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Sunulan tez caligmasi kapsaminda kemik dokunun dogal iyilesme siirecinde varligi
bilinen ve hiicresel fonksiyonlar iizerinde ¢cogalma ve farklilagsma gibi degisik etkilere
sahip olan iki farkli biiyiime faktoriiniin, kontrollii ve sirali salimini gerg¢eklestirmek igin
bir sistem tiretilmis ve kemik doku miihendisliginde kullanim potansiyeli arastirilmistir.
Bu amagla tez kapsamindaki c¢aligmalarin ilk asamasinda biliylime faktorlerinin
yiiklenecegi poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV) ve jelatin partikiillerin
sentez kosullarmin belirlenmesi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Emiilsiyon
difiizyonu yontemi ile hazirlanan PHBV partikiillerin karakterizasyon c¢aligmalari
kapsaminda SEM, TEM, DSC, FTIR, parcacik boyut dagilimi ve degradasyon
calismalar1 ylritiilmiistiir. Diger taraftan su-yag emiilsiyonu ile hazirlanan jelatin
partikiillerin karakterizasyonunda SEM, FTIR ve su tutma kapasitesi deneyleri
gerceklestirilmigtir. Hiicre tiremesi iizerinde etkili oldugu bilinen PDGF-BB jelatin
partikiillere emdirilerek, hiicre farklilagsmasi tizerinde etkili oldugu bilinen BMP-6 ise
PHBYV partikiillere ikili emiilsiyon yontemi ile yiikklenmistir. Tez ¢aligmasinin ikinci
asamasinda {i¢ boyutlu yapida olan kitosan doku iskeleleri dondurarak-kurutma yontemi
ile hazirlanmis ve karakterizasyon caligmalar1 yapilmistir. Sonrasinda BMP-6 iceren
PHBYV partikiiller ile PDGF-BB igeren jelatin partikiiller doku iskelesine yiiklenmis ve
salim davraniglart ELISA testi ile analiz edilmistir. Tez ¢alismasinin son boliimiinde
BMP-6 ve PDGF-BB yiiklii kitosan doku iskeleleri ile MC3T3-E1 preosteoblast hiicre
hattinin kullanildig1 hiicre kiiltiir calismalar1 gergeklestirilmis ve biiylime faktorlerinin
hiicre gogli ve tiremesi ile farklilasmasi {izerine olan etkileri aragtirtlmigtir. Kitosan doku
iskeleleri {izerindeki hiicre yapismasi, tiremesi ve morfolojisi MTT ve SEM analizleri
ile hiicre farklilasmasi ise von Kossa ve RT-PCR analizleri ile belirlenmistir. PDGF-BB
ve BMP-6’nin birlikte yiiklendigi ve farkli hizlarda salindig1 doku iskelelerinin biiyiime
faktorlerinin tek tek kullanildigt doku iskelelerine gore hiicre {iremesi ve
farklilasmasinda avantaj sagladig1 sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

PREPERATION OF CHITOSAN SCAFFOLDS WITH SEQUENTIAL DELIVERY
OF GROWTH FACTORS for BONE TISSUE ENGINEERING APPLICATIONS
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Department of Chemical Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse KARAKECILI

The aim of this study is to prepare a system for controlled and sequential release of
growth factors effective for cell migration/proliferation or differentiation in natural
healing of bone tissue. For this purpose, synthesis and characterization studies of
poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV) and gelatin particles were
carried out. PHBV particles prepared by emulsion diffusion were characterized with
SEM, TEM, DSC, FTIR, DLS and degradation studies. Moreover, gelatin particles
synthesized by water in oil emulsion were also characterized with SEM, FTIR and
swelling studies. PDGF-BB known to be effective for cell proliferation was embedded
in gelatin particles and BMP-6 known to be effective for cell differentiation was loaded
into PHBV particles by emulsion diffusion. Three dimensional chitosan scaffolds were
prepared by freeze-drying method and characterization studies were carried out. After
that PHBYV particles including BMP- 6 and gelatin particles incuding PDGF-BB were
loaded into chitosan scaffolds. Release behivor of BMP-6 and PDGF-BB from chitosan
scaffolds were analyzed by using ELISA Kkits. Cell culture studies were conducted to
examine the effect of growth factors on cell migration, proliferation and differentiation.
For this purpose MC3T3-E1 pre-osteoblast cell line was used. In order to observe cell
proliferation and differentiation MTT, SEM, von Kossa and RT-PCR analyses were
carried out. As a result, combination of PDGF-BB and BMP-6 with different release
rates from scaffold was more advantageous than PDGF-BB and BMP-6 when used
individually for cell proliferation and differentiation.

