iskeleleri igerisinde homojen olarak dagildig1 goériilmistir. SEM

analizinden elde edilen ortalama gézenek cap1 degerleri, chi/nHA-kf, chi80/coll20/nHA ve
chi50/coll50/nHA doku iskeleleri i¢in sirasiyla, 115,38£39 pm, 204,41+41 um ve

100,64+40 um olarak saptanmustir.

chi/nHA-kf ve kitosan/kollajen tip I/nHA doku iskelelerinin NHS/EDAC ile ¢apraz

baglanmasindan sonra elde edilen doku iskelelerine ait SEM goriintiileri Sekil 5.3-5.6’da

verilmistir.

NHS/EDAC-ChifnHA-KT

(a)

NHS/EDAC-Chi80/Coll20/nHA

(b)

NHS/EDAC-ChiS0/Coli50/nHA

Sekil 5.3. NHS/EDAC ile ¢apraz baglama sonrasinda (a) NHS/EDAC-chi/nHA-kf, (b)
NHS/EDAC-chi80/coll20/nHA ve (c) NHS/EDAC-chi50/coll50/nHA doku iskelelerine ait

SEM goriintiileri (100X, 200X ve 500X) ve EDAX verileri.
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SEM analizinden elde edilen sonuglar, NHS/EDAC ile ¢apraz baglama sonrasinda doku
iskelelerinin gozenekliligini koruduklarmi gostermektedir. Gozenek c¢apt degerleri,
NHS/EDAC-chi/nHA-kf, NHS/EDAC-chi80/coll20/nHA ve NHS/EDAC-
chi50/coll50/nHA doku iskeleleri i¢in sirastyla, 153,98+58 um, 64,0318 um ve 83,02+15
um olarak 6l¢tilmistiir. NHS/EDAC ile ¢apraz baglama sonrasinda chi80/coll20/nHA ve
chi50/coll50/nHA doku iskelelerinin ortalama gézenek caplarinda azalma oldugu sonucuna

varilmstir.

Glioksal ile ¢apraz baglama islemi sonrasinda, SEM analizinden elde edilen sonuglar Sekil
5.4-5.6°da verilmistir. Tiim gruplarda capraz baglama islemi sonrasinda gézenek yapisinin
korundugu, nHA partikiillerin yap1 igerisinde homojen olarak dagildigi gézlemlenmistir.
SEM analizinden elde edilen ortalama gozenek capt degerleri, glioksal-chi/nHA-KT,
glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal/chi50/coll50/nHA doku iskeleleri igin sirasiyla,
228,53134 pm, 217,36+42 pm ve 209,51+30 um olarak belirlenmistir. Glioksal ile ¢apraz
baglamanin ardindan, NHS/EDAC c¢apraz baglayict ajanlarinin kullanildigi durumun

aksine gozenek capinda azalmaya neden olmamuistir.
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Glioksal-ChifnHA (a) Glioksal-ChiBo/Coll20/nHA (b)

Glioksal-Chi50/Coll50/nHA ( c)

Sekil 5.4. Glioksal ile ¢apraz baglama sonrasinda sonrasinda (a) glioksal-chi/nHA-kf, (b)
glioksal-chi80/coll20/nHA ve (c) glioksal-chi50/coll50/nHA doku iskelelerine ait SEM
goriintiileri (100X, 200X ve 500X) ve EDAX verileri.

Capraz baglayici ajan olarak TPP kullanildigi durumda elde edilen SEM goriintiileri Sekil
5.5’de verilmistir. Kollajen tip I ile kaplama sonrasinda ise elde edilen goriintiiler Sekil
5.5’de verilmigtir. TPP ile ¢apraz baglama sonrasinda ortalama gézenek c¢ap1 74,83+20 um
degerine gelirken, kollajen tip I kaplama sonrasinda ise gozenek g¢ap1 142,56+32 um

degerine yiikselmistir.
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TPP-chi/nHA-kf (a)

Sekil 5.5. TPP ile ¢apraz baglama sonrasinda (a) TPP-chi/nHA-kf, (b) TPP ile ¢apraz
baglama ve ardindan kollajen tip I ile kaplanmis (TPP-chi/nHA-kf+Coll) doku iskelelerine
ait SEM goriintiileri (100X, 200X ve 500X) ve EDAX verileri.

EDAX analizi sonucunda elde edilen elemental analiz sonuglarinin ortalama degerleri
Cizelge 5.3’de verilmistir. Tiim sonuglarda ilave edilen %]1°lik (w/v) nHA kaynakli

kalsiyum (Ca) ve fosfat (P) elementleri tiim iskelelerde saptanmustir.
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Cizelge 5.3. Kemik fazina ait doku iskelelerinin EDAX ile elemental analiz sonuglar1

Ornekler Elementler
C o] Ca P N
chi/nHA-kf+Coll 40,4+1,21 26,65+3,3 18,4742,65  8,29+2.26 -
TPP-chilnHA-kf  35,74+0,049  23,18+4,12  22,89+2,52  9,92+0,46 -
TPP-chi/nHA- 50,7 42,78+15 16,75+8,2 10,68+7,52 -
kf+Coll
NHS/EDAC- 43+1,41 27,85+1,98 13,28+0,38 4,96+0,21 8,81+0,63
chi/nHA-kf
NHS/EDAC- 49,3542 .4 29,51+1,95 11,22+0,73 4,760,028 7,32+0,03
chi/nHA-kf+Coll
Glioksal-Chi/nHA 40,89+2,63 34,42+2.,09 10,75+0,7 8,78+0,04 6,09
(koll kapli)
NHS/EDAC- 20,82+10,5 24,02+9,85 21,65+11,9 15,55+5.4 4,22+1,29
Chig80/Coll20/nHA
Glioksal- 49,76+4,75 34,985+1,83 8,43+1,85 3,86+0,54 591
Chi80/Coll20/nHA
Chi50/ColI50/nHA 15+1,48 29,52+3,93 29,72+2,33 14,03+1,48 3,36+0,24
NHS/EDAC- 27,80+7,99 20,27+11,39 25,29+16 11,52+2,84 4,72+1,35
Chi50/Coll50/nHA
Glioksal- 47,17+3,49 34,85+1,80 10,63+1,61 4,50+0,31 5,67

Chi50/Coll50/nHA
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5.1.3. MEKANIK TESTLER

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen ve osteokondral doku iinitesinin subkondral kemik
fazin1 olusturacak gozenekli doku iskelelerinin mekanik dayanimlari basma testleri ile
incelenmis ve testlerden elde edilen gerilim-gerinim egrileri Sekil 5.6-5.10’da verilmistir.
Sekil 5.6’da verilen egriler bilesiminde kollajen tip I bulunmayan kitosan/nanohidroksiaptit
doku iskelelerine (Chi/nHA-kf) aittir. Farkli ¢apraz baglayici ajanlarin mekanik dayanim
iizerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla gerilim-gerinim egrilerinden elastik modiil
degerleri hesaplanmistir. Capraz baglayict ajanlarin kullanilmasi genel olarak tiim doku
iskelesi gruplarinda elastik modiil degerlerinin yiikselmesine ve mekanik dayanimin
artmasina neden olmustur. En yiiksek mekanik dayanim glioksal ¢apraz bagli Chi/nHA
doku iskelelerinde elde edilmis olmasina karsm, yapmin kirilganliginda 6nemli bir artis
meydana geldigi ve manipiilasyon sirasinda doku iskelesinin yapisindan kopmalar olustugu
gozlenmistir. TPP ile fiziksel ¢apraz baglanma sonucunda yapmin mekanik dayaniminda

~%70 oraninda bir artis saglanirken, NHS/EDAC ile ~%50 oraninda bir artis meydana

gelmistir.
150 A - Chi/nHA(E=8,59%1,89)
~— TPP-Chi/nHA (E=14,55%1,06)
- NHS/EDAC-Chi/nHA (E=13,1£2,26)
Glioksal-Chi/nHA (E=92%15)
— 100 -
)
[~
=
~ 50 4
0 -

Gerinim (%)

Sekil 5.6. chi/nHA-kf, TPP-chi/nHA-kf, NHS/EDAC-chi/nHA-kf ve glioksal-chi/nHA-kf
doku iskelelerine ait gerilim-gerinim egrileri.
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Kitosan ve nanohidroksiapatit iceren yapilara kollajen tip I katilmasiyla sentezlenen doku
iskelelerine ait gerilim-gerinim egrileri Sekil 5.7-5.8’de sunulmustur. Kollajen tip I igeren
doku iskelelerinin ¢apraz baglanmasinda sadece NHS/EDAC ve glioksal yapilarina yer
verilmistir. Kitosan/kollajen tip I oran1 80:20 (w/w) olarak belirlendiginde, sentezlenen
yapilara ait gerilim-gerinim egrileri Sekil 5.7°de goriilmektedir. Chi80/coll20/nHA doku
iskelelerinin mekanik dayanimi NHS/EDAC ile ¢apraz baglanma sonrasi ~%70 artis

gosterirken, glioksal ile capraz baglama sonrasinda bu artis ~% 1240 olarak hesaplanmustir.

80
—— CHIB0/COII20/nHA (E=3,21%,82) |
~—— NHS/EDAC-CHI80/COII20/nHA (E=5,43%0,73) ‘
- Glioksal-CHI80/CON20/nHA (E=42,9524,31)
=
s
<
— 404
=
D
QS
0 4
L 1 1 1 1

Gerinim (%)

Sekil 5.7. chi80/coll20/nHA, NHS/EDAC-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi80/coll20/nHA
doku iskelelerine ait gerilim-gerinim egrileri.

Kitosan/kollajen orani 50:50 oldugunda, mekanik dayanimdaki artis yine ayni yonde olmus
ve glioksal capraz bagh yapilarda daha yiiksek elastik modiil degerleri elde edilmistir
(Sekil 5.8).
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—— CHI50/COII50/nHA E=6,095+0,82 |
~—— NHS/EDAC_CHI50/COII50/nHA | E=6,88+1,94 /
50 4 ~—— Glioksal_CHI50/COII50/nHA £=34,6513,32

25 -

Gerilim (kPa)

o 2 40 60 80
Gerinim (%)

Sekil 5.8. chi50/coll50/nHA, NHS/EDAC-chi50/coll50/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA
doku iskelelerine ait gerilim-gerinim egrileri.

Kollajen tip I iceren doku iskelelerinin, kollajen ¢6zeltisinde kaplanmasi ile hazirlandigi
calismalarda ise, glioksal ¢apraz bagli Chi/nHA doku iskeleleri kirilgan yapilar1 nedeniyle
kullanilamamigtir. NHS/EDAC ile ¢agraz baglanarak mekanik dayanimi arttirilan Chi/nHA
doku iskeleleri, kollajen tip I ile kaplandiginda ise, makroskopik yapmnm bozuldugu,
sekilsel biitiinliiglin kayboldugu gorilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda, kaplama islemi
TPP capraz bagh yapilar ile yiirtitilmiistiir. Kollajen I kapli TPP ¢apraz bagli Chi/nHA

doku iskelesine ait gerilim gerinim egrisi Sekil 5.9’da sunulmustur.
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Sekil 5.9. TPP-chi/nHA-kf+Coll doku iskelelerine ait gerilim-gerinim egrileri.

Kaplama iglemi sonrasmda basma modiil degerinde % 10’luk bir azalma oldugu (E:14.55
degerinden E: 13.10 degerine diigsmiistiir), mekanik ozelliklerin 6nemli 6l¢lide degismedigi

sonucuna varilmistir.

Kemik faz olarak kullanilmasi planlanan doku iskelelerinin basma modiil degerleri Sekil

5.10°da toplu olarak verilmistir.
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Sekil 5.10. Kemik faz olarak kullanilmasi planlanan doku iskelelerinin basma testi
sonucunda elde edilen basma modiil (E, kPA) degerleri.

Subkondral kemik fazda kullanilmasi planlanan yapilarin mekanik dayanim analizleri
degerlendirildiginde, capraz baglama isleminin genel olarak tiim yapilarin mekanik
dayanimini arttirdigi, yapiya kollajen I eklenmesi ile mekanik dayanimda azalma meydana
geldigi sonuglar1 ortaya ¢cikmaktadir. Capraz baglayici ajanlar arasinda, glioksal en yiiksek

mekanik dayanimi kazandirmaistir.
5.1.4. SUTUTMA KAPASITESININ BELIRLENMESI

Tez galismas1 kapsaminda sentezlenen kemik fazina ait doku iskelelerinin sisme orani ile
su tutma kapasitesi degerleri saptanmis ve bu degerler Sekil 5.11°de verilmistir. En yiiksek
sisme orant glioksal ¢apraz bagli Chi80/Coll20/nHA bilesimindeki doku iskelelerinde elde
edilirken, en diisiik sisme orant TPP ¢apraz bagl yapilarda gozlenmistir. SEM analizinden
elde edilen gozenek cap degerleri de diisiiniildiigiinde, en diisiik sisme oraninin gézenek
capt en diisik TPP ¢apraz baglh yapilarda elde edilmesi beklenen bir sonu¢ olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 5.11. Kemik faz doku iskelelerine ait %sisme orani ve %su tutma kapasitesi

degerleri.

5.1.5. KOLLAJEN SALIMI

Kemik fazi olusturacak doku iskelelerinden kollajen tip I salimini incelemek amaciyla

Bradford analizi modifiye edilerek uygulanmistir. Deneylerde yanlizca glioksal capraz

bagli yapilar kullanilmistir (Cizelge 5.4). NHS/EDAC c¢apraz bagh yapilar mekanik

dayanimlar1 diisiik oldugundan deneylere dahil edilmemistir.

Cizelge 5.4. Kitosan/kollajen tip I/nHA doku iskelelerinden kollajen salimi (n=4).

Kollajen salim (%0)

Ornekler

t=1 glin t=7 glin t=14 giin t=21 giin t=28 gilin

Glioksal-
Chi80/Coll20/nHA

Glioksal-
Chi50/Coll50/nHA

6,31£2,78 22,3149,68 33,20+9,81

3,01+0.8 12,66+8,35 28,85+6,93 39,20+3,40 50,40+7,30
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Kitosan:kollajen tip I oranimin 50:50 olarak belirlendigi durumda, yapidan salinan kollajen
miktar1 %50 degerlerine ulasmistir. Kollajen kaplanmig ve TPP ile ¢apraz baglanmis olan
Chi/nHA doku iskelesinden 21.giinde saliman kollajen miktar1 529+44 pg olarak

bulunmustur. En yiiksek salim ilk hafta sonrasinda gézlenmistir (Cizelge 5.5).

Cizelge 5.5. TPP-chi /nHA+Coll doku iskelelerinden kollajen salimi (n=4).

Ornekler (ng) t=1 giin t=7 giin t=14 giin t=21 giin

TPP-chi /nHA+Coll 102,22+11,78  450,33+51 497452 529+44

5.1.6. MIiKRO-CT ANALIZi

Kemik fazina ait 6rneklerin birim hacminde bulunan toplam gézeneklilik, agik gbzenek
yiizdesi ve igsel baglantiliik degerleri mikro-CT (u-CT) kullanilarak belirlenmistir.
Subkondral kemik fazi ig¢in hazirlanan chi-nHA-kf, TPP-chi/nHA-kf+Coll ve farkli
oranlarda kollajen tip I i¢ceren kitosan/nHA doku iskelesi 6rnekleri (chi80/coll20/nHA ve
chi50/coll50/nHA-Kkf) glioksal ile c¢apraz baglama ardindan mikro-CT (u-CT) ile

incelenmistir. Mikro-CT analizinden elde edilen veriler Cizelge 5.6’da sunulmustur.
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Cizelge 5.6. Subkondral kemik fazi1 6rneklerinin mikro-CT analizinden elde edilen veriler.
chi/nHA-kf, TPP-chi/nHA-kf, glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA-kf

doku iskeleleri glioksal ile ¢capraz baglanmis olan yapilardir.

Kemik fazi1 doku iskeleleri

Chi/nHA-kf

Glioksal-

Glioksal-

TPP-

chi80/coll20/nHA chi50/coll50/nHA chi/nHA+Coll

Ozellikler

Doku iskelesi
hacmi (mm3)
Kapal1 gozenek
sayisi

Acik
gozeneklilik
(%)

Kapali
gozeneklilik
(%)

Toplam
gbzeneklilik
(%)

I¢sel baglant1

325,84

223764

60

1,91

60,11

631235

372,44

27512

58,10

0,15

58,16

690065

308,36

136006

68,82

1,36

69,24

693694

91,25

21368

88,95

1,005

89,06

114258

chi-nHA-kf, chi80/coll20/nHA, chi50/coll50/nHA-kf ve TPP-chi/nHA-kf+Coll doku
iskelelerine ait toplam gozeneklilik yiizdesi sirasiyla 60,11, 58,16, 69,24 ve 89,06, olarak

bulunmustur.
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5.2. SUBKONDRAL KEMIK FAZA AIT HUCRE KULTURU
CALISMALARINDAN ELDE EDIiLEN SONUCLAR

5.2.1. PRESTOBLUE iLE UREME ANALIZi

MC3T3-E1 preosteoblast hiicrelerin chi/nHA-kf (kontrol), glioksal-chi80/coll20/nHA ve
glioksal-chi50/Coll50/nHA iskeleler {izerindeki tiireme davranist ve mitokondriyal
aktiviteleri kiiltiiriin belirli giinlerinde Presto Blue analizi ile tayin edilmis ve zamana baglh
olarak elde edilen optik yogunluk degerleri Sekil 5.12°de verilmistir. Hiicreler 21 giin
boyunca tliremelerini siirdiirmiiglerdir. Kollajen igeren doku iskeleleri iizerinde iireyen
hiicrelerden elde edilen optik yogunluk degerleri, kiiltiirtin 5.giinlinden itibaren kontrol
grubu olan Chi/nHA doku iskelelerine gére daha yiiksektir (p<0,001). 21. giin sonunda
hiicre iiremesinin en yiiksek oldugu doku iskelelesi grubu Chi50/Coll50/nHA olarak
bulunmustur  (p<0,001). Kollajenin  MC3T3-E1  hiicre  iremesini  arttirdigi,
Chi80/Coll20/nHA ve Chi50/Coll50/nHA gruplarinda hiicre yogunlugunun kontrol

grubuna gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.

ok ok

% Chi/nHA-kf

& Glioksal-Chu80/Coll20/mHA

£ Glioksal-Chu50/Coll50/mHA

Absorbans (370 nm)

0.5

Zaman (giin)

Sekil 5.12. Chi/nHA, Chi80/Coll20/nHA ve Chi50/Coll50/nHA doku iskeleleri tizerinde
¢ogalan MC3T3-El hiicrelerine ait Presto-Blue grafigi (Istatistiksel olarak anlaml
farklilik, n=3, kontrol grubu Chi/nHA iken *p<0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001).
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5.2.2. DNA ANALIZi

Doku iskeleleri iizerinde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin DNA miktar tayini PicoGreen ile
analiz edilmistir. Sekil 5.13'de gosterildigi gibi, 7., 14. ve 21. ginler iskeleler
karsilastirildiginda DNA miktar 6nemli 6l¢iide artan giinlerle beraber artmistir (p <0.05).
Doku iskeleleri lizerinde iireyen hiicrelerdeki DNA miktarinda 14.giinde kontrol grubu
chi/nHA-kf ile chi50/coll50/nHA-Kf arasinda anlamli fark gozlenirken (p <0.05), 21.giinde
hem chi80/Coll20/nHA(p <0.05) hem de chi50/Coll50/nHA (p<0.01) gruplarinda anlaml

istatistiksel fark gozlenmistir.

k)
7000
N Chi/nHA-kf % ok
6000 # Glioksal-Chi80/Coll20nHA p
5000 i Glioksal-Chi50/Coll50/mHA
i‘ 4000
z
23000 N
B N\
2000
1000
0 NN

Zaman (gilin)

Sekil 5.13. chi/nHA-kf, glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku
iskeleleri iizerinde ¢ogalan MC3T3-El hiicrelerine ait DNA miktar tayini (Istatistiksel
olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu Chi/nHA iken *p<0,05, **p<0,01).

5.2.3. ALKALEN FOSFATAZ (ALP) AKTIVITESI

MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleri ile yiiriitiilen hiicre kiiltiiriinde 7., 14. ve 21. giinlerde
chi/nHA-kf, glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku iskeleleri
tizerinde iireyen hiicreler ile yapilan analiz sonucu elde edilen ALP aktivitesi grafigi Sekil
5.14’de verilmistir. Kiiltiiriin 7.glinlinde ALP aktivitesi acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Kiiltiirin 14.gilinlinde ise kollajen igeren
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Chi80/Coll20/nHA ve Chi50/Coll50/nHA doku iskelelerinde kontrol grubu olan chi/nHA
grubuna gore daha yiiksek ALP aktivitesi bulunmustur (p<0.05). Kiiltiiriin 21.giiniinde ise
14.gline oranla ALP degerleri diismiistiir (p<0.01). Bu da osteojenik farklilagsmanin en
yiiksek oldugu giiniin kiiltiiriin 14.giinlinde oldugunu gostermektedir. Chi/nHA-kf doku
iskelelerinde 7.giinden 14.gline gelindiginde ALP diisiisii istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.  Sonu¢ olarak, kollajen iceren doku iskelelerinin erken osteoblastik
farklilagma belirteci olan ALP aktivite artigin1 destekledigi ve en yliksek ALP degerlerinin
14.gtinde chi50/coll50/nHA doku iskelelerinden elde edildigi saptanmustir.

40 .
B Chi/nHA-kf

£ Chi80/Coll20/mHA

2 Chi50/Coll50/mHA

10

ALP aktivitesi (nmol/min/pg DNA)
9
S

7 14 21
Zaman (giin)

Sekil 5.14. Chi/nHA-kf, glioksal-chi80/Coll20/nHA ve chi50/Coll50/nHA doku iskeleleri
lizerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait ALP aktivitesi grafigi (Istatistiksel olarak
anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu Chi/nHA iken *p<0,05, **p< 0,01).

5.2.4. MINERALIZASYON
Kemik hiicrelerinin mineralizasyon fazina gegtigini ve mineralize hiicre dis1 matriksin
(ECM) iretildigini gosteren kemik farklilagmasmin belirtecidir. Kiiltlirtin 14. ve 21.

giinlerinde iskelelerdeki hiicreler, mineralizasyonu incelemek igin mineralize ECM'de

Ca*?e baglanabilen ARS ile muamele edilmistir. Hiicre ekilmemis iskeleler kontrol olarak
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kullanilmigtir. Kantitatif hiicre mineralizasyonu, kalsiyum agisindan zengin mineral
kalmtilarin1 degerlendirmek igin %10 setilpiridinyum kloriir (CPC) ile ARS desorbe
edilerek yapilmistir (Sekil 5.15). Kollajen igeren iskelelerde biriken minerallerdeki toplam
kalsiyum igerigi Chi/nHA iskelesine gore dnemli Ol¢iide daha yiiksek bulunmus ve gecen
stireyle minerallesmede Onemli bir artiy gozlenmistir (p<0.001). Aynmi egilim ALP

aktivitesi ile kantitatif hiicre minerallesmesinde de gozlenmistir.

15 K kK
]
@ Chi/mHA-kf % %k %k
8 Glioksal-Chu80/Coll20/nHA |
1
i Glioksal-Chi50/Coll50/nHA
o
&
(&)
o
0.5
0

Hiicre - 14 .giin Hilcre + 21.giin Hiicre +

Zaman (giin)

Sekil 5.15. Chi/nHA-kf, glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku
iskeleleri iizerinde gogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait mineralizasyon grafigi (Istatistiksel
olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu Chi/nHA iken ***p<0,001).

5.2.5. SEM iLE HUCRE MORFOLOJIiSi ANALIZi

MC3T3-E1 hiicrelerin doku iskeleleri tizerindeki morfolojileri SEM analizleri ile tayin
edilmistir. Kiiltiiriin 7. gilinline ait SEM goriintiileri Sekil 5.16-21’de sunulmustur.
Hiicrelerin iskelelere tutunduklari, yayildiklar1 ve i¢sel baglantili gdzeneklere dogru goc

ettikleri agikga goriilmektedir.
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Sekil 5.16. chi/nHA-kf iizerinde ¢ogalan MC3T3-El hiicrelerine ait SEM (1000 X)
goriintiileri: 7. giin.

7.Giin Chig0/Coll20/nHA

-

Sekil 5.17. Glioksal-chi80/Coll20/nHA iizerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait SEM
(1000 X ve 2500 X) goriintiileri: 7.giin.
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7.Giin Chi50/Coll50/nHA

Sekil 5.18. Glioksal-chi50/Coll50/nHA {izerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait SEM
(500 X ve 2500 X) gortintiileri: 14.giin.

14.Gun Chi/nHA

N ¢ o =
N . o~

Sekil 5.19. chi/nHA-kf lizerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait SEM (1000 X ve 2500
X) goriintiileri: 14.giin.
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14.Giin Chi80/Coll20/nHA
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47 18

Sekil 5.20. Glioksal-chi80/coll20/nHA tizerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait SEM
(1000 X ve 2500 X) goriintiileri: 14.gln.

Sekil 5.21. Glioksal-chi50/Coll50/nHA-kf iizerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait
SEM (2500 X ve 5000 X) goriintiileri: 14.giin.
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5.2.6. HISTOLOJIK ANALIZ

MC3T3-E1 hiicrelerin chi/nHA-kf, chi80/coll20/nHA ve chi50/coll50/nHA  doku
iskelerindeki dagilimmi saptamak amaciyla H&E boyama gergeklestirilmis ve Sekil
5.22’de 28. gin H&E boyamasma ait goriintiler sunulmustur. Kemik matris
mineralizasyonunu saptamak amaciyla, histolojik kesitler alinmig ve Alizarin red ile
boyamalar gergeklestirilmistir. Sekil 5.22°de goriilen goriintiilerde hiicrelerin tirettigi
mineraller doku iskelesinin baz1 bolgelerinde daha belirgindir. Bu da hiicreler tarafindan

doku iskelelerindeki minerilizasyonu gostermektedir.
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Sekil 5.22. MC3T3-£1 hiicrelerin chi/nHA-kf, glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-
chi50/coll50/nHA doku iskelelerindeki 28. giin H&E boyamasi goriintiileri.

5.2.7. QRT-PCR

MC3T3-E1 hiicrelerinin doku iskelelerindeki (chi/nHA-kf, glioksal-chi80/coll20/nHA ve
glioksal-chi50/coll50/nHA)  osteojenik farklilagmas1 kemige o6zgii 4 farkli genin,
osteokalsin (Ocn) osteopontin (Opn), Runx2 ve Col I, kiiltiriin 14.giiniinde ifade
seviyeleri incelenmistir. Doku iskelelerinden chi/nHA-kf kontrol grubu olarak belirlenmis
ve HPRT genine gore normalize edilmistir. Sekil 5.23’de, MC3T3-E1 hiicreleri kiiltiiriin

14. giinde tim kemige 6zgii genlerde doku iskelerinin kollajen igeriginin artmasi ile
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birlikte genlerin ekpresyon seviyelerinde kontrol grubuna (chi/nHA-kf ) kiyasla anlamli

olarak artis gostermistir (p<0.001).

16 -
chimHA-kf

—
F=N
T

& Glioksal-Chi80/coll20/mHA * %k

m Glioksal-Chi50/coll50/nHA

—
ra
T

—
=

co

Bagil gen ekspresyonu

Sekil 5.23. Kiiltiiriin 14. giiniinde elde edilen doku iskelelerine (chi/nHA-kf, glioksal-
chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA) ait Ocn, Opn, RunX2 ve Col | gen

ekspresyon seviyelerini gosteren RT-PCR analizi sonuglari. Kontrol grubu chi/nHA-kf
iken istatistiksel farklar; *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001).

5.3. KALSIFIiYE KIKIRDAK (GECIS BOLGESI) FAZI ILE
GERCEKLESTIRILEN HUCRE KULTUR CALISMALARINDAN ELDE EDILEN
SONUCLAR

Osteokondral doku {initesinin kalsifiye kikirdak fazinin biyomimetik bilesenleri goz
oniinde bulundurularak fazi olusturacak farkli bilesimlerde kollajen tip II igeren
kitosan/kollajen tip 11/nHA jellerin hazirlanmasi amaciyla Bolim 4.4’de agiklanan termal
jellesme yontemi kullanilmustir. Kollajen tip II igermeyen jeller (chi/nHA) kontrol grubu
olarak secilmistir. Farkli kollajen tip IT miktarlarmin (w/w) hazirlanan jellerin kimyasal
yapisi, morfolojik yapisi, reolojik 6zellikleri, mekanik dayanimi ve sigme davranigina olan

etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar asagida aciklanmistir. Kalsifiye kikirdak fazinin
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bilesiminin belirlenmesine yonelik yiiriitiilen c¢aligmalarda; kitosan/kollajen tip 1I
bilesimleri (100:0, 70:30, 50:50 ve 30:70, w/w) olarak belirlenmis, nHA orani %0,5 (w/v)

degerinde sabit tutulmustur.

Caligmalarda oncelikle, farkli kitosan derisimlerinde termal jellesme deneyleri
gerceklestirilmis ve jellesme siireleri belirlenmistir. Jellesme sartlar1 ve sonuglari, Cizelge
5.7°de sunulmustur.

Cizelge 5.7. Kitosan ¢ozeltisine ait hizli jellesme parametrelerinin bulunmasma yonelik
gergeklestirilen deneyler.

Kitosan ¢ozeltisi B- GP NaOH pH Aciklama
hacmi ve derisimi (v,M)
2ml (%1.5 wiv) 0.3169 (susuz) 15 puL 7.25 20 dk sonrasnda hareketli
ve 0.5 mL su 10 M
4ml (%1.5 wiv) 0.630 g (kat1) 125 uL 7.22 40 dak. jel
2M
2ml (%2 wiv) 0.316g 120 uL 2M  7.55 Aninda Jellesme
2ml (%2 wiv) 0.316¢9 100 uL2M  7.31 20 dak. az hareketli
2ml (%2 wiv) 0.316¢9 g0 uL 2M 7,18 20 dak. hareketli
2ml (%2 wiv) 0.3169 (susuz) 100 uL 2M 7.18 20 dak. yumusak jel
ve 0.5 mL su
2ml (%2 wiv) 0.3169 100 uL 2M  6.98 20 dak. yumusak jel
2ml (%2.5 wiv) 0.316gve 0.5 110uL2M 7.30 15 dak. jel
mL su
2ml (%2.5 w/iv) 0.316gve 0.5 20puL 10M 7.15 18 dak. jel
mL su

Jelin olusumu ve jellesme siiresi, ¢ozeltinin sivi halindeki seffafliktan beyaz/griye
doniistiigli zamana gore belirlenmistir. Gergeklestirilen deneyler sonucunda en kisa
jellesme siiresinin elde edildigi kitosan hacmi ve derisimi, kollajen igeren jellerin
hazirlanmasinda bu kitosan derisimi kullanilmistir. Buna gore, chi/ coll 1I/ nHA

bilesimindeki jellerin hazirlanmasinda kullanilan karigimlar Cizelge 5.8’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 5.8. Farkli oranlardaki chi/ col 11 / nHA jel 6rneklerinin hazirlanmasinda kullanilan
karigimlarin bilegimi.

chi:coll 11 Toplam B-GP genipin NaOH nHA

(wiw) hacim
(L) (uL) (nL) (mg)

(L)

100:0 1308 250 48 10 6.54
70:30 1184 224 43 25 5.92
50:50 1215 227 45 37 6.20
30:70 1204 224 43 45 6.18

5.3.1. FTIR-ATR iLE KALSIFiYE KIKIRDAK FAZINA AiR KiMYASAL YAPI
ANALIZI

Calisma kapsaminda kalsifiye kikirdak yapisi i¢in hazirlanan jellere ait FTIR-ATR
spektrumlar1 Sekil 5.24’de sunulmustur. Spektrumlardan elde edilen veriler Cizelge 5.9°da
ayrintili olarak verilmistir. Kalsifiye kikirdak fazi i¢in hazirlanan jellerin kimyasal yapilar1
FTIR-ATR ile analiz edildiginde, yapida bulunan tiim karakteristik piklerin varlig1 tespit
edilmistir. Bununla birlikte, kitosan ve kollajen tip II yapisinda bulunan karakteristik
yapilar birbirine benzerlik gosterdiginden (amid I ve amid II gruplar1 gibi), FTIR-ATR

analizinden elde edilen pikler arasinda farklilik gdzlemlenememistir.
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Sekil 5.24. Kalsifiye kikirdak fazina ait (chi/nHA, chi/coll 11/nHA 70:30, chi/coll 1I/nHA
50:50, chi/coll II/nHA 30:70) FTIR-ATR spektrumlar.

Cizelge 5.9.Kalsifiye kikirdak jel fazina ait FTIR-ATR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Ornekler IR absorpsiyon bantlar1 (cm™) Agiklama
3234 N-H gerilme bandi
1659 C=0 gerilmesi (amid I band)
Kalsifiye kikirdak fazina ait 1564 NH; deformasyonu (amid Il
jeller bandi)
1409 —CH2- vibrasyonlar1
1263,68
1109 C-O titresimleri
1054 C-O-C vibrasyonlar1
959, 964 PO, “den gelen P-O
vibrasyonu
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5.3.2. KALSIFIYE KIKIRDAK FAZINA AIT SEM iLE MORFOLOJI ANALIZi

Taramal1 elektron mikroskobundan (SEM) elde edilen goriintiiler ve EDAX analizinden
elde edilen veriler Sekil 5.25°de farkli gruplardaki kalsifiye kikirdak hidrojel yapilar i¢in
verilmistir. Kalsifiye kikirdak faz i¢in hazirlanan jel yapilarin SEM analizinden elde edilen

gorintiiler incelendiginde, tiim jellerde gézenekli yapilar elde edildigi goriilmektedir.

Chi/nHA jel (a) Chi70/coll30/nHA jel (b)

ChiS0/CollS0/nHA jel

Sekil 5.25.Kalsifiye kikirdak fazina ait SEM (2 500 X, 5000 X ve 10000 X) goriintiileri ve
EDAX verileri, (a) chi/nHA, (b) chi/Coll/nHA 70: 30, (c) chi/coll/nHA 50:50, (d)
chi/coll/nHA 30:70.
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Kollajen tip II'in yapiya katilmasiyla, kollajene o6zgii fiber yapilarin varhigi dikkat
cekmektedir ve EDAX verileri tiim jel yapilar icerisinde HA varligin1 dogrulamaktadir
(Cizelge 5.10).

Cizelge 5.10. Kalsifiye kikirdak fazmna ait jel yapilarin EDAX ile elemental analiz
sonuglari.

Kalsifiye kikirdak fazi

Ornekler C @] Ca P N

Chi/nHA jel 33,98+0,88 39,91+0,24 1,86+0,24 8,9+0,41 2,91

Chi/Collll/nHA 70:30 38,9+1,81 36,01+0,33 4,09+0,88 7,58+0,24 4,58+0,5

Chi/Collll/nHA 50:50 33,45+0,18  38,25+0,56  3,99+0,21 8,55+0,21 -

Chi/Collll/nHA 30:70 39,31+6,8 34,82+3.4 4,91+0,55 6,22+0,44  3,81+0,53

5.3.3. KALSIFIYE KIKIRDAK FAZINA AIT JELLERIN SU TUTMA
KAPASITELERI

Kalsifiye kikirdak fazina ait jellerin (chi/nHA, chi/Coll/nHA 70: 30, chi/coll/nHA 50:50 ve
chi/coll/nHA 30:70) su tutma kapasiteleri sirasiyla %96+0,24, 99,74+5,24, 97,87+0,56 ve
95,62+0,78 bulunmus ve Cizelge 5.10°da verilmistir.

5.3.4. REOLOJIiK ANALIiZLER

Jel yapilarin ag yapilarinin karakterizasyonu ve elastik modiiliis degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan 6nemli yontemlerden biri de reolojik analizlerdir. Reolojik
analizlerden elde edilen sonuglar Sekil 5.26’da ve Sekil 5.27’de sunulmustur. Sekil
5.26’dan elde edilen verilerden hidrojellerin viskoelastik bolgesi (LVR) %0,01 olarak
belirlenmis, ardindan bu aralikta yapilan frekans taramasi, G ve G'' degerleri elde
edilmistir (Sekil 5.27).
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Sekil 5.26. Kalsifiye kikirdak fazma ait deformasyon (y) degerlerine karsilik G' ve
G''(Pa) degerleri, (a) chi/nHA, (b) chi/Coll/nHA 70: 30, (c) chi/coll/nHA 50:50, (d)
chi/coll/nHA 30:70.
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Hidrojel bilesiminde kollajen tip II miktarinin artmasi ile G degerlerinde bir azalma

oldugu goriilmiistiir.
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. Gwpa;l (d) 3504 ® G'IPI)( (b)
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Sekil 5.27. Kalsifiye kikirdak fazina salinimli frekans degerlerine karsilik gelen G* ve G™
degerleri (a) chi/nHA, (b) chi/Coll/nHA 70: 30, (c) chi/coll/nHA 50:50, (d) chi/coll/nHA
30:70.

Viskoelastik 6zelligin belirlenmesinde kullanilan bir diger 6nemli parametre kayip tanjant
(tan d) (loss tangent) degeridir. Jel yapilara ait tan & degerleri Sekil 5.28 ve Cizelge 5.11°de
verilmigtir. Capraz bagli hidrojellerin yapi-6zellik iliskisini bulmak amaciyla, capraz
baglar arasindaki ortalama molekiiler agirlik (M) ve gézenek boyutu veya korelasyon
uzunlugu (&) hesaplanmistir (Esitlik 4.2-4.3). G6zenek boyutu (&), viskoelastik hidrojeller
izerine uygulanabilen kauguk elastik teorisinden elde edilmistir (97). Capraz baglar
arasindaki ortalama molekiiler agirlik (M) ve goézenek boyutu (§) Cizelge 5.10°da

verilmistir.
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Sekil 5.28. Hidrojellerin frekans degerinin bir fonksiyonu olarak kayip tanjant (tan 3)
degeri.

Jellesme sicakligi ve siiresini bulunmasi amaciyla sicaklik ve zamana gore viskozite

degisimi incelenmistir. Elde edilen sonuglardan jellesme sicaklig1 ve siiresi sirastyla 37 °C

ve 25 dk olarak bulunmustur.
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Sekil 5.29. Chi/coll 11/ nHA 50:50 hidrojeli i¢in sicaklik ve zamana gore viskozite

degisimi.

Cizelge 5.11. Tiim hidrojellerin reolojik verileri.

Hidrojeller %Sututma G’ @Pa) G’Pa) tand Mc g (nm)
kapasitesi (kg/mol)

chi/nHA 96,00+0,2 9434,1 1160,06 0,12 4,97 7,6

chi/col Il/nHA 99,74+5,2 305,8 48,41 0,16 91,61 24,0

70:30

chi/col ll/nHA 97,87+0,6 238,3 29,13 0,12 93,84 26,0

50:50

chi/col Il/nHA 95,62+0,8 213,5 19,76 0,092 94,39 27,4

30:70

5.3.5. MEKANIK DAYANIM

Chi/nHA, chi/coll II/nHA 70:30, chi/coll II/nHA 50:50 ve chi/coll/nHA 30:70 basma
modiil degerleri sirasiyla 6,48+1,19, 2,21+0,22, 1,47+0,021 ve 1,07+0,084 kPa olarak

bulunmustur (Sekil 5.30). Kollajen oraninin artmasi ile birlikte basma modiillerinde azalma

gozlenmistir.

98



—— chilnHA

— chi/coll I'nHA 70:30
09  ——chilcoll IlnHA 50:50
= chi/coll I'nHA 30:70

Gerilhim (kPa)

10 0 10 20 30 40 S50 60 70 80 90 100

Gerinim (%)

Sekil 5.30. Kalsifiye kikirdak fazina ait jellerin sikistirma sonucu elde edilen gerilim-
gerinim egrileri.

5.3.6. KALSIFIYE KIKIRDAK FAZINA AIT MIiKRO-CT (u-CT) ANALIZI

Kitosan/kollajen tip 11/nHA jeller (Chi/nHA, chi/coll 11/nHA 70:30, chi/coll 11/nHA 50:50
ve chi/coll/nHA 30:70) ile gerceklestirilen mikro-CT analizlerinden elde edilen sonuglar
Cizelge 5.12°de verilmistir. Tiim jellerden %80 iizerinde %toplam gézeneklilik degerleri

elde edilmistir.
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Cizelge 5.12. Kalsifiye kikirdak fazi 6rneklerinin mikro-CT analizinden elde edilen veriler.