July 2014, 142 pages

Key Words: Bone Tissue Engineering, PHBV, gelatin, chitosan scaffold, sequential
release
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1. GIRIS

Kemik dokusu yiiksek damar olusumu potansiyeline sahip kollajen I agirlikli olmak
tizere protein ve glikozaminoglikanlardan olusan organik yapi ile kalsiyum fosfat ve
sitrat gibi inorganik bilesiklerden meydana gelmektedir (Salgado vd. 2004). Kemik
viicutta iskelet yapisinin temel bilesenini olusturmakla birlikte, yiiksek oranda kendisini
yenileme Ozelliklerine sahiptir. Bunun yan1 sira i¢ organlart dis etkilerden koruma ve
mineral depolama gibi fonksiyonlara da sahiptir. Kemik dokusunun yer aldig1 iskelet
sisteminin canlilarin hareketini saglamada en onemli temel birim olmasi nedeniyle
kemikte meydana gelen hasarlar bireyin yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir.
Diger taraftan yapilan istatistiklere gore 2020 yilina kadar kemik dokusuna iliskin
rahatsizliklara sahip birey sayisinin iki kat oraninda artmasi1 beklenmektedir (Amini vd.
2012). Bu nedenle kemik enfeksiyonu gibi gesitli kemik hastaliklar1 ya da travmalara
bagli kemik kayiplarindan dolay1 kemik rejenerasyonuna iliskin tedavi yontemlerinin

gelistirilmesi kaginilmaz hale gelmistir.

Kemik doku rejenerasyonuna iliskin tedavi yontemleri arasinda en popiiler ve avantajli
olani hastanin saglikli kemik bolgesinden alinan otogreftlerin kullanildigi durumdur.
Ancak hastada yeni bir kemik hasarinin olmasi durumunda kemik elde edilememesi gibi
cesitli dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Salgado vd. 2004). Bu nedenle kemik dokunun
hasar gormesiyle meydana gelen ileri derece rahatsizliklarda giiniimiiz tedavi
yontemlerinin yetersiz kalmasi nedeniyle alternatif olarak doku miihendisligi yaklagimi
one ¢ikmistir (Stevens 2008). Doku miihendisligi yaklasimi, kaybedilen dokunun in-
vitro ortamda iretilerek hasarli bolgeye implante edilmesi esasina dayanmaktadir.
Hasarli dokularin onarilarak islevlerini yeniden kazanmalar1 i¢in tasarlanan, canli
hiicreler ve biyosinyal molekiiller ile dogal ya da sentetik biyomalzemelerin bir arada
bulundugu hibrid sistemler ile yapilan basarili ¢aligmalar, doku miihendisligine olan
ilgiyl arttirmistir. Diger taraftan dogal ortamda fonksiyonel doku olusumu sirasindaki
tiim hiicresel faaliyetler hiicre biliylime faktorleri, hiicre dist matriks yap1 ve hiicrelerin
icinde bulundugu ve birbirleri ile etkilesim halinde oldugu dinamik ve karmagsik bir
mikrocevrede (nis) gerceklesmektedir. Bu durumda, hiicrenin yapay bir hiicre disi

matrikste (doku iskelesi) cogalarak fonksiyonel doku olusturma siirecinde, uygun



biyokimyasal ve fizikokimyasal faktorler bir araya getirilerek, dogal doku olusum

stirecinin en 1yi sekilde taklit edilmesi gerekmektedir.