Ornekler chi/nH chi/coll II/nHA chi/coll II/nHA chi/coll II/nHA
A 70:30 50:50 30:70

Ozellikler

Doku iskelesi hacmi 561,61 282,22 250,23 238,40
(mm?)

Kapali gozenek sayisi 1408 6909 5734 6909

Agik gozeneklilik (%) 95,03 81,41 80,39 82,66
Kapah gozeneklilik (%) 4,70 3,46 3,72 3,78

Toplam gozeneklilik (%) 9527 82,05 83,73 8332
Igsel baglant: 5638 19818 3130 4193

5.3.7. PRESTOBLUE iLE UREME ANALIZi

ATDCS hiicrelerin chi/nHA, chi/coll 11/nHA 70:30, chi/coll II/nHA 50:50 ve
chi/coll/nHA 30:70 jel yapilarindaki iireme davramsi ve mitokondriyal aktiviteleri
kiiltlirtin belirli giinlerinde (1., 5. 10. 14 ve 21.giinler) Presto Blue analizi ile tayin edilmis
ve zamana bagl olarak optik yogunluk degerleri Sekil 5.31°de verilmistir. Sekil 5.32°de
goriildiigii gibi, ATDCS hiicreleri tiim jel gruplar igerisinde canliliklarmi artarak devam
ettirmigler ve 21 giin siire ile tiremelerini siirdiirmiislerdir. Kiiltiiriin 14.giiniinde en yliksek
hiicre canliligi chi/coll/nHA 30:70 jellerde elde edilmistir (chi/nHA jeller kontrol grubu).
Genel olarak, Kkollajen i¢eren hidrojeller icerisinde iireyen hiicrelerden elde edilen optik
yogunluk degerleri, kiiltiiriin 1. giiniinden itibaren kontrol grubu olan chi/nHA jellerine
gore daha yiiksektir (p<0,001).
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Sekil 5.31. Chi/nHA, chi/coll 1lI/nHA 70:30, chi/coll 11/nHA 50:50 ve chi/Coll/nHA 30:70
jel yapilarda ¢ogalan ATDCS5 hiicrelerine ait Presto-Blue grafigi (Istatistiksel olarak
anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu Chi/nHA iken *p<0,05, **p< 0,01).

5.3.8. KALSIFIYE KIKIRDAK FAZINA AiT HUCRE CANLILIK (LIVE/DEAD)
ANALIZI

Chi/nHA, chi/coll 1I/nHA 70:30, chi/coll 1I/nHA 50:50 ve Chi/Coll/nHA 30:70 jeller
icerisinde liremekte olan hiicrelerden kiiltiiriin 7.giinlinde alman konfokal mikroskobu
gorintiileri Sekil 5.32’de sunulmustur. Calcein AM ile boyanmasi sonucu yesil 1s1ma ile
goriintiilenen canli hiicreler yogunlugunun, kollajen iceren jellerde daha fazla oldugu
goriilmektedir (Sekil 5.32). Chi/nHA, chi/coll 1I/nHA 70:30, chi/coll 1I/nHA 50:50 ve
chi/coll/nHA 30:70 jellerine ait %hiicre canlilik degerleri sirastyla 79.7543.30, 86.75+2.75,
89.542.75 ve 91+4.08 olarak saptanmis ve Sekil 5.32°de kiyaslamali olarak verilmistir.
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chi/col 1/nHA 70:30

100 pum

chi/col TI/nHA 50:50 chi/col T/nHA 30:70
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chi/nHA chi/coll Il /nHA chi/coll Il /nHA chi/coll Il /InHA
70:30 50:50 30:70

Sekil 5.32. Chi/nHA, chi/coll 11/nHA 70:30, chi/coll 1I/nHA 50:50 ve chi/coll/nHA 30:70
jel yapilarda kiiltiiriin 7. giliniinde iiremekte olan ATDCS hiicrelerine ait konfokal
goriintiileri. Yesil 1s1ma canli hiicreleri, kirmizi ise 6lii hiicreleri gdstermektedir.
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5.3.9. KALSIFIiYE KIKIRDAK FAZINA AIT DNA MiKTAR ANALIZI

Prestoblue ile hiicre iireme analizi ve hiicre canlilik testine ek olarak jeller icindeki DNA
iceriginin kantitatif olarak degerlendirilmesiyle de dogrulanmistir. Sekil 5.33, tiim
gruplarda kiiltiir sliresince artmig olan hidrojel bagsina DNA igerigini gostermektedir

(p<0.01). Gruplar kendi i¢inde degerlendirildiklerinde 6nemli bir farklilik goriilmemistir.

5 - ® chi/mnHA
7 chi/col II/nHA 70:30
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Sekil 5.33. Hidrojel gruplarinin DNA igerik analizi (*p<0.05, 7.giin hidrojeller kontrol
olarak kabul edilmistir).

5.3.10. HIDROJELLERDE KONTRAKSIYON

ATDCS hiicre enkapsiile edilmis hidrojellerde kiiltirde zaman iginde jel alanindaki
degisim incelenmistir (Sekil 5.34). Kollajen icermeyen chi/nHA jelinde 4 haftalik kiiltiir
periyodu sonunda en az kontraksiyon (%39,5) goriilmiistiir. Yapi igerisindeki kollajen
yiizdesi arttik¢a hidrojel yapilarinda kontraksiyon artmustir. Dort haftalik kiiltiir sonucunda
en fazla kontraksiyon %70.6 degeri ile Chi/Coll/nHA 30:70 grubunda goriilmiistiir.
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Sekil 5.34. ATDCS hiicre i¢eren hidrojellerin zamana bagl kontraksiyonu.

5.3.11. KALSIFIYE KIKIRDAK FAZINA AIT GLIKOZAMINOGLIKAN (GAG)
ANALIZI

Kiiltiiriin 7., 14. ve 21. giinlerinde hidrojellere enkapsiile edilmis ATDCS5 hiicrelerinin
hidrojel basina ortalama GAG iiretimini géstermektedir (Sekil 5.35). Hiicre iceren hidrojel
gruplar1 giin bazindan biyokimyasal analiz sonucunda degerlendirildiklerinde 7.giin ve 14.
ve 21. giinler arasinda istatistiksel olarak GAG artis1 gézlenmistir (p<0.01). Hiicre iceren
Chi/Coll/nHA 50:50 ve Chi/Coll/nHA 30:70 hidrojellerinde 7., 14. ve 21. giinlerde kontrol
grubu olan Chi/nHA hidrojeline kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek bir ortalama GAG
miktar1 belirlenmistir (p<0.001). Bu sonuglar, ATDCS5 hiicre enkapsiile edilerek hazirlanan
hidrojel gruplarmin GAG iiretimi tizerinde artan kollajen tip II oranmm 6nemli bir etkisi

oldugunu goéstermistir.
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Sekil 5.35. Hidrojellere enkapsiile edilmis ATDCS hiicrelerinin iirettigi GAG analizi
(*p<0.05, **p<0.01 kontrol grubu chi/nHA, #p<0.05 chi/coll 1I/nHA 70:30, ep<0.05 7.

giin ve +p<0.05 14.giin hidrojeller kontrol grubu olarak se¢ilmistir).

5.3.12. KOLLAJEN iCERIK ANALIiZi

Sekil 5.36, hidrojel basma toplam kollajen igeriginin sonuglarini gostermektedir. Toplam
kollajen igerigi, giin bazinda degerlendirildiginde kiiltlirlin 28. giiniinde elde edilen
sonuglar 7. gilinline kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur. Gruplar kendi arasinda
kiyaslandiginda kiiltiiriin 7. ve 28. giiniinde anlamli artis gdzlenmistir. Hidrojel gruplar1

arasinda giin bazinda anlaml fark gozlenmemistir.
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Sekil 5.36. Hidrojellerin 7.ve 28. giinlerde toplam kollajen igerik analizi (*p<0.05, 7.glin
hidrojeller kontrol olarak kabul edilmistir).

5.3.13. KALSIFIYE KIKIRDAK FAZINA AIT ALKALIN FOSFATAZ (ALP)
AKTIVITESI

Kondrosit hipertrofisi ve endokondral ossifikasyon belirteci olan alkalin fosfataz (ALP)
aktivite testi yapilmistir (Sekil 5.37). Her dort jel grubu i¢cin de en yiiksek ALP aktivite
7.glinde goriilmiistiir. Kiiltlirtin 14. ve 21.gilinlinde ise kiiltiiriin 7.giiniine gore anlamli

azalma goriilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 5.37. Hidrojellerin 7., 14. ve 21. giinlerdeki ALP aktivitesi (*p<0.05, 7.giin
hidrojeller kontrol olarak kabul edilmistir).

5.3.14. RT-PCR ANALIZi

Kalsifiye kikirdak fazinin kalsifikasyon siirecinin ve hipertrofik hiicreye farklilagmasiin
onemli belirtegleri olan kalsifiye kikirdaga 6zgii COL X, MMP-13 ve Runx2 genlerinin
kiiltiirin 7. , 14. ve 21.gilinlerinde chi/nHA, chi/coll I1/nHA 70:30, chi/coll Il/nHA 50:50 ve
chi/coll/nHA 30:70 jeller igin ekspresyon seviyelerine bakilmistir (Sekil 5.38). Tim
genlerin ekspresyon seviyeleri kiyaslama amaciyla kontrol geni olarak ATDC5

hiicrelerinde stabil gen olan PPIA’ya gore normalize edilmistir (98).

COL X geni gruplardan chi/nHA, chi/coll II/nHA 70:30 jellerinde eksprese olurken,
chi/coll 11/nHA 50:50 ve chi/coll/nHA 30:70 ise ekspresyon goriilmemistir. Giin bazinda
degerlendirildiklerinde chi/nHA jellerinde kiiltiiriin 14. ve 21.glinlerinde 7.giiniine kiyasla
onemli bir artig gozlenmistir (p<0.01 ve p<0.001). Chi/coll 11/nHA 70:30 jeli i¢in ise COL
X ekspresyonu kiiltiiriin 7.giiniine kiyasla 14. giiniinde anlamli fark goriilmezken,

21.gliniinde ise ekspresyon seviyelerinde anlamli artis gézlenmistir (p<0.001).

MMP-13 ekspresyonu ayni sekilde gruplardan chi/nHA, chi/coll 11/nHA 70:30 jellerinde
gortiliirken, chi/coll 1I/nHA 50:50 ve chi/coll/nHA 30:70 jellerinde goriilmemistir.
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Chi/nHA jellerinde kiiltiiriin giin bazinda 6nemli bir artiy gdzlenmemistir (p>0.001).
Chi/coll 11/nHA 70:30 jellerinde ise MMP-13 ekspresyonu kiiltiiriin 14. ve 21.giinlerinde
7.giine kiyasla anlamli artis gdzlenmistir (p<0.05 ve p<0.01).

RunX2 ekspresyon seviyeleri hem chi/nHA hem de chi/coll 1I/nHA 50:50 jelleri igin
kiiltiiriin 7.glintine kiyasla 14.giinlinde anlamli fark goériillmezken 21. giiniinde ise her iki

jeller i¢in anlaml bir fark goriilmiistiir (p<0.05 ve p<0.01).
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Sekil 5.38. Kalsifiye kikirdak fazina ait ATDCS enkapsiile edilerek hazirlanmis jellerde
kiiltiirtin 7. 14. ve 21. gilinlerinde RT-PCR ile gergeklestirilmis gen (COL X, MMP-13 ve
RunX2) ekspresyonlar1. (*p<0.05, * *p<0.05 7.giin chi/nHA ve ¢ p<0.05, 00 p<0.01
chi/coll 11/nHA 70:30 hidrojelleri kontrol olarak kabul edilmistir). Agaroz jelde yiiriitiilmiis
olan sonuglar sag alt kdsede verilmistir.
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5.3.15. HISTOLOJIiK ANALIZLER

Kalsifiye kikirdak fazina ait hidrojellerin (Chi/nHA, chi/coll 1I/nHA 70:30, chi/coll II/nHA
50:50 ve chi/coll/nHA 30:70) histolojik olarak H&E boyamasi ile incelenmesi sonucunda,
kiiltiirtin 28. gliniinde jellerle genis hiicre dagilimi ve genis matriks birikimi (ECM)
oldugunu gostermistir (Sekil 5.39). Alcian blue ile jellerdeki glikozaminoglikanin (GAG)
birikimi hiicresiz ve hiicreli jellerde kiyaslamali olarak incelenmistir (Sekil. 5.35-36).
Hiicre icermeyen hidrojel gruplarinda alcian boyamasi (GAG birikimi) gozlenmemistir
(Sekil 5.35-36). Hiicre enkapsiilasyonu sonucunda kiiltiiriin 28.giiniinde GAG birikiminde
onemli derecede artig gézlenmistir (Sekil 5.40). En yiiksek Alcian blue boyama sonuglari
chi/nHA ve chi/coll 1I/nHA 70:30 jellerinde goriilmiistiir. Picrosirius red ve Masson’s
trichrome boyamasi sirasiyla toplam ve olgun kollajeni karakterize etmek i¢in kullanilan
yontemlerdir (99). Picrosirius red boyamasi sonucunda hiicre igermeyen jellerdeki toplam
kollajen icerigine kiyasla hiicrelerin varhigi jellerdeki toplam kollajeni belirgin olarak
arttirdigr  goriilmektedir. Picrosirius boyamalar: ile kiiresel morfolojideki hiicreler ve
sentezledikleri ECM varlig1 da goriilmektedir. Masson trikrom boyamasi sonucunda olgun
kollajen birikimi hiicresiz jellerle kiyaslandiginda jel igerisindeki hiicrelerin oldugu

bolgelerde daha da arttig1 goriilmektedir.
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5.4. KIKIRDAK FAZINA AIT CALISMALAR

Kikirdak fazini olusturacak farkli bilesimlerde kollajen tip II igeren kitosan/kollajen tip 11
jellerin  hazirlanmasi amaciyla Bolim 4.5°de agiklanan termal jellesme yontemi
kullanilmistir. Kollajen tip II igermeyen jeller kontrol grubu olarak secilmistir. Farkli
kollajen tip II miktarlarinin hazirlanan jellerin kimyasal yapisi, morfolojik yapisi, mekanik
dayanimi, reolojik 6zellikleri, sisme davranigina olan etkisi ve pu-CT ile gdzeneklilik yapisi
incelenmistir. Kikirdak fazmin bilesiminin belirlenmesine yonelik yiiriitiilen ¢calismalarda;
NHA icermeyen kitosan/kollajen tip II bilesimleri (100:0, 50:50 ve 30:70, w/w) olarak

belirlenmistir ve elde edilen sonuglar a¢iklanmustir.

5.4.1. KIKIRDAK FAZINA AIiT FTIR ILE KIMYASAL YAPI ANALIZi

Calisma kapsaminda kikirdak yapisi icin hazirlanan jellere ait FTIR-ATR spektrumlari
Sekil 5.41°de verilmistir ve spektrumlardan elde edilen veriler Cizelge 5.13’de ayrintili

olarak degerlendirilmistir.

Chi N 2 - v\
\\ - \ o /l P
\ / ' A
\ \ |'
1 " l“ )
! 1 _" \
N ,, e \ || A
\\ '/J, v |‘\\ < /..'/ \' \I \ \ ”
ChiS0/Coll50\ / \\ | | M | A
\\ / I. l‘l [ \'\ l/ [’ 'V \‘ \/
— J ‘ "' \ | ! J | 1. “'
S - " \ / ll l, | . | | \ ¥
o~ v \ ] \/
: i RIERA
Chi30/Coll70 _ \ |l \
‘I | ‘LJ/“\ !’
1 ,'
\/
‘I‘
)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayis1 (cmY)

Sekil 5.41. Kikirdak fazma ait jellerin (Chi, chi50/coll50, chi30/coll70) FTIR-ATR
spektrumlari.
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Kikirdak fazi ig¢in hazirlanan jellerin (Chi, chi50/coll50, chi30/coll70) kimyasal yapilari
FTIR-ATR ile analiz edildiginde, yapida bulunan tiim karakteristik piklerin varlig
belirlenmistir. Bununla birlikte, kitosan ve kollajen tip II yapisinda bulunan karakteristik
yapilar birbirine benzerlik gdsterdiginden (amid I ve amid II gruplar1 gibi), FTIR-ATR

spekturumunda goriilen pikler arasinda farklilik gozlemlenememistir.

Cizelge 5.13. Kikirdak jel fazina ait FTIR-ATR spektrumlarimin degerlendirilmesi ile elde
edilen pikler ve agiklamalar1.

Ornekler IR absorpsiyon bantlann  Aciklama
(cm~1)
3270 N-H ve OH gerilme band1
1637 C=0 gerilmesi (amid I)
1549 NH, deformasyonu (amid I1
bandi)
Kikirdak fazina ait jeller 1409 —CH2~- vibrasyonlar1
1109 C-O titregimleri
1057 C-O-C vibrasyonlar1
962 PO, *'den gelen P-O
vibrasyonu  (B-GP  den
kaynakl1)

5.4.2. KIKIRDAK FAZINA AIiT SEM ANALIZi

Farkli gruplardaki kikirdak jel yapilar i¢in Taramali elektron mikroskobundan (SEM) elde
edilen gorintiiler ve EDAX analizinden elde edilen veriler Sekil 5.42’de verilmistir.
Kikirdak fazi calismalarinda, biyomimetik tasarim distlniilerek kikirdak fazina nHA
partikiilleri ilave edilmemistir. Kikirdak faz i¢in hazirlanan jel yapilarin SEM analizinden
elde edilen goriintiiler incelendiginde, chi/ coll Il 50:50 jel yapilarda gézenekliligin diger
yapilara kiyasla daha homojen oldugu ve igsel baglantili gdzeneklerin yapiya hakim

oldugu sonucuna varilmistir.
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Chijo! (a) ChiS0/Coll50 jel (h)

Sekil 5.42. Kikirdak fazi i¢in hazirlanan hidrojel yapilara ait (a) chi, (b) chi/ coll II 50:50
ve (c) chi/ coll 11 30:70 SEM (1000 X, 2500 X ve 5000 X) goriintiileri ve EDAX verileri.

EDAX analizi sonucunda, kikirdak fazmna ait jeller nHA icermediginden yapida nHA
kaynakli Ca elementi goriilmemistir (Cizelge 5.14).
Cizelge 5.14. Kikirdak fazina ait jel yapilarin EDAX ile elemental analiz sonuglari.

Kikirdak fazi
Ornekler C o Ca P N
Chi jel 31,80+2,085 40,5+2,24 - 9+0,09 -
Chi50/Coll50 30,02+0,6 38,27+0,86 - 6,34+0,007
Chi30/Coll70 30,99+0,98 34,89+1,68 - 4,65+4,78

5.4.3. KIKIRDAK FAZINA AiT REOLOJIK ANALIZLER

Kikirdak fazin hazirlanmasinda kullanilacak kitosan/kollajen tip II hidrojel bilesimlerine

(Chi, chi50/coll50, chi30/coll70) ait reolojik analizlerden elde edilen sonuglar Sekil 5.43
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ve Sekil 5.44°de gosterilmistir. Kikirdak faz bilesimlerine ait gergeklestirilen galismalarda

gerinim taramasi ile lineer viskoelastik bolge (LVR) %0,01 olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.43. Kikirdak fazina ait deformasyon (y) degerlerine karsiik G’ ve G’’(Pa)
degerleri, a) Chi, b) Chi50/Coll50, ¢) Chi30/Coll70.

Lineer viskoelastik bdlgede gergeklestirilen

saliniml1

frekans

taramalarinda, G’

degerlerinin tiim jel bilesimleri i¢cin plato davranis1 gosterdigi, G' degerlerinin G

degerlerine gore yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 5.44). Bu sonuglar, belirlenen sentez

kosullarinda ve jel bilesimlerinde stabil viskoelastik yapida hidrojellerin olustugunu

gostermektedir (Cizelge 5.15).
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Sekil 5.44. Kikirdak fazma ait salinimli frekans degerlerine karsilik gelen G* ve G”’
degerleri, a) Chi, b) Chi50/Coll50 ¢) Chi30/Coll70.

Cizelge 5.15. Kikirdak fazina ait hidrojellerin reolojik verileri.

Hidrojeller %Su tutma G (Pa) G''(Pa) tand Mc £ (nm)
kapasitesi (kg/mol)

chi 73,60+0,21 476,1 18,4 0,038 17,13 20,54

Chi50/coll50 89,69+0,54 289,7 30,2 0,104 110,19 24,51

chi30/coll70 80,84+0,62 125,6 17,1 0,14 260,60 31,99

SEM calismalarindan ve reolojik analizden elde edilen sonuglar dogrultusunda, kikirdak
faz yapisinda kullanilabilecek en uygun biyomimetik bilesimin chi/ coll II 50:50
bilesimindeki jeller olabilecegi diisiiniilmiis ve mikro-CT analizi sadece bu jeller i¢in

yapilmustir.
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5.4.4, MEKANIK DAYANIM

Kikirdak fazi i¢in belirlenen chi50/coll50 jeline ait basma modiil degeri 1,03+0,42 olarak
bulunmustur (Sekil 5.45).

—— Chi50/Coll50

Geriilim (kPa)

o I
0 20 40 60 80 100

Gerinim (%)

Sekil 5.45. Chi50/coll50 jeline ait gerilim-gerinim egrileri.

5.4.5. KIKIRDAK FAZINA AIT JEL YAPININ MiKRO-CT (u-CT) ANALIZI

Kikirdak fazina ait chi/ coll 11 50:50 jeli ile gerceklestirilen mikro-CT analizlerinden elde
edilen sonuglar Cizelge 5.16’da verilmistir. Jellerin dondurarak kurutmadan sonra
hazirlanan formlar1 ile gerceklestirilen analizlerinde, a¢ik ve kapali gozeneklilige sahip
i¢sel baglantili yapilarin elde edildigi sonucuna varilmistir. Kikirdak fazina ait chi/ coll 1
50:50 jeline ait %toplam gozeneklilik ve i¢sel baglant1 degerleri sirastyla 94,31 ve 68589

olarak bulunmustur.
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Cizelge 5.16. Kikirdak fazina ait jel yapidaki Chi50/Coll50 o6rneklerinin mikro-CT
analizinden elde edilen veriler.

Kikirdak faz
Doku Kapali  Acik Kapali Toplam Igsel
iskelesi  gozenek gozeneklilik gozeneklilik gozeneklilik baglanti
hacmi sayisi (%) (%) (%)
(mm?)
Chi50/ColI50  1273,92 3963 94,30 0,209 94,31 68589

5.4.6. KIKIRDAK FAZINA AIiT PRESTO BLUE iLE UREME ANALIZi

Kikirdak faz olarak kullanilmasi planlanan Chi50/Coll50 jeli ile gergeklestirilen
calismalarda, enkapsiile edilmis ATDCS hiicrelerinin jeller igerisindeki canliligi Presto
blue analizleri ile gergeklestirilmis ve hiicrelerin 21 giinliik kiiltiir siiresi boyunca tiremeleri

anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 5.46).

0.7 e o ok
06 |
B Chis0/Coll50 ~

— 05 | -
= 04 |
E
g

0.3
ﬁ ——
=]
-E
< 02

0.1 |

0

1 3 5 7 14 21
Zaman (giin)

Sekil 5.46. Chi50/Coll50 jel yapilarda ¢ogalan ATDCS hiicrelerine ait Presto-Blue grafigi
(Istatistiksel olarak anlaml farklilik, n=3, kontrol grubu Chi/nHA iken ***p< 0,001).
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5.4.7. KIKIRDAK FAZINA AIiT HUCRE CANLILIK (LIVE/DEAD) ANALIZi

Kikirdak fazma ait chi/ coll 11 50:50 jeline ait konfokal mikroskobu ile %hiicre canlilik
analizi gerc¢eklestirilmistir. Analiz sonucunda % hiicre canlilik degeri %96.66+ 1.52 olarak
belirlenmistir (Sekil 5.47).

Sekil 5.47. chi50/coll50 jel yapisinda kiiltlirin 7. giiniinde iiremekte olan ATDCS5
hiicrelerine ait konfokal goriintiileri.

5.4.8. KIKIRDAK FAZINA AIiT DNA ANALIZi

Kikirdak fazi olarak belirlenen ATDCS5 enkapsiile edilmis chi50/coll50 jeline ait DNA
miktar tayini ger¢eklestirilmistir. DNA miktarinda artan giinle birlikte anlamli bir artis
g6zlenmistir (p<0.05) (Sekil 5.48).
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Sekil 5.48. Chi50/50 jeline ait DNA igerik analizi (¥*p<0.05, **p<0.05 7.gilin hidrojeller
kontrol olarak kabul edilmistir).

=

DNA (pg)/hidrojel
(%] ld =

i

5.4.9. KIKIRDAK FAZINA AiT GLIKOZAMINOGLIKAN (GAG) ANALIZi

Kiltirin 7. 14. ve 21. giinlerinde chi50/coll50 jeline enkapsiile edilmis ATDCS5
hiicrelerinin GAG tiretimi tayin edilmistir (Sekil 5.49). Kiiltiiriin 7. giinline kiyasla 14. ve
21. giinlerinde GAG tiretiminde 6nemli bir artis gozlenmistir (p<0.05).

45
B Chis0/coll50 **

GAG ! hidrogel (pg/mg)

7 14 28

Zaman (gin)

Sekil 5.49. Chi50/coll50 jeline enkapsiile edilmis ATDCS5 hiicrelerinin iirettigi GAG
analizi (*p<0.05, **p<0.05 kontrol grubu olarak kiiltiiriin 7.gilinlindeki jel se¢ilmistir).
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5.4.10. HISTOLOJIK ANALIZ

ATDCS hiicrelerin chi50/coll50 jellerindeki dagilimini belirlemek amaciyla H&E boyama
gerceklestirilmis ve Sekil 5.50°de gosterilmistir. Chi50/coll50 jellerinde kiiltiire edilen
ATDCS hiicreler jeller igerisinde homojen olarak yogunlasmis oldugu ve hiicrelerin kendi

matris yapilarini olusturmaya basladigi gorillmistiir (Sekil 5.50).

H&E
(a) (b)

.Sekil 5.50. Enkapsiile ATDCS hiicrelerin kikirdak fazina ait EHgO/collSO_jelTefi;&ki 28.
giin H&E boyamasi goriintiileri (2.1X ve 19.1 X).

5.5. OSTEOKONDRAL DOKU UNITESINE AIT SONUCLAR

Osteokondral doku {initesini olusturacak herbir faza ait doku iskelesi ve jel yapilar ile
gergeklestirilen hiicre kiiltiir calismalarinda, hiicre canliligmin kiiltiir siiresi boyunca arttig1
goriilmiis ve fazlara ait ECM’i taklit edebilme kapasiteleri belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda planlanan biyomimetik
tclii faz yapisinin osteokondral doku {initesinin iiretiminde kullanilabilecegine karar
verilmigstir. Buna gore ti¢lii faz olusturacak iinite yapisinin bilesenleri: Chi80/Coll20/nHA
bilesiminden olusan subkondral kemik, Chi/Coll II/nHA 70:30 bilesiminden olusan
kalsifiye kikirdak ve chi50/coll50 bilesiminden olusan kikirdak fazlar1 belirlenmistir (Sekil
5.51).
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Sekil 5.51. Osteokondral doku iinitesini olusturan biyomimetik ve gradyan bilegim.

Yapiya ait makroskobik ve kesiti alinirak uzaktan kus bakisi yatay olarak ¢ekilmis SEM
(16X) gortintiisii Sekil 5.52°de verilmistir.

Sekil 5.52. Osteokondral doku tinitesinin makroskopik yapisi ve kesitin SEM (16 X)
goruntusu.

5.5.1. OSTEOKONDRAL DOKU UNITESINE AiT SEM ANALIZi

Dogal osteokondral dokunun mikro mimarisi ve gozeneklilik degerleri 6nemli bir role
sahiptir (100). Bu nedenle, osteokondral doku iinitesinin gézenek 6zellikleri, SEM analizi
ile morfolojik olarak degerlendirilmistir. Sekil 5.53, liyofilize osteokondral doku
iskelesinin subkondral kemik, kalsifiye kikirdak ve fazlarinin kesit SEM goriintiisiinii

gostermektedir. Osteokondral doku {initesinde, gézenek biiylikliglinde degisiklik gdsteren
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birbiri ile igsel baglantili gozenekli mimari gozlenmistir. Gozenek biyiikligiinin

subkondral bolgeden kikirdak fazina dogru diistiigii gozlenmistir.

2 Subkondral —
kemik =
—_
T =<
S E
= 2
== Kalsifiye | 2
kikirdak -
%
=2
i —
q 4
M A
e
_» Kalsifiye =
kikirdak =
E
<
Y-
=# Kikirdak

Sekil 5.53. Osteokondral doku tinitesine ait SEM (100 X ve 150 X) goriintiileri.

SEM analizi sonrasinda, subkondral kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarmna ait

hazirlanan yapilarin ¢aplari sirasiyla 217,36+41,46; 52,88+19,84 ve 28,65+12,44 olarak
bulunmustur (Sekil 5.54).

EDAX ile fazlarin elemental analiz sonucunda subkondral kemik ve kalsifiye kikirdak

fazlarinda nHA kaynakl kalsiyum (Ca) elementi goriiliirken, kikirdak fazinda Ca elementi

goriilmemistir (Sekil 5.54).
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Sekil 5.54. Osteokondral doku {initesine ait fazlarn EDAX verileri ve gozenek caplar1.

5.5.2. OSTEOKONDRAL DOKU UNITESINE AIT p-CT ANALIZI

Osteokondral doku {initesine ait u-CT goriintiiler ve veriler sirastyla Sekil 5.55 ve Cizelge.

5.17°de verilmistir.
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Kikirdak (e

Kalsifiye Kikirdak (e
Subkondral Kemik ¢

Sekil 5.55. Osteokondral doku iinitesine ait u-CT goriintiisii.

Osteokondral doku tinitesine ait tiim fazlar ¢ok belirgin olarak Sekil 5.55’de goriilmektedir
ve gozeneklilik degerleri Cizelge 5.17°de sunulmus olup iinitenin %toplam gozeneklilik

degeri %90 tizerinde bulunmustir.

Cizelge 5.17. Osteokondral doku tinitesinin mikro-CT analizinden elde edilen veriler.

Osteokondral doku iinitesi

Doku Kapali  Acik Kapali Toplam Igsel
iskelesi  gozenek gozeneklilik gozeneklilik goézeneklilik baglanti
hacmi sayisl (%) (%) (%)
(mm?)

Osteokondral 910,87 19675 89,67 0,84 90,07 12758

doku Unitesi
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5.5.3. MEKANIK DAYANIM

Osteokondral doku finitesine uygulanan basma testi sonucunda gerilim-gerinim
egrilerinden elde edilen basma modiil degeri 13,77 +3,88 kPa olarak bulunmustur (Sekil
5.56).

150 5

Osteokondral dola {initest

100 S

50 4

Gerilim (kPa)

0 | 20 | 40 | 60 I 80 | 160
Gerinim (%)
Sekil 5.56. Osteokondral doku tinitesinin basma analizi sonucu elde edilen gerilim-gerinim
egrileri.
5.5.4. SECILEN SUBKONDRAL KEMIK FAZINA AIT HUCRE CANLILIK
ANALIZI

Subkondral kemik fazina ait olan chi80/coll20/nHA doku iskelesinde tireyen MC3T3-E1

hiicrelerine ait ortalama %hiicre canliligi 85,33+2,03 olarak bulunmustur (Sekil 5.57).
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Sekil 5.57. Chi80/coll20/nHA doku iskelelerinde kiiltiirtin 7. giinlinde liremekte olan
MC3T3-E1 hiicrelerine ait konfokal goriintiileri. Yesil 1s1ma canli hiicreleri, kirmizi ise 6l
hiicreleri gostermektedir.

Kikirdak fazma ait chi/ coll 11 50:50 jeline ait konfokal mikroskobu ile %hiicre canlilik
analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda % hiicre canlilik degeri %96.66+ 1.52 olarak

belirlenmistir (Sekil 5.58).

Sekil 5.58. chi50/coll50 jel yapisinda kiiltiirin 7. giiniinde iremekte olan ATDCS5
hiicrelerine ait konfokal goriintiileri.

555 MTT iLE UREME ANALIiZi

Ko-kiiltiir ortaminda MC3T3-E1 ve ATDC-5 hiicreleri iceren gradyan osteokondral doku
iskelelerindeki hiicre proliferasyon ve metabolik aktiviteleri kiiltlirtin 1., 7., 14. ve 28.

giinlerinde MTT analizi ile saptanmis ve optik yogunluklar1 okunmustur (Sekil 5.59). MTT
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analiz sonugclar1 osteokondral doku iskelesinde MC3T3-E1 ve ATDC-5 hiicrelerinin ko-
kiiltiir ortaminda 28 giin boyunca c¢ogaldigin1 gostermektedir. Ko-kiiltiiriin 7.glinlinden
itibaren kontrol grubu olan 1.giine kiyasla 6nemli bir artis gozlenmistir (p<0.05). Ko-
kiiltiirtiin 28.gliniinde de MC3T3-E1 ve ATDC-5 hiicrelerinin liremeye devam ettigi
gorilmistir (p<0.001).

et

2 - I

Absorbans (570 nm)

04
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Sekil 5.59. MC3T3-E1 ve ATDC-5 hiicre igeren gradyan osteokondral doku iskelesi
treme analizi (*p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 7.giin gradyan osteokondral doku
iskelesi kontrol olarak kabul edilmistir).

5.5.6. DNA ANALIZi

Hem MC3T3-E1 hem de ATDC-5 igeren osteokondral doku iskelesindeki DNA igerigi
uzun sireli kiltlir ile birlikte artmugtir (Sekil 5.60). Kiiltiiriin 7.giinii kontrol olarak

secildiginde kiiltiiriin 14. ve 28. giinlerinde anlamli bir artig gostermistir (*p<0.05 ve
*p<0.01). ATDC-5 ve MC3T3-E1l birlikte ko-kiiltir =~ ortaminda ¢ogalabildigini

gostermektedir.
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Sekil 5.60. MC3T3-E1 ve ATDCS hiicrelerini igeren osteokondral doku {initesine ait DNA
icerik analizi (*p<0.05, **p<0.05 7.giin osteokondral doku tinitesi kontrol olarak kabul
edilmistir).

5.5.7. GLIKOZAMINOGLIKAN (GAG) TAYINI

Hiicre igeren hidrojel gruplar1 giin bazindan degerlendirildiklerinde 7.giin ve 14. ve 21.
giinler arasinda istatistiksel olarak GAG artis1 gozlenmistir (p<0.01) (Sekil 5.61). Hiicre
iceren Chi/Coll/nHA 50:50 ve Chi/Coll/nHA 30:70 hidrojellerinde 7., 14. ve 21. giinlerde
kontrol grubu olan Chi/nHA hidrojeline kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek bir
ortalama GAG miktar1 belirlenmistir (p<0.001). ATDCS5 hiicre enkapsiile edilerek
hazirlanan hidrojel gruplar1 giin bazinda kiyaslandiginda artan kollajen igerigi ile birlikte

GAG iiretiminde anlamli artig gozlenmistir (p<0.05).
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Sekil 5.61. MC3T3-E1 ve ATDCS hiicrelerini igerelerin gradyan osteokondral doku
iskelesi tarafindan tretilen GAG miktar1 (*p<0.05 7.giin gradyan osteokondral doku
iskelesi kontrol olarak se¢ilmistir).

5.5.8. TOPLAM KOLLAJEN TAYINI

Hem MC3T3-E1 hem de ATDC-5 hiicrelerinin osteokondral doku iskelesinde birlikte
kiiltlirlendigi ko-kiltiir ortaminda iirettikleri kollajen miktar1 belirlenmistir. Kollajen
miktar1 hiicre iireme testi, %hiicre canlilik ve DNA icerigi analizlerinde oldugu gibi
kollajen iiretiminde de artis gostermistir. Giin bazinda kollajen iiretimi kiyaslandiginda
kiiltliriin 7.gilinline (kontrol grubu) kiyasla kiiltiiriin 14. ve 28.giinlerinde anlamli bir artig

gozlenmistir (*p<0.05 ve **p<0.05) (Sekil 5.62) .
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Sekil 5.62. MC3T3-E1 ve ATDCS hiicrelerini igerelerin gradyan osteokondral doku
iskelesi tarafindan iiretilen kollajen miktar1 (¥*p<0.05 7.giin gradyan osteokondral doku
iskelesi kontrol olarak se¢ilmistir).

5.5.9. ALP AKTIVITESI

MC3T3-E1 ve ATDC-5 hiicrelerinin osteokondral doku iskelesindeki mineralizasyon
davraniglar1 ALP aktivitesi ile belirlenmistir (Sekil 5.63). Kiiltiiriin 7., 14. ve 21.glinlerinde
ALP aktivitesi incelenmis olup en yliksek deger kiiltiiriin 7.glinlinde goriilmiistiir. Kiiltiirtin
7.giiniinden (kontrol grubu) itibaren 14. ve 21.gilinlerde 6nemli bir diislis gozlenmistir
(*p<0.05 ve *p<0.01). ALP aktivitesi a¢isindan 14.giin (kontrol grubu) ve 21.giin

kiyaslandiginda da 21.glinde 6nemli bir diisiis gorilmiistiir.
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Sekil 5.63. Osteokondral doku iinitesinin 7., 14. ve 21. giinlerdeki ALP aktivitesi
(**p<0.01, **p<0.001 kontrol grubu olarak 7.giin hidrojeller kontrol olarak kabul
edilmistir).

5.5.10. HISTOLOJIK ANALIZLER

Osteokondral doku tnitesinin histolojik olarak H&E boyamasi ile incelenmesi sonucunda,
kiiltiirtin 28. giiniinde osteokondral doku tnitesinde genis bir hiicre dagilimi ve matriks
olusumu go6zlenmistir. Osteokondral doku {initesinin her fazinda da ayni sonuglar
goriilmiistiir (Sekil 5.64). Alcian blue ile boyama sonucunda GAG birikimi hiicre
icermeyen osteokondral doku iinitesinde gozlenmemisken, hiicre igeren iiglii faz yapilar1
arasinda en yliksek GAG birikimi iist faz olan kikirdak fazinda goriilmiistiir (Sekil 5.64).
Fazlardan subkondral kemik fazinda GAG birikimi gézlenmemistir. Bu sonug, en yiiksek
GAG birikiminin initenin kikirdak fazinda oldugunu goéstermistir.  Picrosirius red ile
toplam kollajen analizine bakilmustir. Picrosirius analizi sonucunda bos osteokondral doku
initesine kiyasla hiicre igeren osteokondral doku iinitesinin kalsifiye kikirdak ve kikirdak
fazlarinda yiiksek miktarda toplam kollajen artis1 gézlenmistir. Masson’s trichrome ile
olgun kollajen boyamasi sonucunda da benzer sekilde kalsifiye kikirdak ve kikirdak
fazlarinda hiicrelerin oldugu bdlgelerde yiliksek miktarda kollajen artisi gozlenmistir.

Kemik ve kalsifiye kikirdak fazlarma spesifik Alizarin red ile boyama sonucunda
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hiicrelerin oldugu bolgelerde kalsiyum nodiilleri goriilmiistiir. Bu da kemik ve kalsifiye

kikirdak fazlarinin  oldugu boélgelerde mineralizasyonun oldugunu  gdstermistir.
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5.5.11. IMMUNHISTOKIMYASAL ANALIiZ

Baglica ECM’in proteinleri olan COL I, II ve X kiiltiiriin 28.giiniinde immiinhistokimyasal
boyama ile tayin edilmistir. COL I boyamasi, osteokondral doku {initesinin kemik fazi ve
kalsifiye kikirdak fazlarinda goriilmiis ve zayif boyanma sergilemistir (Sekil 5.65).
Belirgin COL I (fibrotik markdr) boyamalar, kemik fazinin kenarlarinda goriilmiistiir. Col
X (hipertrofik markor) sonuglarinda ise ¢ok zayif boyama goézlenmistir. Buna karsilik,
kiiltiir zaman1 boyunca agirlikli olarak hiicrelerin oldugu bdlgelerde daha yogun pozitif
kollajen tip II boyamas1 gozlenmistir. En yiikksek COL II (kondrojenik markdr) boyamasi
kikirdak fazinin oldugu iist fazda gozlenmistir. Bu sonug, osteokondral doku iinitesinde,
hiicrelerin kondrosit fenotipini korudugunu ve kikirdak matrisini iiretebildigini net olarak

ortaya koymustur.