Doku miihendisligi yaklasimi ile hazirlanan hibrid sistemlerdeki ilk temel bilesen
hiicrelerdir. Kemik dokusu rejenerasyonuna iliskin olarak ¢esitli hiicre kaynaklari
kullanilmaktadir. Kemik iligi stroma hiicreleri, osteoblastlar, MC3T3-El hiicre hatlar

ve kok hicreler bunlardan en 6nemlileridir.

Biyolojik olaylarin karmasik yapisi incelendiginde, hiicre biiyliime faktorlerinin 6nemli
bir role sahip oldugu goriilmektedir (Lanza vd. 2007). Hiicre biiylime faktorleri, hiicre
tiremesi, gocii, farklilasmasi ve metabolik faaliyetler gibi hiicresel fonksiyonlari
diizenleyen, hiicre-hiicre ve hiicre-biyomalzeme etkilesimlerinde gorev alan biyosinyal
molekiillerdir. Kemik dokunun dogal iyilesme siireci incelendiginde, kemik morfojenik
proteini (BMP), damar endotel biiylime faktorii (VEGF) ve fibroblast biiylime faktori
(FGF) gibi birden ¢ok biiyiime faktoriiniin bu siiregte yer aldigi bilinmektedir (Lanza
vd. 2007). Hiicre liremesi ve gogii gibi fonksiyonlar iizerinde etkili olan biiyiime
faktorlerinin kemik dokunun iyilesme siirecinin erken doneminde etkili oldugu, ve bunu
hiicre farklilasmasin1 saglayan biyosinyal molekiiller ile olan etkilesimlerin izledigi
goriilmektedir. Trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF-BB) pre-osteoblast ile
fibroblast hiicrelerin {ireme ve gogl {izerinde etkili oldugu bilinen bir biiylime
faktortidiir. TGF-f ailesinin bir iiyesi olan kemik morfojenik proteinleri (BMPs), kemik
olusumunda pozitif etki gosteren ve hiicre farklilasmasinda rolii olan bir biyosinyal
grubudur. Kemik morfojenik protein-6 (BMP-6) bu grubun 6nemli {iyelerinden biridir.
Bununla birlikte, biiyiime faktorlerinin uzun siireli etkinliginin saglanabilmesi, uygun
tastyict sistemlere yiiklenerek kontrollii salimi ile miimkiin olabilmektedir. Bu
kapsamda 3-boyutlu doku iskeleleri kullanilabildigi gibi polimerik yapida mikro ve
nanokdireler de kullanilmaktadir. Cogunlukla, protein yapida olan biiyliime faktoriiniin
hizli denatiirasyonu ve yarilanma Omiirlerinin kisa olmasi gibi problemlerden dolay1
biiylime faktorii iceren mikro ve nanokiire yapilar, hiicrelerin tutunmasimi ve dogal
ortam kosullarini saglayacak 3-boyutlu doku iskelelerine yiiklenerek hasarli dokunun
oldugu bolgeye yerlestirilmektedir. Cesitli dogal ve sentetik polimerlerden iiretilen bu

iskelelerde sik¢a tercih edilen polimerlerden biri, dogal bir polimer olan kitosan adli



polisakkarittir. Doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak kullanilacak doku
iskelesi yiizeyinin hiicre yapigmasi ve yayilmasina izin verecek sekilde gozenekli ve
icsel baglantili olmasi ile birlikte, biyobozunur Ozellikte olmasi gerekmektedir.
Gozeneklilik hiicre biiylimesini, infiltrasyonunu ve dokudaki besin ve atik maddelerin
difiizyonunu saglamasi icin yeterince yiiksek olmalidir. Bunun yani sira hazirlanan iig

boyutlu yapinin yeterli mekanik dayanima sahip olmasi gerekmektedir.