CoLI COLX

Sekil 5.65. Osteokondral doku iinitesinin kiiltiiriin 28. giiniinde COL I, COL I ve COL X
immiinhistokimyasal boyamasi.

5.5.12. QRT-PCR ANALIZI

Osteokondral doku tinitesindeki MC3T3-E1 ve ATDCS hiicrelerinin ko-kiiltiir ortaminda
fazlara spesifik genlere farkililasmasi QRT-PCR yontemiyle incelenmistir. Bu amagla,
kiiltiirin 14. ve 21.giinlerinde Col | (fibrotik markor), Col Il (kondrojenik markéor), Coll X
(hipertrofik markér), MMP-13 (hipertrofik markor) ve ALP (osteojenik ve kalsifikasyon
markdr) genlerinin ekspresyon seviyelerine bakilmistir (Sekil 5.66). Ug farkli Col I, Col I
ve Col X genlerinde 14.giine kiyasla 21.glindeki ekspresyon seviyelerinde anlamli artis
gozlenmistir (p<0.05). Bu genlerin ekspresyon seviyelerindeki en yiiksek artig sirastyla Col
I, Coll IT ve Col X genlerinde goriilmiistiir. Hipertrofik MMP-13 geninin ekspresyon
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seviyeleri kiiltiiriin 21. giinii sonuglar1 14.giiniine kiyasla onemli derecede artmistir
(p<0.05). ALP geninin ekspresyon seviyeleri kiiltiiriin 7.glinlinden itibaren diismiistiir

(p<0.05).
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Sekil 5.66. Osteokondral doku iinitesine ait Col I, Col II, Col X, MMP-13 ve ALP
ekspresyon seviyeleri.( Istatistik analizi ,* p<0.05, ** p<0.01, n=3).

56. INVIVOBiYOUYUMLULUK ANALIiZi

Osteokondral doku iskelesinin in vivo biyouyumlulugunun degerlendirilmesi amaciyla
yetiskin BALB/c erkek fareler kullanilarak gergeklestirilen in vivo deneyleri
gergeklestirilmistir. Fareler giin bazinda takip edilmistir ve yara bolgesinde enflamasyon
goriilmemis, artan giinle birlikte yaralarin iyilestigi ve tiiy ¢iktig1 goriilmistiir (Sekil 5.67-
68).
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Sekil 5.67. Osteokondral doku iinitelerinin (a) Balb/C erkek farelerin subkutan bolgesine
yerlestirme islemi, (b) farelere dikis atildiktan sonra antibiyoyik uygulanmasi ve (c) 14 giin
sonunda biyopsi yoluyla deri altindan alinarak histolojik incelemesi yapilan doku {initesi
ornekleri (n=6).

Sekil 5.68. Osteokondral doku finitesi yerlestirilmis olan farelerin izlenmesi ve (a) ve (b)
farelerdeki 3 giin sonraki yara iyilesme goriintilleri ve (c) 10 giin sonrasinda yara
iyilesmesi resimleri.

Deneyler sonucunda eksizyonel biyopsi materyali olan kitosan bazli osteokondral doku
iinitesi, dermis igerisinde kaviter lezyon gostermistir (Sekil 5.68). Kavite, ¢ogunlukla
polimorfoniikleer hiicrelerden (PMNL) olusan yogun iltihapl infiltrat ile ¢evrelenmistir
(Sekil 5.69B). Kitosan bazli osteokondral doku iinitesinin PMNL'ler ve bazi makrofajlar
tarafindan parcalandig1 gériilmiistiir (Sekil 5.69C ve Sekil 5.69D).
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Sekil 5.69. Hayvan deneylerine ait sonuglar (A) Kitosan igeren eksizyonel biyopsi
(H&ExS5). (B) Yogun iltihapli sizint1 ile ¢evrili bosluk (H&Ex38, kara ok). (C) Kitosan,
PMNL'ler (H&Ex90, sar1 ok) tarafindan ¢ogunlukla sizmis ve pargalanmis goriintiileri. (D)
Makrofajlar siyah okla gosterilmistir (H&Ex238).
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6. TARTISMA VE SONUC

Gergeklestirilen tez ¢aligmasi kapsaminda, osteokondral hasarlarin doku miihendisligi
yaklagimi ile onarimina yonelik ¢ok fazli gradyan doku finitelerinin biyomimetik olarak
iretimi, karakterizasyonu ve osteokondral doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilabilirligi arastirilmistir. Calisma kapsaminda gradyan osteokondral doku iinitesini
olusturan fazlarin (subkondral kemik, kalsifiye kikirdak ve kikirdak) dogal yapist ve

bilesenleri goz oniinde bulundurularak ii¢ fazli yapilar tasarlanmig ve tiretilmistir.

6.1. SUBKONDRAL KEMIiK FAZINA AIT SONUCLAR

Tez galismas1 kapsaminda, oncelikle en alt faz olan subkondral kemik fazin iiretimine
yonelik ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bunun i¢in dogal kemik yapisinin 6zellikleri ve
bilesenleri goz oniinde bulundurularak kemik dokusunun tasarimi ve iiretimine ydnelik
caligmalar yiiriitilmistiir. Dogal kemik yapisi, kemige sertligini veren inorganik
hidroksiapatit kristalleri, tip 1 agirlikli kollajen, glikozaminoglikan ve proteoglikan
bilesenlerinden olusur (101,102). Kemigin dogal hiicre dis1 matris bilesenleri g6z 6niinde
bulundurularak, subkondral kemik fazini olusturacak yapmin Kitosan, kollajen tip | ve

nanohidroksiapatit kullanilarak tiretilmesine karar verilmistir.

Kitosan, glikozaminoglikan yapilara benzerligi nedeniyle kemik doku miihendisligi
caligmalarinda siklikla kullanilan bir dogal polimerdir (49,92). Tez ¢alismasinda Kitosana
belirli oranlarda tip I kollajen ilave edilmis [Kitosan/kollajen (w/w) 100/0, 80/20, 50/50] ve
ardindan %21'lik (w/v) nanohidroksiapatit (nHA) partikiilleri eklenerek dondurarak

kurutma yontemiyle gbzenekli yapida doku iskeleleri tiretilmistir.

Kitosan, ucuz, biyouyumlu, biyobozunur ve antimikrobiyal 6zelliklerden dolayr doku
mithendisligi ¢alismalarinda siklikla tercih edilmektedir (103). Ayrica, hiicre dis1 matris
yapisinda bulunan glikozaminoglikan yapisina benzerlik gostermesi, 3 boyutlu yapida
iretilebilir olmasi, hiicre iiremesi ve farkligmasma uygun ortam saglamasi gibi 6zellikleri

kitosan kullanimini1 6n plana ¢ikarmaktadir (92,104—106).

Kemik fazi iiretiminde, kitosanla birlikte kompozit olusturan diger bilesen kollajen tip I’tir.
Kollajen tip I, kemik hiicre dig1 matris (ECM) yapisinda en bol bulunan hiicre dig1 matris

proteinidir ve hiicre yapismasini ve ¢ogalmasmi desteklediginden yaygin olarak
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kullanilmaktadir (107). Literatiirde, daha oOnce Wang ve ark. (2010) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada kitosana belirli oranlarda kollajen tip | ilave edilerek kompozit
olusturulmus ve mezenkimal kok hiicrelerinin (MKH) osteoblastik farklilagsmasi
incelenmistir ~ (57).  Kitosan/kollajen  kompozitinde ~ MKH’lerin  osteoblastik
farklilagsmasinda Onemli artis1 gozlenmistir. Literatirde daha Once yapilan benzer
caligmalarda, tip | kollajenin pre-osteoblastik MC3T3-E1 hiicre liremesini ve osteoblastik
farklilasmayr da anlamli olarak artirdigi gosterilmistir (108,109). Kollajen tip I’in
osteoblastik farklilagsma tizerindeki etkisi ve mekanizmasinin agiklandig ilk ¢aligmalardan
biri Mizino ve ark. (2000) tarafindan gergeklestirilmistir (54). Calismada, kemik iligi
stromal hiicreleri, tip | kollajen matriks tlizerinde kiiltiirlendiginde osteoblastik hiicrelere
farklilastig1 bulunmustur. Tip I kollajen, hiicre zar1 lizerindeki o 2 B1 integrin reseptori ile
etkilesime girer ve hiicre dist sinyalleri hiicrelere yonlendirir. Kollajen- o 2 B1 integrin
etkilesimi kok hiicrelerin osteoblastik farklilasmasinda ve ALP aktivitesinin artmasinda
onemli bir rol oynamaktadir (54). Calismada subkondral kemik fazin iiretiminde yapiya
katilan nanohidroksiapatit, dogal kemigin 6nemli bir inorganik bileseni olup, kemik doku
miithendisliginde siklikla kullanilan biyouyumlu, biyoaktif ve osteoindiiktif bir malzemedir
(110,111). Bu inorganik malzeme ayni zamanda kemik dolgu malzemesi olarak da
kullanilmaktadir. Fakat, nanohidroksiapatitin kirilgan yapiya sahip olmasi nedeniyle
kullanimi zordur. Bu durumda, nanohidroksiapatit, Kitosan veya diger biyouyumlu
polimerler ile birlikte kullanilarak kompozit yapida nHA igeren gbzenekli yapilar elde
edilebilir (112). Hidroksiapatitin biyouyumlu polimerlere ilave edilmesi sonucu yapinin
mekanik dayanimi ve hiicre tiremesini arttirdigi bilinmektedir (113,114). Thein-Han ve
ark. (2008) tarafindan gergeklestirilen g¢alismada yiliksek ve orta molekiil agirhiktaki
kitosanlara farkli oranlarinda (%0.5, 1 ve 2 w/v) nHA ilave edilerek dondurarak kurutma
yontemiyle kompozit yapida goézenekli kitosan/nanohidroksiapatit doku iskeleleri
hazirlanmistir (45). MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleri ile yiiriitiilen in vitro hiicre kiiltiir
calismalar1 sonucunda kitosan/nanohidroksiapatit doku iskelelerinde hiicre yapismasi ve
tiremesinin arttig1 gdzlenmistir. Tez ¢calismasit kapsaminda, kemik fazinin iiretimi amaciyla
farkli oranlardaki kitosan/kollajen tip | karisimlarma %1°lik (w/v) derisimde nHA
eklenerek hazirlanan siispansiyonlar, dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanmis ve

gbzenekli yapida doku iskeleleri elde edilmistir.
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Hazirlanan kompozit yapidaki doku iskelelerin stabilizasyonunu artirmak amaciyla ¢apraz
baglama islemleri uygulanmistir. Kitosan ve kollajen igeren yapilarin capraz
baglanmasinda yaygm olarak kullanilan baglica capraz baglayicilar sirastyla N-
hidroksisiiksinimid (NHS) varhiginda 1-etil-3- [3-dimetilaminopropil] karbodiimid
hidrokloriir (EDAC), sodyum tripolifosfat (TPP) ve glioksaldir (62,85,115). NHS/EDAC
karboksilik asit ve primer amin gruplar1 arasinda kimyasal bag olustururken, TPP amin
gruplar1 tizerinden iyonik etkilesimler aracilifiyla g¢apraz baglanmayi saglamaktadir
(62,115). Glioksal ise aldehit grubu bir molekiil olup ancak belirli derisimlerde kullanildig:
zaman toksik etkisi gostermemektetir (85). Glioksalin kitosan veya kollajende bulunan
amin gruplar1 ile etkilesmesi sonucu kimyasal ¢capraz bagl yapilar elde edilmektedir. Tez
caligmas1 kapsamimda hazirlanan chi80/coll20/nHA ve chi50/coll50/nHA  doku
iskelelerinin ¢apraz baglanmasinda NHS/EDAC ve glioksal kullanilirken, TPP yalnizca
kollajen tip I icermeyen chi/nHA-kf doku iskelelerinin g¢apraz baglanmasinda
kullanilmistir. Martinez ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismalarda kitosan/kollajen
karisimlarinda TPP capraz baglayici ajanin tek basma kullanilmast durumunda mekanik
dayanimda Onemli bir artisin meydana gelmedigi vurgulandigindan, karisim halinde
hazirlanan yapilarda TPP ¢apraz baglayicisi kullanilmamistir (62). Uygun subkondral
kemik bilesiminin ve ¢apraz baglayic1 ajanlarin belirlenmesinde doku iskelelerinin
karakterizasyonundan elde edilen sonuglar, farkli ¢apraz baglayici ajanlarin ve yapiya
eklenen farkli kollajen tip I miktarlarmin, morfoloji, gozeneklilik, mekanik dayanim,
stabilite veya kararlilik gibi 6zellikler iizerindeki etkileri goz oniinde bulundurularak

degerlendirilmistir.

Capraz baglanma isleminin ardindan yapida meydana gelen kimyasal degisimler ATR-
FTIR analizleri ile incelenmistir. Elde edilen yapilarin ¢apraz baglanmadan ve capraz
baglanmasi sonucunda piklerdeki kaymalar doku iskelelerindeki ¢apraz baglama hakkinda
bilgi vermektedir. Sekil 5.1 (a), (b) ve (c)’de ve Cizelge 5.1 ve 5.2°de agiklandig: sekilde
capraz baglama islemi sonrasinda bazi yeni pikler goriilmiis, bazi piklerde de capraz
baglanmadan kaynakli kaymalar saptanmstir. Ozellikle, amin gruplar1 veya primer amin

ve karboksilik asit gruplarina spesifik piklerde kaymalar gézlenmistir.

Oncelikle, chi/nHA-kf doku iskelelerinin TPP ile capraz baglama sonucunda kimyasal
degisimler incelenmistir. Negatif yiiklii TPP molekiilleri, genellikle toksik olmayan ve
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biyo-uyumlu polielektrolit kompleksleri olusturan, kitosan molekiillerinin pozitif yiiklii
serbest amin gruplari (NHy) ile iyonik olarak capraz baglayan fosfat grubuna (PO4%)
sahiptir (116). Kitosanin amin gruplarina karsilik gelen 1558 cm™’de gériilen pik TPP ile
capraz baglanmasi sonucunda 1540 cm™ ye kaymustir. chi/nHA-kf doku iskelesinde 3280
cm™de -NH, ve —OH gruplarina karsihik gelen bandlar TPP ile ¢apraz baglanmasi
sonrasinda 3258 cm™ ye kaydig1 goriilmiistiir (117). Chi/nHA-kf doku iskelesinde 955
cm™’de goriilen NHA kaynakli P-O piki (germe titresimi) TPP ile gapraz baglanmasi
sonrast 892’ye cm™ ye kaymis ve daha da belirgin hale gelmistir. Bu pikin varligi TPP’nin
fosfat grubunun kitosanin protonlanmis amin gruplari ile etkilesimini gostermektedir.
Benzer sonu¢, Bhumkar ve ark. (2006) tarafindan gergeklestirilen calismada TPP
kullanilarak hazirlanan kitosan partikiillerinde de gorilmistiir (117). EDAC, karboksilik
asit gruplarim1 aktive ederek yapidaki amino-gruplari ile ¢apraz bag olusturur (62).
Yapilarm NHS/EDAC ile ¢apraz baglanmasi sonucunda chi80/coll20/nHA doku iskelesine
ait -NH, ve —OH gruplarmna karsilik gelen pik 3279 cm™den 3265 cm™’ye kaymustur.
Amid | piklerinde NHS/EDAC ile capraz baglanmasi sonrasinda azalma meydana
gelmistir. Chi/nHA-Kf ve chi50/coll50/nHA doku iskelelerinde de NHS/EDAC ile ¢apraz
baglanmasi sonucu benzer kaymalar gozlenmistir. Chi/nHA-kf, chi80/coll20/nHA ve
chi50/coll50/nHA doku iskelelerinin glioksal ile ¢apraz baglanmasi sonucunda da
kimyasal degisimler belirlenmistir. Kitosan iki hidroksil grubu ve bir glukozamin
halkasinda bir amino grubu olan bir yapiya sahiptir. Glisoksal molekiili iki karbonil
grubuna sahiptir. Glioksalin karbonil gruplar: ile kitosanin amin gruplar1 Schiff bazlari
yolu ile c¢apraz bag olustururlar (118). Chi/nHA-kf ve chi80/coll20/nHA doku
iskelelerinde 1654 cm™ dalga boyunda goriilen amid I bandlar1 glioksal ile capraz
baglanmas1 sonucunda sirasiyla 1636 ve 1644 cm™ dalga boylarma kaymistir. Elde edilen
sonuglar, chi/nHA-kf, chi80/coll20/nHA ve chi50/coll50/nHA doku iskelelerinin basarili
bir sekilde TPP, NHS/EDAC ve glioksal kullanilarak ¢apraz baglandigini géstermistir.

Kemik fazma ait doku iskelelerinin gozenekliligini, gézenek capi ve igsel baglantililik
degerlerini saptamak amaciyla SEM analizi gergeklestirilmistir. Bu parametreler homojen
bir hiicre ekimi ve dagilimmin saglanmasi, hiicre gogiliniin iskelenin i¢ kisimlarina
kolaylikla ulasabilmesi, oksijen ve besin alig-verisinin dis ortam ile saglikli olabilmesi i¢in
oldukca kritiktir (119). Doku iskelelerine ait optimum gozenek capi, hiicreye 6zgii bir

parametre olmakla beraber, kemik doku miihendisligi i¢in degerler 200-400 pum olarak
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rapor edilmistir (120). Bu sebeple, tim doku iskelelerinin SEM ile gozeneklilik, igsel
baglantilik sonuglar1 ve nHA’nin yapi igerisindeki dagilimi incelenmistir. Tiim doku
iskelelerinde nHA dagiliminin homojen olarak saglandigi ve gozenekli yapmin korundugu
goriilmiistiir. Chi/nHA-kf, chi80/coll20/nHA ve chi50/coll50/nHA doku iskelelerinin
ortalama godzenek caplar1 sirastyla 115,08+39,38; 204,41+20,09 ve 134,46 +39,92 um
olarak bulunmustur. Yapiya kollajen eklenmesiyle birlikte gozenek caplarinda artig
gozlenmistir (Sekil 5.2). Benzer bir sonug, Martinez ve ark. (2015) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismalarda da elde edilmistir (62). TPP ile chi/nHA-kf doku iskelesinin
capraz baglanmasi sonucunda gézenek ¢aplarindaki degerler 74,83+20,09 um ile 100 um
altma inmistir. Goh ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, TPP ile ¢apraz bagh
kitosan-nanohidroksiapatit doku iskeleleri tiretilmistir (121). Artan TPP orani ile birlikte
kitosan-nanohidroksiapatit goézenek c¢aplarmda ve %gozeneklilik degerlerinde diisiis
gozlenmistir. Tez c¢alismas1 kapsaminda, TPP ile chi/nHA-kf doku iskelesinin ¢apraz
baglanmasi ve kollajen kaplanmasi sonucunda gézenek ¢apr 142,56+32,47 um olarak
bulunmustur. Elde edilen bu sonug iki farkli sekilde agiklanabilir. Ik olarak kollajen
kaplama ortaminda ve vakum etiiviinde kollajenin igeriye diiflizlenmesi esnasinda
gozeneklerin agilmasindan kaynaklanmis olabilecegi sonucuna varilabilir. Diger yandan,
capraz baglanmis doku iskelesinin ¢apraz baglar1 asidik kollajen kaplama ortaminda
kirilarak gozeneklilik yapisim1 etkileyen sekonder go6zeneklilik olusumuna neden
olabilmektedir. NHS/EDAC ile ¢apraz baglanma sonucunda kollajen igeren doku
iskelelerinde gozeneklilik degerlerinde onemli bir diisiis gbzlenirken kollajen igermeyen
kitosan doku iskelelerinde onemli bir degisim gorilmemistir (Sekil 5.3). Glioksal ile
capraz baglanma sonucunda tiim doku iskelelerinin gozenek ¢ap degerleri 200 um'den
yiiksek olarak elde edilmistir (Sekil 5.4). Sonuglar, gozeneklilik ve gbzenek ¢ap1 agisindan

en uygun capraz baglayici ajanin glioksal oldugunu gostermektedir.

Subkondral kemik, osteokondral doku iinitesinin en alt faz1 oldugundan doku iskelesinin
mekanik dayanimi 6nemlidir. Uygun mekanik 6zelliklere sahip iskelelerinin gelistirilmesi,
doku miihendisligi yapilarmin tasariminda en biiylikk zorluklardan biridir. Basma
modiiliiniin ve basing dayanimmin kiiltiirleme sirasinda hiicresel aktivite tizerinde etkisi
oldugu literatiirde mevcuttur (122). Hiicreleri yeni dokular iiretmeye tesvik etmek amaciyla

dokuya 6zgii hiicre dig1 matrislerin mekanik 6zelliklerine yakin olacak sekilde dayanimin
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ayarlanmasi gerekmektedir (122,123). Tez ¢alismasi kapsaminda, subkondral kemik fazini
olusturacak farkli kitosan/kollajen I bilesimine sahip doku iskelelerinin mekanik
dayanimini aragtirmak amaciyla basma testleri uygulanmis ve sonuglar capraz baglayici
ajan ve kollajen tip I miktar1 agisindan degerlendirilmistir. ilk olarak farkli oranlardaki
kollajen tip I iceriginin basma modiilii tizerindeki etkisi belirlenmistir. Capraz bagl
olmayan 6rneklerde kollajenin yapiya eklenmesi sonucu basma modiil degerlerinde 6nemli
Olglide azalma gorilmistiir (Sekil 5.6-5.8). Bu durumun nedeni olarak, kollajenin diistik
mekanik mukavemete sahip olmasi gosterilebilir (124). Literatiirde, kollajen igeren yapilar
dogal veya sentetik polimerle birlikte kullanilarak kompozit yapilar olusturulmakta ve yap1
mukavemeti arttirilmaktadir (125,126). Bununla birlikte, ¢capraz baglama islemlerinin de
kollajen igeren yapilarin mekanik oOzelliklerinin iyilestirilmesinde olumlu etkileri
mevcuttur (85). Chi/nHA-kf doku iskelesinin NHS/EDAC ile ¢apraz baglanmasi
sonucunda basma modiilii 8,59+1,89 kPa degerinden 13,1+2,26 kPa degerine yiikselerek
yaklagik %50’lik artig gostermistir. Kollajen igeren chi80/coll20/nHA ve chi50/coll5S0/nHA
doku iskelelerine ait degerler sirasiyla 3,21+0,82 ve 6,095+0,84 kPa degerlerinden
5,43+0,73 ve 6,88+1,94 kPa degerlerine yiikselmistir. TPP ile chi/nHA-kf doku iskelesinin
capraz baglanmasi sonrasinda 8,59+1,89 kPa degerinden 14,55+1,06 kPa degerine
yiikselmis ve ~ %70’lik artis gozlenmistir. Kollajen kaplama isleminin basma modiilii
tizerinde ¢ok Onemli bir etkisi olmadigi sonucuna varilmistir (Sekil 5.9). TPP ile ¢apraz
baglama ile benzer sonuglar, Martinez ve ark. (2015) ve Sierra ve ark. (2015), tarafindan
yapilan calismalarda da gorilmiistiir (62,127). Tez c¢alismasinda, doku iskelelerinin
(chi/nHA-kf, chi80/coll20/nHA ve chi50/coll50/nHA) glioksal ile gapraz baglanmasi
sonucunda diger ¢apraz baglayicilara oranla mekanik dayanimda 6nemli derecede artis
gozlenmistir. Chi/nHA-kf doku iskelesinin glioksal ile ¢apraz baglanmasi sonucunda
92,00 +15,24 KkPA ile en yiiksek basma modiil degeri elde edilmistir. Fakat, elde edilen
doku iskelesinin sert ve kirilgan yapida oldugu goriilmiistiir. Yapiya kollajen ilave edilmesi
ile birlikte glioksal ile ¢apraz baglanmis chi80/coll20/nHA ve chi50/coll50/nHA doku
iskelerine ait basma modiil degerleri sirasiyla 42,95+4,31 ve 34,65+3,32 kPa olarak
bulunmustur. Sonug olarak, en yiiksek basma modiil degerleri glioksal ile ¢apraz bagh
chi/nHA-kf, chi80/coll20/nHA ve chi50/coll50/nHA doku iskelelerinde goriilmiistiir.
Elde edilen yapilarin morfolojisi ve mekanik dayanimi géz oniinde bulundurularak TPP-

chi/nHA-kf,  TPP-chi/nHA-kf+Coll,  glioksal-chi80/coll20/nHA  ve  glioksal-
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chi50/coll50/nHA doku iskeleleri se¢ilmis ve bu yapilar ile diger karakterizasyon

calismalarina devam edilmistir.

Mikro-bilgisayarli tomografi (u-CT), doku iskelelerinin gozeneklilik 6zelliklerini
belirlemede klasik hacimsel yontemlere gore daha giivenilir sonuglar vermektedir
(128,129). Doku iskelelerin yiiksek %g6zeneklilik ve % igsel baglantiliga sahip olmalari
kemik doku miihendisligi uygulamalar1 agisindan énemli parametrelerdir (130). Cizelge
5.6, iskelelerin p-CT ile alinmis 3 boyutlu goériintilerini ve goézeneklilik dagilimini
vermektedir. Tez c¢alismasinda, TPP-chi/nHA-kf, TPP-chi/nHA-kf+Coll, glioksal-
chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku iskeleleri i¢in elde edilen toplam
gozeneklilik ve icsel baglantililik degerleri ~%60 degerinin {iizerinde bulunmustur.
Saravanan ve ark (2017) tarafindan yapilan ¢alismada kitosan/jelatin-grafen (CS/Gel/GO)
doku iskeleleri iiretilmis ve MKH hiicrelerinin iiremesi i¢cin ~%56 gozeneklilik degeri
yeterli bulunmustur (131). Park ve ark (2001) tarafindan iiretilen EDAC c¢apraz baglh
gozenekli kollajen/hyaluronik asit doku iskelelerinde de p-CT ile alinmis gbzenek
degerlerinde benzer sonug elde edilmistir (132). Literatiirde, kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda osteojenik farklilasma icin gerekli optimal %toplam gbzeneklilik degeri
%75 olarak belirtilmistir (133). Tez ¢aligmasindan elde edilen ~%60 gozeneklilik degeri

literatiirdeki osteojenik farklilasma i¢in gerekli olan degere (%75 ) yakindir.

Poliyonik kompleks olusumu ile elde edilen chi80/coll20/nHA ve chi50/coll50/nHA doku
iskelelerinin ¢apraz baglanmasinin ardindan kollajen salimi analizi ile yap1 igerisindeki
kollajen stabilitesi incelenmistir. Kollajen tip I’in osteojenik farklilasmada etkisi
oldugundan, yap1 igerisinde kararli olarak kalmasi gerekmektedir. Glioksal-
chi50/coll50/nHA doku iskelesinde birinci giinden itibaren kollajen salimi gézlenmistir.
Glioksal-Chi50/coll50/nHA doku iskelesinden 28 giin sonra ~ %50 kollajen salimi
gozlenmistir (Cizelge 5.4). Glioksal-chi80/coll20/nHA doku iskelesinden kollajen salim1 7
glin boyunca gozlenmemistir (Cizelge 5.5). Glioksal-chi80/coll20/nHA doku iskelesinden
28.giindeki toplam %Kkollajen salimi ~ %50 olarak belirlenmistir. TPP-Chi/nHA-kf+Coll
doku iskelesinden ise ani kollajen salimi (burst release) gozlenmistir. TPP-Chi/nHA-
kf+Coll doku iskelesinden 7.giinde en yiiksek salim gozlenmistir. Glioksal-

chi80/coll20/nHA bilesiminden minimum kollajen salimi goézlenmis ve bu yapida en

145



yiikksek kollajen kararhiligi goriilmiistiir. Tez calismast kapsaminda subkondral kemik
fazma ait doku iskelelerinin belirlenmesine yonelik yapilan karakterizasyon g¢aligmalari
sonucunda dogal kemik bilesenleri, gézeneklilik, morfoloji, mekanik dayanim ve kollajen
kararlihigi  degerlendirilerek in vitro hiicre kiltiiri ¢aligmalarinda kullanilmak {izere
chi/nHA-kf (kontrol), glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku

iskeleleri se¢ilmistir.

Subkondral kemik fazina ait in-vitro hiicre kiiltiir calismalar1 pre-osteoblastik MC3T3-E1
hiicreleri ile yiiriitiilmiistir. MC3T3-E1 hiicreleri durgun kosullarda chi/nHA-kf (kontrol),
glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku iskelelerinin iizerine
ekilerek Prestoblue ve DNA miktar tayini ile hiicre tiremesi izlenmistir. Hiicre iiremesinin
kiiltiir stiresi boyunca hem Prestoblue analizi hem de DNA miktar tayini ile arttigi
bulunmustur (Sekil 5.12 ve 5.13). Kollajen igeriginin artmasi ile birlikte hiicre tiremesi
kontrol grubu olan chi/nHA-kf doku iskelesine gore 5. giinden itibaren anlamli olarak
artmustir (p<0.05). Bunun sebebi olarak yapiya ilave edilen kollajen tip | bileseninin
iremeye olan pozitif etkisi  gdosterilebilir. Literatiirde de kollajenin tip I’in hiicre
yapismasini, Uremesini onemli Ol¢iide arttigi ve hiicre canliligini korudugu goriilmiistiir
(57,134). Buna ek olarak kitosan/kollajen siispansiyonuna eklenen nanohidroksiapatitin
MC3T3-E1 hiicrelerinin tiremesi ve farklilasmasi tizerinde olumlu etkileri mevcuttur (45).
Thein-Han ve arkadaslar1 (2008) tarafindan kitosan-nanohidroksiapatit doku iskeleleri ile
yapilan ¢alismalarda nanohidroksiapatitin osteoblast hiicrelerinin tiremesi iizerindeki etkisi
aciklanmistir (45). Nanohidroksiapatit partikiillerin kitosan yapisina ilave edilmesi ile
birlikte yapmin yiizey piriizliliigiiniin arttigi ve nanohidroksiapatit igermeyen kitosana
kiyasla 20 kat daha fazla yiizey alaninda sahip oldugu gozlenmistir. Yiizey alanin
artmasinin swrastyla fibronektin - adsorpsiyonunu ve hiicre tutunmasini arttirdigi
belirtilmistir (135). Ayrica, farkli bir ¢alismada MC3T3-E1 pre-osteoblastik hiicrelerinin,
tasidiklar1 kalsiyum algilayici reseptor sayesinde, liremeleri sirasinda hiicre disi kalsiyuma
cevap verdikleri rapor edilmistir (136). MC3T3-E1 hiicreleri, kalsiyum mineralleri i¢eren
yaptya dogru go¢ etmektedir. Beskardes ve ark (2015) tarafindan gergeklestirilen farkl bir
calismada mikrodalga kaynagi kullanilarak siipergdzenekli kitosan ve kitosan-
hidroksiapatit doku iskeleleri tretilmistir (48). Bu calismada hiicrelerin her iki doku
iskelesinde de tutundugu ve ¢ogaldig goriilmiis fakat, hiicre tiremesi en yiiksek oranda HA
varliginda goriilmiistiir. Sonug olarak chi/nHA-kf (kontrol), glioksal-chi80/coll20/nHA ve
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glioksal-chi50/coll50/nHA doku iskeleleri hiicre iiremesi agisindan degerlendirildiginde
tiim doku iskeleleri sabit nHA icerdiginden kollajen igerigi belirleyici olmustur. Kollajen
icerigi arttikga kontrol grubu olan chi/nHA-Kf iskelesine gore anlamli olarak daha yiiksek

MC3T3-E1 hiicre liremesi goriilmiistiir.

MC3T3-E1 hiicrelerin doku iskeleleri iizerine yapigmasi, iiremesi Ve yayilmasi, canliligmin
korunmasi ve farklilasmasi agisindan 6nemlidir. Tez ¢alismasinda, MC3T3-E1 hiicrelerin
yapisinda kollajen igeren glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku
iskelelerindeki yapisma ve yayilmalar1 SEM ile goriintiilenmistir. SEM  goriintiileri
incelendiginde kiiltiiriin 7. ve 14.glinlerinde MC3T3-E1 hiicrelerin chi/nHA-kf (kontrol),
glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA doku iskelelerinin  yiizeyine
yapistiklart ve yayildiklar1 belirgin olarak goriilmektedir (Sekil 5.16-5.21). Doku
iskelelerinin gozenekli ve igsel baglantili yapiya sahip olmasi ile hiicrelerin doku
iskelesinin i¢ bolgelerine dogru yoneldikleri goriilmiistiir. MC3T3-E1 hiicrelerinin nano
boyutlardaki uzantilar ile gézenek duvarlari arasinda kopriiler olusturarak ii¢ boyutlu yapida
tiredikleri goriilmektedir. SEM goriintiilerinden, Prestoblue ve DNA miktar tayini sonuglar ile
paralel olarak, kiiltiiriin 14. giiniinde hiicre yogunlugunun, 7. giiniine oranla arttigi ve doku
iskelesini kapladigi anlagilmaktadir (Sekil 5.16-5.21).

Kemik mineralizasyonun belirlenmesinde Ca*? analizi, ALP aktivitesi tayini ve histolojik
analizler kullanilmistir. Pre-osteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin zamanla minerallesme
fazmna girdigi, mineralize hiicre dis1 matris trettigi ve kemik hiicrelerine farklilagtigi
belirlenmistir (93). Hiicre icermeyen doku iskeleleri kontrol olarak kabul edilmistir. Doku
iskelelerine hiicre ekimi sonrasinda kiltiir siiresindeki artigla  birlikte  kemik
minerilizasyonunda anlamli olarak artis gozlenmistir (Sekil.5.15). Literatiirde,
hidroksiapatit iceren doku iskelelerinde iireyen kok hiicrelerin osteoblastik farklilagma
ortaminda kiiltiirlendikten sonra belirli giinlerde Ca*? mineralizasyonu incelenmistir ve
artan giinle birlikte Ca* mineralizasyonunda artis oldugu bildirilmistir (93,137). Tez
calismasi1 kapsaminda, kiiltiiriin 21.gliniinde parafine gémiilii doku iskelerinden histolojik
kesitler almarak H&E ve alizarin kirmist (ARS) boyamasi gergeklestirilmistir. H&E
boyamasi sonrasinda MC3T3-E1 hiicrelerinin doku iskelelerinde gozenekler igerisinde
tiredigi goriilmiistiir. Alizarin kirmis1 boyamasi sonrasinda hiicre yogunlugunun oldugu

bolgelerde kahverengimsi-siyah renkte dagilmis kalsiyum nodiilleri goriilmiistiir (41).
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Kemik farklilagsmasinin belirlenmesindeki diger biyokimyasal yontemlerden biri de ALP
aktivitesidir. ALP, kemik metabolizmasiyla ve osteoblastlarin farklilasmasiyla iliskili olan
bir kemik matris enzimidir. Bu nedenle ALP aktivitesi, osteoblast farklilagsmasmin
belirlenmesinde en sik incelenen parametrelerdendir (138). ALP aktivitesi, erken donem
farklilagmas1 veya mineralizasyonu olup en yiiksek degerine erken donemde ulagmaktadir
(94). Tez gahismasinda, ALP aktivitesi degerleri DNA miktarina boliinerek normalize
edilmistir. Elde edilen sonuglara gére ALP aktivitesinin chi/nHA-kf doku iskelesi i¢in en
yiiksek oldugu giin 7.giin iken glioksal-chi80/coll20/nHA ve glioksal-chi50/coll50/nHA
doku iskeleleri igin ise 14. giin olarak bulunmustur. Kiiltiiriin 21.glinde ise ALP aktivitesi

anlamli olarak diislis gostermistir (Sekil 5.14).

Kemik fazina ait doku iskelelerinde (chi/nHA-kf (kontrol), glioksal-chi80/coll20/nHA ve
glioksal-chi50/coll50/nHA) MC3T3-E1 hiicre ekimi sonrasi osteoblastik farklilagsmay1
incelemek amaciyla kiiltiiriin 14.giintinde RT-PCR analizi ile OCN, OPN, RunX2 ve Col |
genlerinin ekspresyon seviyelerine bakilmistir (48,139). Sabit nHA varliginda yapiya belli
oranlarda tip | kollajenin eklenmesiyle gen ekspresyon seviyelerindeki degisim
incelenmistir (Sekil 5.23). Literatiirde, Ignatius (2004) ve Mizino (2000) tarafindan
yiiriitiilen benzer ¢alismalarda kollajen tip I’nin kullanildigir doku iskelelerine ait kemige
spesifik genlerin ekspresyon seviyelerine etkileri rapor edilmistir (54,140). Kollajen
oraninin artmasi ile birlikte genlerin ekspresyon seviyelerinde artis meydana gelmistir. Bu
sonug¢ kollajen tip I’in osteoblastik farklilasmada Onemli rolu oldugunu gdéstermistir
(54,141). Subkondral kemik fazi igin gergeklestirilen karakterizasyon ve in vitro hiicre
kiiltiirti calismalar1 sonucunda osteokondral doku iinitesinin dogal gradyan yapisi da goz
oniinde bulundurularak subkondral kemik fazi olarak agirlik¢a %80 kitosan, %20 kollajen
tip I ve %1 (w/v) igeren ¢apraz bagli (glioksal) yapilarin (glioksal-chi80/coll20/nHA)

kullanilmasia karar verilmistir.

6.2. KALSIFIYE KIKIRDAK (GECIiS BOLGESI) FAZINA AiT SONUCLAR

Kalsifiye kikirdak, eklem kikirdak ve subkondral kemik arasindaki yapisal siirekliligi
saglamaya yarayan osteokondral doku iinitesine ait kritik bir arayiizdiir. Bagka bir deyisle,
dogal kikirdak ve subkondral kemik arasinda bir bariyer gorevi goéren, osteokondral
dokunun ara katmanmidir (13). Kemikten kikirdak fazina kadar vaskiiler invazyonun

Oonlenmesi i¢in de c¢ok Onemlidir. Kalsifiye kikirdak bilesenleri tip Il kollajen,
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glikosaminoglikan ve hidroksiapatit bilesenlerinden olusur (142). Dogal osteokondral doku
yapisi Kollajen tip II icerikleri bakimindan kiyaslandiginda en yiiksek yilizdeye kikirdak (%
61,39 +% 0,38) ve ardindan kalsifiye kikirdak (% 20,16 £% 0,96) fazinda rastlanmaktadir.
Aymi sekilde, osteokondral doku yapisina ait fazlar hidroksiapatit igerikleri bakimindan
kiyaslandiginda en yiiksek ylizdeye subkondral kemik (% 85.78 +% 3.42) ve ardindan
kalsifiye kikirdak (% 65.09 + 2.31) sahiptir (15). Yapida bulunan kollajen, kalsiyum fosfat
minerallerinin birikmesi igin U¢lii sarmallar1 olustururak iskele gorevini goriir. Yapida
bulunan diger bilesen olan glikosaminoglikanlar genellikle uzun seker zincirlerinin bir
protein ¢ekirdegine kovalent olarak baglandigi proteoglikan bilesenleridir (143).
Mineralize bir kikirdak matrisine gomiilii hipertrofik kondrositlerden olusan bu ince
tabaka, kikirdaktan kemige mekanik stres iletilmesinden sorumludur (14,15). Tez ¢aligmasi
kapsaminda, kalsifiye kikirdak fazin dogal hiicre dis1 matris bilesenleri goz oniine alinarak
kalsifiye kikirdak fazmin iretilmesinde glikosaminoglikan benzeri kitosan, kollajen tip 11
ve nanohidroksiapatit kullanilmustir. Bu bilesenlerin varhiginda sabit nHA oran1 %0,5 (w/v)
ile farkli oranlara sahip kitosan/kollajen tip 1I/nHA jellerin (100/0, 70/30, 50/50 ve 30/70,
w/w) hazirlanmasinda Bolim 4.4’de agiklanan termal jellesme yontemi kullanilmistir.
Termal jellesme isleminde, hiicre enkapsiile edilmis jel slispansiyonlarmin jellesme siiresi,
hiicre canliliginin korunmasi agisindan 6ne ¢ikmaktadir. Calismalarda kitosan derisimi
%2,5 (%wl/v) olarak belirlenmis ve bu Kitosan derisimi kitosan/kollajen tip II/nHA
jellerinin hazirlanmasinda kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanan kitosan/kollajen tip II/nHA
jellerin akiskan halden beyaz hareketsiz hale geldigi andaki jellesme siireleri 30 dakikay1
ge¢memistir. Bu sonuglar zamanla vizkozite degisiminden belirlenen jellesme stireleri ile
de ortiismektedir (Sekil 5.29). Elde edilen chi/nHA, chi/Coll 1I/nHA 70: 30, chi/coll
I[I/nHA 50:50 ve chi/coll 1I/nHA 30:70 jellerin karakterizasyonuna ATR-FTIR ile
baglanmig olup tiim jellerde karakteristik kitosan ve kollajen pikleri goriilmiis ve jellerin
hazirlanmasinda ayni bilesenler kullanildigindan gruplar arasindaki piklerde belirgin fark

gorilmemistir (Sekil 5.24).