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda kemik doku rejenerasyonunu saglamak amaciyla
toksik olmayan ve biyobozunur yapidaki doku iskelelerinin iiretilmesi hedeflenmistir.
Hazirlanan sistemde kemik dokunun dogal iyilesme siirecine benzer sekilde PDGF-BB
ve BMP-6’nin sirali ve kontolli salimmi saglamak iizere degradasyon hizlar
birbirinden farkli olan jelatin ve poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV)
partikiiller kullamilmistir. Biiylime faktorii icermeyen PHBV partikiillerin iiretim
kosullart emiilsiyon difiizyonu yontemi ile belirlendikten sonra BMP-6 iceren PHBV
partikiiller ikili emiilsiyon yontemi ile hazirlanmistir. Jelatin partikiiller ise su-yag
emiilsiyonu ile hazirlandiktan sonra PDGF-BB emdirilerek yiiklenmistir. BMP-6 ve
PDGF-BB’nin  in-vitro  salim  calismalar1  kitosan  doku iskelelerinden
gerceklestirilmistir. Biiyiime faktorlerini iceren partikiillerin yer aldigi doku iskeleleri
hazirlanmis ve salim sonuglart ELISA testi ile analizlenmistir. Son asamada hazirlanan
yapmnin MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicreler {izerindeki etkinliginin incelenmesi igin
hiicre kiiltiir caligmalar1 ytiriitiilmiistiir. Bu kapsamda kitosan doku iskeleleri iizerindeki
hiicre yapigmasi, iiremesi ve morfolojisi MTT ve SEM analizleri ile hiicre farklilagmasi

ise von Kossa ve RT-PCR analizleri ile belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Bu boliimde sunulan tez ¢aligmasinin temelini olusturan konularla ilgili genel bilgiler bes
ana baslik altinda 6zetlenmistir. Tk boliimde doku miihendisligi tamimlanmis sonrasinda
doku miihendisligi yaklasimlar1 ve bilesenleri aciklanmustir. Ikinci béliimde kemik
dokusu ve kemik doku miihendisligi ile ilgili bilgiler verilmistir. Uciincii boliimde kemik
doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler, hiicreler ve sahip olmasi gereken
Ozellikler hakkinda bilgi verilmistir. Dordiincii boliimde ise kemik doku miihendisligi
calismalarinda kullanilan biiyliime faktorleri ve salim mekanizmalar1 agiklanmistir. Ayrica
kontrollii salim sisteminin saglanabilmesi i¢in biiylime faktorlerinin yiiklendigi PHBV ve
jelatin partikiillerin tiretim yontemlerine iligskin bilgilere de yer verilmistir. Son boliimde
bliylime faktorlerinin saliminin matematiksel analizine iliskin gelistirilen modeller

sunulmustur.

2.1 Doku Miihendisligi

Kanser, travma ya da kaza sonucu hasar goren organ ve dokularin tedavisinde geleneksel
yontem olarak bilinen transplantasyon cerrahisi ile basarili sonuglar alinmasina kargin her
dokunun naklinin miimkiin olmamasi, organ uyusmazligi, implantasyon sonrasinda
enfeksiyon riskinin olmasi ve immunolojik etkiler nedeniyle pek ¢ok dezavantaj ile
karsilagilmaktadir (Tabata 2009) Bu dezavantajlarin istesinden gelebilmek igin temeli
transplantasyon cerrahisine dayali olan doku miihendisligi yaklagimlari gelistirilmistir.
Doku miihendisligi, mithendislik prensiplerini ve yasam bilimlerini kullanarak doku ve
organ fonksiyonlarimi iyilestirmeyi, gelistirmeyi ve bazi durumlarda yeniden saglamayi
amagclayan, basta malzeme miihendisligi, hiicre biyolojisi ve tibbi bilimler olmak {izere

birgok alanin kesistigi bilim dalidir (Giimiisderelioglu 2011).

Doku miihendisligi yaklasimi hiicrelerin biyopsi yoluyla hastadan alinarak kontrollii
kiiltiir ortamlarinda doku iskelesi ad1 verilen ve biyomalzemelerden olusan yapay destek
dokular iizerinde biyosinyal molekiiller varliginda kiiltiire edilmesi ve sonrasinda elde
edilen yapiin hasarli bolgeye yerlestirilmesi ile doku rejenerasyonun gerceklestirilmesi

prensibine dayanir (Cardea vd. 2010) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Doku miihendisligi yaklagimi1