Kalsifiye kikirdak fazina ait jellerin dondurarak kurutma yontemi sonrast SEM ile
morfolojik analizleri gerceklestirilmistir. Matris yapisinin kollajen II miktarma bagli
oldugu agik¢a goriilmektedir (Sekil 5.25). Kollajen tip II igermeyen chi/nHA jel matrisi
acik gozenekli birbirine bagli bir yap1 sergilemistir. Kalsifiye kikirdak fazlarma ait jellerin

kollajen miktar1 arttik¢a fiberlerin ag goriintiisii belirgin olarak ortaya ¢ikmustir. Kollajen
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liflerinin orani, kollajen tip II miktar1 ile artig gostermistir. Chi/col 11/nHA 70:30
hidrojellerinde, kollajen lifleri matris i¢cinde yayilmis ve ag benzeri bir yap1 olusturmustur
(Sekil 5.25). Benzer morfoloji, Stegemann ve ark. (2014), tarafindan hazirlanan
kitosan/kollajen tip | jel yapilarinda da gézlenmistir (57). Chi/col 11 / nHA 50:50 jelinde ise
belirli bolgelerde uzun fiber yapilar ayirt edilmektedir. Chi/coll I1/nHA 30:70 jel yapisinda
ise, acik gozenekler arasinda koprii olusturan, kitosan yapisint kaplayan kollajen fiberler

goriilmektedir (Sekil 5.25).

Tiim jel yapilarin gézenekli ve igsel baglantili morfolojileri SEM analizi ile belirlenmistir.
EDAX analizinde jel yapilara eklenen %0,5’lik (w/v) nHA kaynakli kalsiyum (Ca) ve
fosfat (P) elementleri saptanmistir. Sonug olarak, EDAX verileri tiim jel yapilar igerisinde

goriilen Ca ve P elementlerinden nHA varligin1 dogrulamaktadir.

Hidrojeller, hiicre dis1 matris (ECM) ile benzerlikleri, miikkemmel biyolojik performansi ve
dogal hiicre etkilesimi kabiliyetleri nedeniyle doku miihendisligi uygulamalar1 icin iskele
olarak kullanilmaktadir (144). Jellerin doku iskelesi roliinii iistlenmesi i¢in gbzenekli ve
icsel baglantili yapida olmasi1 gerekmektedir. Cogu jel yapidaki doku iskelelerinde, iskele
gozenekliligi doku olusumuna ve fonksiyonuna onemli katki saglamaktadir (145). Tez
calismasinda, kalsifiye kikirdak fazina ait jellerin gozeneklilik ve icsel baglantililik
degerleri pu-CT ile belirlenmistir. Jellere ait %toplam ve %agik gozeneklilik degerleri
sirastyla ~%82 ve ~%80’nin {izerinde bulunmustur. Kalsifiye kikirdak fazmna ait tiim
jellerde yiiksek i¢sel baglantililik degerleri elde edilmis ve verilerden en yiiksek igsel
baglantililiga sahip jel bileseni chi/coll 11/nHA 70: 30 olarak bulunmustur. Sonug olarak,
hazirlanan jel formlarinin dondurarak kurutma isleminden sonra p-CT analizleri ile agik

gozeneklilige ve igsel baglantililiga sahip yapilar oldugu sonucuna varimistir (Cizelge

5.11).

Kompozit jellerin sisme davraniglar: aragtirilmis ve Cizelge 5.10'da su tutma kapasiteleri
sunulmustur. Fizyolojik ortami saglamak amaciyla sisme deneyi pH 7,4 ve 37 °C’deki PBS
ortaminda gergeklestirilmistir. Tiim kompozit yapidaki jeller, % 95'in lizerinde %su tutma
degerlerine sahiptir. Bu sonug, Kitosan ve kollajenin hidrofilisitesine, benzer gézeneklilik
ve su baglama kabiliyetlerine baglanmistir (146). Yiiksek %su tutma degerleri, jellerin

etkili besin aktarimini destekleyebilecegini gostermektedir (147).
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Kalsifiye kikirdak fazina ait jellerin viskoelastik davranislar1 gergeklestirilen reolojik
analizlerle belirlenmistir. Oncelikle, jellere ait gerilim (deformasyon) tarama testi ile lineer
viskoelastik bdlge (LVR) belirlenmistir. Bunun igin, elastik modiiliin veya depolama
modiiliin (G") gerinim genliginden (strain amplitude) bagimsiz oldugu genellikle lineer
viskoelastik bolge (LVR) olarak bilinen kusursuz elastik davranigin gozlendigi bolgenin
belirlenmesi amaciyla (wo= 1 Hz) ve % 0,001-1 deformasyon araliginda gerinim tarama testi
uygulanmistir. Dinamik frekans tarama testi icin LVR boélgesi % 0,01 olarak segilmistir. Jellere
ait jellesme sicakligini ve siiresini belirlemek amaciyla chi/coll II/nHA 50:50 bileseni se¢ilmis
ve viskozite Ol¢timleri gergeklestirilmistir. Chi/coll II/nHA 50:50 siispansiyonuna ait
viskozitede ani artig 37°C'de gorilmistir (Sekil 5.25). Jel viskozitesindeki ani artis
stispansiyon halden jel haline gegisin basladigini gostermektedir. Bu sonug, fizyolojik
sicaklikta (37°C) termal jellesmenin gergeklestigini gostermistir. Jellesme siiresi viskozitedeki
degisim degerlendirilerek 24 dakika olarak belirlenmistir. Frekans tarama analizlerinden elde
edilen sonuglar, chi/nHA ve chi / col 11 / nHA jelleri igin Sekil 5.27'de ve Cizelge 5.10'da
gosterilmistir. Depo modiilii (G'), jellerin elastik 6zelligi ve yapisinda ne kadar enerji
depolandig1 hakkinda bilgi verirken, kayip modiil (G'") malzemenin viskoz 6zellikleri ile
bir dongii boyunca yapilardan kaybedilen enerji hakkinda bilgi verir. Sekil 5.27°den elde
edilen sonuglar tiim hidrojel bilesimlerinde G’ degerinin G’ degerlerinden biiyiik
oldugunu gostermektedir. Bu durum tiim jel yapilarin, yiiksek elastisite ve diisiik viskozite
ile tamimlanan viskoelastik davranisa sahip olduklar1 sonucunu ortaya koymaktadir. Kayip
modiil degerinin tan 6<1 olmasi malzemenin viskoz 6zellikten ¢ok elastik 6zellige sahip
oldugunu gosterir (148). Jellere ait hesaplanan degerin tan 8<1 olmasi viskoelastik ve ideal
jel ozelliklerine sahip oldugunu géstermektedir. Polimer hidrojellerin géz boyutu (mesh
size, &) ve capraz baglar arasi ortalama molekiil agirligi (M) 6nemlidir. Bu baglamda, & ve
M. degerleri kauguk esneklik teorisi (rubber elastic theory) kullanilarak hesaplanmistir
(149). Gozenek boyutu (mesh size), capraz bagl jel yapilarda makromolekiil zincirleri
arasindaki mesafenin bir Ol¢iisiidiir, kisaca iki karsilikli ¢apraz bag noktasi arasindaki
mesafedir (150). Kollajen tip 1I'nin yapiya eklenmesi ¢apraz bag yogunlugu ve ortalama
gozenek boyutu tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Chi/nHA jellerinde, en diisik Mc ve &
ile mekanik olarak en saglam jeller elde edilmistir. Kollajen tip II igeren jeller hemen
hemen ayni & (24-27 nm) ve M. (91,61-94,39 kg/mol) degerlerine sahiptir.
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Jellerin reolojik davranislarinin yanisira mekanik dayanimi da 6nemli parametrelerdendir.
Tez ¢alismasi1 kapsaminda hazirlanan ve farkli bilesenlere sahip jellerin gerilim-gerinim
egrileri Sekil 5.24'te gosterilmis ve bu egrilerin dogrusal bolgesinden basma modiil
degerleri hesaplanmistir. Mekanik test ¢calismalar1 sonucunda sabit nHA varliginda artan
kollajen orani ile birlikte jellerin mekanik dayanimimda diisiis gozlenmistir (Sekil 5.30).
Minimum basma modiilii kollajen igerigi bakimindan en zengin olan chi/col 11/ nHA 30:70
jel bileseminde goézlenmistir. Benzer sonuglar literatiirde, Chicatun ve ark. (2011)
tarafindan tretilen Kitosan/kollajen tip I jel calismalarinda da goriilmiistiir (151). Kitosan,
hiicre dis1 matrisinde bulunan glikoazminoglikanlara (GAG) benzerligi ile GAG yapisini

simiile ederek yapidaki kollajen agina baglanir ve artan mukavemet saglar.

Kalsifiye kikirdak fazina ait jellere enkapsiile edilmis ATDCS hiicrelerinin tiremeleri ii¢
farkli yontemle (Prestoblue, %hiicre canlilik ve DNA miktar tayini) incelenmistir.
Prestoblue analizi sonucunda iiremeyle dogru orantili olarak absorbans degerlerinde artig
gozlenmistir (Sekil 5.31). ATDC5 enkapsiile edilmis jellere ait %hiicre canliligi konfokal
mikroskobu ile belirlenmis olup, kiiltiirtin 7.giinlinde jel icerisinde homojen dagilmis canli
hiicreler gériintiilenmistir. Yiiksek yesil floresan, artan kollajen tip II i¢erigi ile artan hiicre
yogunlugunu gosterir. Kiiltiir siiresince DNA miktarindaki artis kantatif olarak Picogreen
ile belirlenmistir (Sekil 5.32). Tim ii¢ yontemde de kollajen igeriginin artisiyla birlikte
hiicre tiremesinde artis saptanmustir. En yiiksek kollajen II igerigine sahip olan chi/col
I1/nHA 30:70 jellerde, 21 giin sonunda en yliksek hiicre tiremesi goriilmiistiir (Sekil 5.33).
Literatiirde de goriildigii gibi, kollajen tip II’nin yapiya girmesiyle birlikte hiicre
canliliginin korunmasinda ve hiicre tiremesinde olduk¢a 6nemli artis gozlenmistir (152).
Kollajen tip Il yapisindaki amino asit dizilerinde bulunan RGD gibi hiicre baglama
bolgelerinin  varhigr integrin araciligr ile hiicre etkilesimini ve hiicre ¢ogalmasini

tetiklemektedir (61).

Kalsifiye kikirdak fazlarma ait GAG ve toplam kollajen miktar tayini kiiltiiriin 7., 14. ve
28.giinlerinde belirlenmis olup her iki analiz sonucunda da yapidaki kollajen igeriginin
artigtyla birlikte hem GAG hem de toplam kollajen miktarlarinda artis meydana gelmistir
(Sekil 5.35-5.36). Kondrojenik fenotipin énemli bir belirteci olan GAG birikimi, jellerin
kollajen II iceriginden etkilenmistir (91). Ozellikle, en yiiksek kollajen II igerigine sahip
olan chi/col 11 /nHA 30:70 jellerindeki ATDCS hiicreleri, 28 giin sonunda istatistiksel
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olarak anlamli derecede daha yiiksek GAG birikimi sergilemistir (p <0.001). Kollajen tip 11
iceriginin artmasinin, ATDCS5 hiicrelerini kondrojenik farklilasmaya yonlendiren uyarici
bir etki olusturdugu sdylenebilir. Sonuglar, jel bilesimindeki daha yiiksek kollajen tip 1l
iceriginin kikirdak benzeri matris olusumu i¢in faydali olabilecekken, diisiik kollajen II
iceriginin kalsifiye-kikirdak benzeri bir matris olusumu i¢in destek saglayacagini

gostermektedir.

Kondrosit hipertrofisi ve kalsifikasyonun 6nemli belirteglerinden olan ALP aktivitesi
kiiltliriin 7., 14. ve 21. giinlerinde incelenmis Ve artan giinle beraber diisiis gdstermistir. En
yiiksek ALP aktivitesi, tiim hidrojel gruplar1 igin kiiltiiriin 7. giiniinde goézlenmistir.
Kalsifiye kikirdak yapisinda, ALP erken donemde eksprese olmakta ve kalsifikasyon
siirecinin ilk evresinde yer almaktadir. Diger genlerin (COL X, RunX2 ve Mmp-13)
ekspresyon seviyelerindeki artis ile birlikte ALP aktivitesinin azaldig: bildirilmistir (94).
Tez calismasi kapsaminda, kiiltiiriin 14. ve 21. giinlerinde, tiim hidrojel gruplar1 (chi/nHA,
chi/coll 11/nHA 70: 30, chi/coll 11/nHA 50:50 ve chi/coll 11/nHA 30:70) i¢in ALP aktivitesi
azalmistir (p <0.05). Kiiltlirtin 7. ve 14. ve 21. gilinlerinde gruplar arasinda anlamli fark
bulunmamistir. Bu durum, tiim hidrojel gruplarina esit miktarda nanohidroksiapatit
eklenmesi ile agiklanabilir (14,27,93,153,154) (Sekil 5.37-38).

ATDC5 hiicrelerin, kalsifiye kikirdak olusumundan sorumlu hipertrofik hiicrelere
farklilagsma potansiyeli RT-PCR ile analiz edilmistir. Calismalarda, kollajen tip Il oraninin
hipertrofik hiicre farklilasmasina olan etkisi incelenmistir. Bunun i¢in, fare kokenli pre-
kondrojenik ATDCS hiicrelerinde hipertrofiye 6zgii olan ve kalsifikasyonda gorev alan Col
X, RunX2 ve Mmp-13 genlerinin kiiltirin 7., 14., ve 2l.giinlerinde ekspresyon
seviyelerindeki degisim incelenmistir (155-157). Col X geninin kondrosit hipertrofisi ile
iligkili oldugu bilinmektedir (14,158). Kiiltiirin 21. giinlerinde chi/nHA ve chi /col
II/nHA 70:30 hidrojelleri i¢in yiiksek diizeyde Col X ekspresyonu tespit edilmistir.
Chi/col 11/nHA 50:50 ve chi/col 1I/nHA 30:70 jelleri igin ise Col X ile ilgili herhangi bir
ekspresyon seviyesi gozlenmemistir. Runt transkripsiyon faktor ailesinin bir {iyesi olan
RunX2'nin hipertrofik kondrosit farklilagmasma neden oldugu bilinmekte ve RunX2
ekspresyonunun hipertrofik ATDCS5 hiicrelerinde artan kiiltiir siiresi ile arttig1
bildirilmektedir (157). RunX2'nin, chi/nHA ve chi /col 11/nHA 70:30 jellerine enkapsiile

edilmis ATDCS hiicrelerinin 21 giinliik kiiltiirii sonrasinda ekpresyon seviyelerinde artis
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gozlenmistir. Chi/col II/nHA 70:30 jeline ait RunX2 genindeki ekspresyon seviyesi,
chi/nHA jeline kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Mmp-13'in
hipertrofik kondrositlerde eksprese oldugu bilinmektedir (157).

Chi/nHA jeline kiyasla, chi/col II/nHA 70:30 jelinde daha yiilksek MMP-13 gen
ekspresyon seviyesi gozlenmistir. Khanarian ve arkadaslari (2012) tarafindan yapilan
caligmada aljinat-hidroksiapatit jelleri igersinde kiiltiirlenen birincil eklem kondrositlerinin
COLX ve MMP-13 genlerinin ekspresyon seviyelerinde yiikselme gozlenmis, fakat RunX2
ekspresyonuna rastlanmadigi rapor edilmistir (14). Tez ¢alismasinda ATDCS hiicrelerinin
hipertrofik farklilagsmasi, Col X, Mmp-13 ve RunX2 belirteglerinin ekspresyonu ile
dogrulanmustir. Bununla birlikte, ATDCS hiicrelerinin hipertrofik farklilasma egiliminin,
hidrojellerin bilegsimine bagh oldugu bulunmustur. Kollajen tip II igeren jeller gruplari
icinden sadece chi /col II/ nHA 70:30 bileseminde hipertofik genler (Col X, Mmp-13 ve
RunX2) tespit edilmistir (Sekil 5.32). Tip Il kollajen igerigi (chi/coll II/nHA 50:50 ve
chi/coll 1I/nHA 30:70) arttikga, hipertrofik markorlerin hi¢ biri ATDCS5 hiicreleri
tarafindan eksprese edilmemistir. Ayrica, chi/coll 1I/nHA 50:50 ve chi/coll II/nHA 30:70
jel bilesenleri i¢in GAG analizinden yliksek GAG miktar1 elde edilmistir. Bu sonuglar,
daha yiiksek kollajen tip II igeriginin ATDCS5 hiicrelerinin hipertrofik farklilasmasi igin
faydali olmadigmi gostermektedir. Bununla birlikte, belirli miktarda kollajen tip Il'nin
dahil edilmesi, Mmp-13 ve RunX2'nin ekspresyonunu tetiklemek i¢in 6nemli bir role
sahiptir. Chi/col II/nHA 70:30 jellerinde kiiltiirlenen ATDCS5 hiicrelerine ait hipertrofik
ekspresyon seviyeleri Chi/nHA (kontrol) grubuna kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 5.38).

Tez c¢alismasi kapsaminda kalsifiye kikirdak fazina ait jeller ile histolojik analizler
gerceklestirilmistir. Hiicre igermeyen jel yapilar (chi/nHA, chi/coll 1I/nHA 70: 30,
chi/coll 11/nHA 50:50 ve chi/coll I1I/nHA 30:70) H&E, Picrosirius red, Masson's
trichrome ve Alcian blue boyamas: ile incelenmistir (Sekil 5.39-40). H&E boyamasi
sonucu jel derinligi boyunca diizgiin hiicre dagilimi ve matris benzeri birikim gozlenmistir
(Sekil 5.39-40). Kiiltiiriin 28.gliniinde ATDC5 hiicreleri ile gergeklestirilen Picrosirius red
ve Masson's trichrome boyamasi sonucunda kollajen tiretimi artmus ve her jel grubunda da

anlamli derecede daha yiiksek kollajen icerigi gorilmiistiir. Alcian blue ile histolojik
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boyamalar sonucu GAG birikimi tiim jel gruplarinda goriilmiis olup en belirgin boyama
chi/nHA, chi/coll I1/nHA 70:30 bilesenlerinde goriilmiistiir.

6.3. KIKIRDAK FAZINA AIT SONUCLAR

Osteokondral doku tiinitesine ait kikirdak fazinin dogal yapis1 géz oniinde bulundurularak
kikirdak fazinin bilesenlerinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar gergeklestirilmistir.
Osteokondral doku iinitesine ait kikirdak fazinda kollajen fiberlerinin varligi, yapisal ve
elastik mukavemetin artmasini saglar (3,159). Bu nedenle, kikirdak fazmin yapismi taklit
etmek amaciyla GAG benzeri kitosan ve dogal kikirdak yapisinda bulunan kollajen tip 11
kullanilmigtir. Kollajen tip II’nin kondrojenik farklilagmasi iizerindeki onemli etkisi
bilinmektedir (58,61,152). Optimum bilesimin belirlenmesine yonelik olarak B-GP ve
genipin c¢apraz baglayicilar1 ile gapraz baglanmis ii¢ farkli bilesimde (chi100/coll0
(kontrol), chi50/coll50 ve chi30/coll70) jel ile c¢alismalar yiiriitiilmistir. Jellesme
parametreleri kalsifiye kikirdak fazin bilesenlerine benzediginden jellesme aymi sartlar
altinda gerceklestirilmistir. Kikirdak fazina ait jel yapilarma kalsifiye kikirdak fazindan
farkli olarak nHA ilave edilmemistir. Oncelikle, ATR-FTIR ile yapilarin kimyasal analizi
gerceklestirilmistir. Kitosan ve kollajen yapilar1 benzer pikler i¢erdiginden pikler arasinda
onemli kimyasal fark goriilmemistir (Sekil 5.41). SEM analizi ile kikirdak fazna ait {i¢
farkli jel yapisinda da gozeneklilik ve igsel baglantililik goriilmiistiir (Sekil 5.42). Bu sonug
kikirdaga ait bilesenler olarak tiretilen jel gruplarinin besin ve oksijen alis verisi gibi
onemli Ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Reolojik analizler sonrasinda %0,01
gerinim (strain) degerinde en yiiksek depo modiiliine sahip jeller sirasiyla chi (476,16 Pa),
chi50/coll50 (289,68 Pa) ve chi30/coll70 (125,62 Pa) yapilar1 olarak bulunmustur (Sekil
5.43-5.44). Kalsifiye kikirdak fazinda gergeklestirilen ¢alismalarda oldugu gibi kikirdak
fazina ait olan jellerde de kayip tanjant modiilii tan <1 olarak bulunmus ve jellerin
viskoelastik 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Gézenek boyutu (mesh size, &) ve
capraz baglar arasi ortalama molekiil agirligi (Mc) gibi ag parametreleri kikirdak fazi igin
de hesaplanmistir. En diisiik Mc ve & ile mekanik olarak en saglam yapi chil00/coll0
jellerinde elde edilmistir. Ardindan en saglam jel yapilari sirasiyla chi50/coll50 ve
chi30/coll70 jelleri olarak bulunmustur. Kikirdak fazina ait jellerin %su tutma kapasiteleri
sirastyla 73,60+0,2; 89,69+0,5 ve 80,84+0,6 olarak belirlenmistir (Cizelge 5.15). Kollajen

iceren yapilardan en yiiksek depo modiiline ve %su tutma kapasitesine sahip olan
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chi50/coll50 bilesimindeki jel kikirdak faz yapisi olarak segilmistir. Bu sonuglarin yanisira,
chi50/coll50 segilmesinde dogal kikirdak yapist da belirleyici olmustur. Kikirdak fazi
olarak segilmis olan chi50/coll50 jeline ait u-CT sonuglari jel yapidaki %agik ve toplam
gozeneklilikligin ~%90 degerinin iizerinde oldugunu gostermektedir (Sekil 5.16).