Doku miihendisligi yaklasimlar1 ile doku rejenerasyonunda ¢ temel bilesen
bulunmaktair. Ilki doku olusumunda etkili oldugu bilinen hiicrelerdir. ikinci bilesen viicut
igerisindeki gergek doku mikrogevresini (hiicre disi matriks) taklit etmek amaciyla
biyouyumlu ve biyobozunur yapidaki polimerlerden olusan 3 boyutlu doku iskeleleridir.
Son bilesen ise doku olusumu siirecinde ¢esitli hiicresel islevleri diizenleyen biyosinyal

molekiillerdir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Doku miihendisligi yaklagimini olusturan temel faktorler

Doku miihendisligi yaklagimi ile doku rejenerasyonunda bu bilesenlerin tekli ya da ¢oklu
kombinasyonlarinin oldugu farkli stratejiler bulunmaktadir (Tabata 2009). ilk strateji
doku rejenerasyonunda sadece biyomalzemelerin kullanilmasidir. Burada, hazirlanan
doku iskelelerinin hasarli bolgeye direk olarak yerlestirilmesi ile saglikli hiicrelerin
cogalmasi icin gerekli mikrogevrenin olusturulmas: amaclanmaktadir. Ikinci stratejide
uygun bir vericiden ya da hastanin kendisinden alinan hiicreler hasarli bolgeye dogrudan
enjekte edilmektedir. Ugiincii olarak ise hiicresel aktiviteleri diizenleyen biyosinyal
molekiiller hasarli dokuya enjekte edilmekte veya uygun bi¢cimde (polimerik tasiyicilara
veya doku iskelelerine yiiklenerek) yerlestirilmektedir. Ancak, bu yaklasim doku
kayiplarinin ~ biiyiikk  oldugu  durumlarda yetersiz  kalmaktadir (Chen 2010,
Gilimiisderelioglu 2011). Doku miihendisligindeki en ¢arpici ve lizerinde en ¢ok ¢aligilan
strateji ise doku iskeleleri ve biiyiime faktorlerinin birlikte kullanildigi yapilarin
hazirlanmasidir. Hedeflenen doku rejenerasyonu igin ¢ogaltilan saglikli hiicreler biiyiime
faktorleri ile birlikte gergek doku mikrogevresini taklit eden ti¢ boyutlu doku iskelelerine
ekildikten sonra hasarli bolgeye yerlestirilmektedir. Biiylime faktorleri varliginda

kemotaktik ve mitojenik aktiviteler ile hiicrelerin hasarli bolgeye gogii ve ardindan



farklilagsmasiyla doku rejenerasyonu baslamakta ve saglikli hiicrelerin kendilerine ait

biiylime faktorlerini salgilamasiyla doku rejenarasyonu devam etmektedir.

2.2 Kemik Doku Miihendisligi

2.2.1 Kemik yapaisi ve ozellikleri

Kemik yiiksek iyilesme kapasitesine sahip dinamik ve olduk¢a damarli bir dokudur
(Salgado vd. 2004). Kemik organizmadaki diger bag dokularinda oldugu gibi hiicreler,
lifler ve temel maddelerden olusmustur ancak yapisindaki kalsiyum yogunlugundan
dolay1 sertlesmistir. Kemik, iskelet sisteminin temel yapitagini olusturmakta ve viicuda
yapisal destek saglamaktadir. Kaslarla birlikte hareketi saglama, kan hiicrelerini iiretme,
yiik tasima ve i¢ organlar1 korumanin yani sira kandaki énemli elektrolitlerin derisimini
ayarlayarak homeostazda gorev alir (Salgado vd. 2004). Kemik dokusu beslenme,
metobolik, endokrin ve metobolik kosullara duyarli doku olmasi nedeniyle aktif doku

olma 6zelligini tasimaktadir.