Kikirdak faza ait chi50/coll50 jelleri ile in vitro hiicre kiiltiiri galismalar1 gergeklestirilmis,
ATDCS hiicre tiremesi ve GAG miktari tayin edilmistir (Sekil 5.49). Prestoblue ve DNA
miktar tayini ile iireme degerlerinde giin bazinda artan giinle birlikte 21.giline kadar artis
gozlenmistir (Sekil 5.46-5.48). Kiiltiiriin 7. gilintinde konfokal mikroskobu ile yiiksek
Y%hiicre canliligr saptanmustir (~%90) (Sekil 5.47). Kikirdak dokusuna spesifik olan GAG
birikimi artan giinle birlikte artis gostermistir (Sekil 5.49). H&E boyamasi ile homojen
hiicre dagilimi gézlenmistir. Gergeklestirilen in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sonucunda
osteokondral doku tinitesine ait kikirdak yapisi olarak chi50/coll50 bileseminin uygun

olduguna karar verilmistir (Sekil 5.50).
6.4. OSTEOKONDRAL DOKU UNITESINE AIT SONUCLAR

Tez kapsaminda iiretimi gergeklestirilen doku iskelesi ve jel yapilar, dogal osteokondral
dokunun yapisi, bilesenleri ve 6zellikleri gozoniinde bulundurularak tasarlanmistir. Bunun
icin, osteokondral doku {initesi bilesimi, her bir faza ait ¢alismalardan elde edilen yapisal
karakterizasyon ve in vitro hiicre kiiltiir sonuglar1 degerlendirilerek belirlenmistir. Dogal
osteokondral dokunun bilesenleri goz oniinde bulundurularak gerceklestirilen tasarimda,
kikirdak fazin glikozaminoglikan ve kollajen 1l igeriklerini taklit etmek amaciyla
kitosan/kollajen tip II hidrojeller, kalsifiye kikirdak fazin organik ve inorganik bilesenlerini
taklit etmek amaciyla hidroksiapatit igeren kitosan/kollajen tip 11 jellerin sentezi
gerceklestirilmistir. Subkondral kemik fazinin olusturulmasi amaciyla GAG benzeri yapiya
sahip dogal kitosan polimeri, ve dogal kemik hiicre dis1 matrisinde bulunan kollajen tip I,
nanohidroksiapatit ile katkilandirilarak dondurarak kurutma yontemiyle gozenekli yapida
doku iskeleleri tretilmistir. Osteokondral dokuyu biyomimetik olarak taklit edebilmek
amaciyla kalsifiye kikirdak fazda bulunan hidroksiapatit icerigi kemik fazina gére daha
digiik oranda kullanilmistir. Kollajen tip II igerigi bakimindan kalsifiye kikirdakta,
kollajen tip II igerigi kikirdak faza oranla daha diisiik yiizdede jel bilesimine eklenmistir.
Bu baglamda, gradyan yapidaki osteokondral doku iinitesinin fazlarina ait bilesenler;
glioksal-chi80/coll20/nHA bilesiminden olusan subkondral kemik, Chi/Coll 11/nHA 70:30

156



bilesiminden olusan kalsifiye kikirdak ve chi50/coll50 bilesiminden olusan kikirdak fazlar1

olacak sekilde belirlenmistir.

Osteokondral doku miihendisliginde ¢ fazli ve gradyan yapida fazlarin bir araya
getirilerek iiretiminde yap1 biitiinliigli agisindan zorluklar bulunmaktadir (3). Literatiirde,
gerceklestirilen osteokondral doku miihendisligi ¢alismalarinda genel olarak tek fazli
(monophasic) veya iki fazli (biphasic) yapilara rastlanmaktadir (3). Bu yaklagimlarla
tiretilen yapay doku iskelelerinde subkondral kemik ve kikirdak arasinda yer alan arayiizey
(kalsifiye kikirdak) genellikle ihmal edilmistir. Kalsifiye kikidak fazi1 subkondral kemik ve
kikirdak arasinda bariyer olusturarak sert gecisleri ve kemikten gelen damarlagmay1
engelleme gibi 6nemli bir role sahiptir. Son zamanlarda, birgok arastirmaci ara faz ile
(kalsifiye kikirdak fazi) birlikte gradyan yapida doku iskeleleri gelistirilmesi iizerine arastirma
yapmakta ve osteokondral doku iskelelerinin ¢ok fazli (multiphasic) olarak iiretimine

yonelik gerceklestirilen ¢alismalar 6ne ¢ikmaktadir (160).

Tez caligmasinda, osteokondral doku {initesinin morfolojik yapist1 Taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenmistir (Sekil 5.52-5.53). Osteokondral doku {initesinin
kesitinden aliman SEM goriintiilerinde, birbirine igsel baglantili gozenekli ve gbzenek
biiyiikliigiinde degisiklik gosteren yap1 agik¢a goriilmektedir (Sekil 5.53). Goézenek
biiytikligliniin  subkondral bolgeden kondral bolgeye dogru gidildikge diistiigii
goriilmektedir. Benzer sonu¢ Radhakrishnan ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada
farkli oran HA igeren aljinat/poli (vinil alkol) (PVA) polimerik karisimi ile hazirlanan
osteokondral doku iskesinin karakterizasyon g¢alismalarinda da goriilmistiir (100). Doku
tinitesinin SEM analizine ek olarak %gozeneklilik ve igsel baglantililik degerleri pu-CT
analizi ile de dogrulanmistir. Osteokondral doku tinitesinin 3 boyutlu p-CT goriintiilerinde
fazlar arasindaki ayirim net olarak goriilmektedir (Sekil 5.55 ve Cizelge 5.17). Ayni
zamanda fazlarin kesintisiz olarak birbirleri tizerinde istiflendigi ve entegrasyonun saglandigi
goriilmistiir. Gradyan osteokondral doku yapisindaki doku iskelesine ait farkli fazlardaki
degisen gozeneklilik ve morfolojik yap1 agik¢a ayirt edilebilmektedir. Osteokondral doku

tinitesine ait %toplam gozeneklilik ~%90,07 olarak bulunmustur.

Ostekondral doku iinitesi ile yiiriitiilen hiicre kiiltiir cahsmalarinda, kikirdak ve kalsifiye

kikirdak jel fazlarma ATDCS enkapsiile edilmis, kemik doku iskelesine ise MC3T3-E1
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hiicreleri ekilmistir. Hiicrelerin bulunduklar1 ortama ve doku iskelesine uyum saglamlari
amaciyla bir hafta siireyle fazlar ayr1 ayri kiiltlirlenmistir. Sonrasinda li¢ faz biraraya
getirilerek doku tiniteleri hazirlanmistir. Hazirlanan doku {initeleri her iki hiicre tipini de
icerdiginden (MC3T3-E1 ve ATDCS5) in-vitro hiicre kiiltiirii ko-kiiltiir besi ortami
icerisinde gerceklestirilmistir. 21 giin devam eden kiiltiir boyunca hiicre canliligt MTT
analizi ile gosterilmis, kiiltlir siiresi boyunca DNA miktar1 artmistir (5.59-5.60). Kiiltiir
sonunda alinan Orneklerin histokimya ve immiinhistokimya boyamalarmi incelendiginde,
Picrosirius-red boyamasinin en fazla kalsifiye kikirdak ve kikirdak fazlarinda gozlendigi
sonucuna varilmistir. Kollajence zengin olan fazlar i¢in bu sonu¢ beklenen bir durumdur
(Sekil 5.64). Kikirdak dokuya spesifik alcian blue boyamasi ise en yogun olarak kikirdak
faz bolgesinde gorilmiistiir. Kemik fazdaki hiicre mineralizasyonunun desteklemek
amaciyla gergeklestirilen Alizarin red boyamasi ise beklenenden daha zayif bir boyama ile
sonu¢lanmistir. Kemik fazi1 doku iskelesi yapist olarak diger fazlardan farklidir. Kikirdak
ve kalsifiye kikirdak fazlari jel yapida hiicreleri enkapsiile etmektedir. Kemik fazda ise
hiicreler {i¢ boyutlu doku iskelesi lizerine ekilmektedir. Hiicre dagilim1 jel matris yapilara
gore daha lokalizedir. Bu sebeple yogun mineral boyamasmin goézlenemedigi
diistiniilmistiir. Osteokondral doku tinitesinin in-vitro kiiltiirii sonrasinda yapilar ayni
zamanda immiinhistokimyasal boyama islemine tabi tutulmustur. Her faza spesifik olan
Coll, Col II ve Col X i¢cin uygun antikorlar kullanilarak boyama islemleri
gerceklestirlmistir (Sekil 5.65). Bu boyamalar sonucunda en kuvvetli boyanma, kikirdak
fazindaki Col II boyamasidir. Kikirdak dogal ECM yapisinin iyi taklit edildigi ve ATDCS
hiicrelerinin kondrosit karakteri gelistirerek farklilastiklar1 sonucuna varilmistir. Kemik
fazma 6zgli Col 1 boyamalarinda ise, en altta bulunan kemik fazmin 6zellikle kenar
bdlgelerinde boyamanmn etkin oldugu goriilmektedir. H&E boyamalarda da hiicrelerin
yogun olarak doku sikelesi kenarlarina yerlestigi goriilmiistiir. Kalsifiye kikirdak faza ait
Col X boyamast en zayif boyamanin elde edildigi katmandir. Hiicrelerin doku {initesi
icerisinde ara fazda bulunan kalsifiye kikirdak yapisinda siirdiiriilen kiiltiir boyunca Col X
sentezi diisiik bulunmustur. Her doku tabakasma ait spesifik boyamalardan elde edilen
sonuglar, RT-PCR analizi yapilarak desteklenmistir. MC3T3-E1 ve ATDCS igin ortak
bagil genin tespitinin ardindan gergeklestrilen caligmalarda Col I, Col 11, Col X, MMP 13
genleri analiz edilmistir (Sekil 5.66). Elde edilen sonuglar her doku katmanina spesifik

genlerin tamaminin eksprese oldugunu gostermektedir. Bu sonug, osteokondral doku
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iinitesi bilesiminde ve ko-kiiltiir ortaminda kikirdak, kalsifiye kikirdak ve kemik
dokularina spesifik farklilasmanin gergeklesebildigi sonucunu dogurmaktadir.

Osteokondral doku iinitesinin in-vivo sartlarda biyouyumlulugunun incelenmesi amaciyla
gerceklestirilen c¢alismalar sonucunda, doku iinitesinin 14 giin sonunda yapisal
biitiinligiinii koruyarak subkutan bolgeden alindigi sonucuna varilmistir. Kitosan igeren
doku iskeleleri ve jel yapilarda karsilasilan yogun notrofil reaksiyonu bu calismada da
goriilmiistiir. Kitosanin notrofiller icin dogal bir kemoatraktan olmasi bu yogun
enflamutuar cevabi olusturmustur. H&E boyamalar incelendiginde, nétrofillerin yanisira

makrofajlar da goriilmiistiir (Sekil 5.67).

Tez calismasi kapsaminda, elde edilen sonuclar degerlendirildiklerinde, tasarimi ve iiretimi
gergeklestirilen oteokondral doku iinitesinin dogal hiicre dig1 matris (ECM) yapisina benzer
biyomimetik gradyan yapida oldugu ve hem osteoblastik hem de kondrosit hiicreleri
destekledigi sonucuna varmak miimkiindiir. Hiicre farklilasmasini 6nemli 6l¢giide etkileyen
biiylime faktorleri kullanilmadan sentezlenen osteokondral doku iinitesinde, pre-
osteoblastik (MC3T3-E1) ve pre-kondrojenik (ATDCS5) hiicre hatlar ile yiiriitiilen in-vitro
ko-kiiltiir ¢alismalari, elde edilen yapmin hiicre tiremesi ve farklilasmasini destekledigi
yoniinde sonuglar sunmaktadir. Tez galismasi kapsaminda elde edilen bu yapilarin her bir
fazma dokuya spesifik biiyiime faktorleri ilave edilerek, ayni bilesimdeki yap1 kok hiicreler
icin de bir nis gorevi gorebilir. Tez ¢aligmast kapsaminda biyouyumlugun
degerlendirilmesi amaciyla BALB/c fareleri kullanilmis olup, doku iinitesinin in-vitro
ortamda etkinliginin netlestirilmesi amaciyla tavsan gibi daha biiyiik hayvan modellerinde

osteokondral defektlere direk olarak uygulanmasi gereklidir.
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EK 3: DNA KALIiBRASYON GRAFIGIi
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EK 5: GAG KALIBRASYON GRAFIGi
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EK7: KAUCUK ESNEKLIK TEORISI (RUBBER ELASTIC THEORY) ILE
CAPRAZ BAGLAR ARASI ORTALAMA MOLEKUL AGIRLIGI (Mc) VE GOZ

BOYUTU (MESH SiZE) HESAPLANMASI

CPRT
G'p

M, =

= ()™

C= %polimer konsantrasyonun hesaplanmasi

0% c= 2@ 1100 (%wiv)

¢ozici (ml)
p ortalama polimer yogunlugu
R=8,314 J/mol

T=298 K (25 °C)

G' depo modiiliiniin en yiliksek degeri (reolojik verilerden).

NA=6.02 x 10% mol*
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EK 8: HISTOLOJIiK BOYAMA PROTOKOLU

Fiksasyon Protokolii

%10 (v/v) formalin ile doku iskelelerinin fiksasyon islemi

Formalinle fikslenmis olan doku iskeleleri, histolojik kasetler igerisine yerlestirilir.
Doku iskelelerini igeren kasetler %70’lik (v/v) etanol igerisinde 30 dk bekletilir.
Kasetler, daha sonra %95’lik (v/v) etanol igerisine alinir ve 30 dk bekletilir.
%951k (v/v) etanol yenisiyle degistirilir ve kasetler bir 30 dk daha bekletilir.
Kasetler, %100’lik etanol igerisine alinir ve 30 dk bekletilir. Bu basamak %100’ Lik
yeni etanol ¢cozeltisiyle iki kere daha tekrarlanir.

Kasetler, etanol basamaklarindan sonra ksilen igerisine transfer edilir ve ksilen
icerisinde 30 dk bekletilir. Bu basamak yeni ksilen ¢ozeltisiyle bir kez daha
tekrarlanir.

Kasetler, ksilen basamagindan sonra parafin icerisine koyulur ve bir gece bekletilir.

Ustteki anlatilan prosediir tiim boyamalar i¢in uygulanmistir.

Alizarin red boyamasi

Kesit: 8 um parafin kesit

Alizarin red ¢6zeltisinin hazirlanmasi:

Alizarin red (2 gr) 100 ml distile suda ¢oziinir.

Aseton-ksilen ¢ozeltisinin hazirlanmast:

Aseton (50ml) ve ksilen (50ml) karistirilir.

Prosedir

Deparaffinize olmus kesitler distile sudan gegirilir.
Alizarin red ¢ozeltisinde 5 dk bekletilir.
Aseton-ksilen ¢ozeltisinde (2 ayr1 kapta) kesitler temizlenene kadar durulanir.

Kurutulduktan sonra lamelle kapatilir.
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Alcian blue

KESIT: 8 um parafin kesit

%?3 (v/v) asetik asit ¢dzeltisi hazirlanir.

Alcian blue ¢6zeltisinin hazirlanmast:

1 gr Alcian blue (8GX), 100ml %3 asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziintir.

Prosedur

e Deparafinize olmus kesitler distile sudan gegcirilir.

o 9%3’lik asetik asit ¢ozeltisinde 3 dakika bekletilir.

e Alcian blue ¢ozeltisine alinir ve 30 dakika bekletilir.

e 5 dk siire ile gesme suyunda yikanir.

e Distile suda durulanir.

e 5 dakika nuclear fast red (NFR) ¢ozeltisinde bekletilir.

e 1 dakika akar suda yikanir ve distile suda durulanir.

e %95’lik etil alkolde 2 dk bekletilir,kurutulur, 2dk ksilende bekletilir ve kapatma

islemi gerceklestirilir.

Masson’s Trichrome

KESIT: 8 um parafin kesit

Biebrich scarlet i¢in %1°1lik 90ml asit fuchsin ve %1°lik 10ml glacial asetik asit karistirlir.
Phospmolybdic-phosphotungstik Asit ¢ozeltisi:

5 gr Phosphomolybdic acid ve 5 gr phosphotungstic acid 200ml distile suda ¢oziinir.

Light green hazirlanmast:

5 gr light green, 2ml glacial asetik asit ve 250ml distile suda ¢oziintir.
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%1°lik asetik asit ¢ozeltisi.

Prosediir

Deparafinize edilen kesitler distile sudan gegirilir.

Bouin’s ¢ozeltisinde 56 °C’de etiivde 1 saat bekletilir.

Sicak ¢ozelti oda sicakliginda 10 dakika daha bekletilir.

Akar suda temizlenene kadar yikanir ve distile sudan gecirilir.
Harris hematoksilende 5 dakika bekletilir.

10 dakika akar suda yikanir ve distile sudan gegirilir.

Biebrich scarlet-asit ¢6zeltisinde 15 dakika bekletilir.

Distile suda durulanir.

Phospmolybdic-phosphotungstic asit ¢dzeltisinde 15 dk bekletilir.
Light green soliisyonunda 30 saniye bekletilir.

%95’lik etil alkolde yikanir ,kurutulur ve kapatilir.

Picrosirius red boyamasi

KESIT: 8 um parafin kesit

%1°lik sodyum hidroksit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 gr sodyum hidroksit 100 ml distile suda ¢oziiniir.

Alkalin alkol ¢6zeltisi

100 ml 80%’lik etil alkol,1 ml sodyum hidroksit ile karigtirilir.

Picrosirius red ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1gr Picrosirius red (F3BA) 100ml distile suda ¢oziiniir.

0,1 M Borat tampon ¢6zeltisi, ph 9.0

0,1 Sodyum borat 38.1gr,1000ml distile su ile ¢oziiniir

Mayers hematoksilen uygulanir.
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Prosedur

e Deparafinize yapilan kesitler distile sudan gegirilir.
e Akar suda 5 dk durulanir.

e [ gece %10’lik formalinde bekletilir.

e 15 dk akarsuda yikanir ve distile suda durulanir.

e Alkalin alkolde 1 saat bekletilir.

e 10 saniye distile suda durulanir.

e Picrosirius red ¢ozeltisinde 60 °C’lik etiivde 70 dakika bekletilir.
e 2 ayri tampon ¢ozeltisinde durulanir.

e 5 dk akar suda yikanir ve distile suda durulanir.

e 5 dk Mayer’s hematoksilende bekletilir.

e 10 dk akarsuda yikanir ve distile suda durulanir.

e 2 dk etil alkolde bekletilir ve kurutulup kapatilir.
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