Iskelet sistemindeki degisik yiik tasima kosullart makroskopik ve mekanik acidan farkli
ozelliklerde ve farkli boyutsal dagilima sahip kemik yapilarinin olugsmasini saglamistir.
Eklemlerde yer alan uzun kemiklerden kafatasindaki yassi kemiklere ve omurlardaki
diizensiz kemiklere kadar iskelet yapisinda 206’dan fazla kemik tiirii bulunmaktadir.
Kemik dokusu organik ve inorganik bilesenlerden olugsmaktadir. Bunun yani sira kemigin
kompakt ve spongiydz (siingerimsi) olmak tizere iki ayri formu bulunmaktadir. Kompakt
kemik sik1 olarak diizenlenmis, bosluk igermeyen bir doku iken siingerimsi kemik dokusu
gevsek ve genis bosluklara sahiptir. Siingerimsi kemiklerde yer alan bu bosluklar kemik
iligi ile doludur. Viicudun femur gibi uzun kemik igeren ekstremitesi ele alinacak olursa
bu kemigin iki ug tarafi veya eklemlerin bulundugu bolge epifiz, bunlarin arasinda yer
alan uzun bolgeye ise diyafiz adi verilir. Epifiz bolgesi kemigin olusumunda rol oynar ve
epifiz plagr adim alir. Diyafiz boliimii ise kompakt kemik dokusundan olugmaktadir
Kafatas1 gibi yassi kemiklerin her iki tarafi kompakt, i¢ci veya ortasi ise siingerimsi

kemiklerden olugmaktadir (Salgado vd. 2004).



Kemik dokusunun olgunlagmasi, onarimi ve resorpsiyonu yapida yer alan osteoblastlar,
osteositler ve osteoklastlar gibi {i¢ hiicre ¢esidinin etkilesimiyle gergeklesir.
Osteoblastlar kemik dokusunda matriksin yapimindan sorumludur. Bunun yani sira
osteoblastlar bolgesel olarak kalsiyum ve fosfat dengesini ayarlar ayrica hidroksiapatit
kristallerinin olusumunu saglar. Osteositler ise kemigin esas hiicreleri olup, olgun kemik
hiicresi adim1 alir. Gelisimlerini tamamlamis olduklarindan tek baslarina sentez
yapamazlar ancak diger kemik hiicreleri ile etkileserek kemik olusumunu ve iyilesmesini
koordine ederler. Osteoklastlar kalsiyumun kemik dokusundan kana salinmasinda aktif
rol oynayarak, viicut sivilarinda kalsiyum derisiminin homeostatik diizenlenmesinde

gorev alirlar (Lienemann vd. 2012).

Kemikler periyosteum adi verilen osteojenik aktivitesi olan bag dokusuyla c¢evrilidir.
Periyosteumun kemige destek saglanmasinda, kemigin beslenmesinde, gelisiminde ve
onariminda biiyiik 6nemi vardir. Yapisinda kollajen ve elastik lifler bulunur. Endosteum
ise kemik iligi kavitesini ve kompakt kemik iliginin kanal sistemlerini ¢evreleyen ince bir
retiikiiler bag dokusudur. Kompakt bir kemigin mikroskobik incelenmesinde dokunun
uzun eksenine paralel yerlesmis olan havers kanallar1 etrafinda 3-7 pum kalinliktaki
lamellerden, hiicrelerden ve sert bir matriksten olustugu goriiliir. Havers kanallarini
birbirine baglayan kanallara ise Volkman kanallar1 adi verilir. Kemik hiicreleri bu
kanallarin i¢inde bulunan kan damarlarinin getirdigi besin maddeleri ile beslenir.
Osteositler lameller arasina sikismig lakin igerisinde yer almakatdir. Lakiinler
birbirleriyle kanalikiil ad1 verilen ince kanalciklarla iligki kurar. Sert bir matrikse sahip
olan kemik dokusunda diflizyon olayr meydana gelmediginden kanal ve kanalikiirler
vasitastyla kemigin disindan igine kadar iliski kurulur ve gerekli olan besinler hiicrelere

kadar ulagir. Kemigin yapist sekil 2.3’de sunulmustur.
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Sekil 2.3 Kemik dokusunda yer alan yapilar

Kemigin yapisi incelendiginde goze ¢arpan ozelliklerinden bir ¢ogu matriks yapisiyla
ilgilidir. Malzeme acisindan diisiiniildiigiinde kompozit bir madde oldugu bilinen kemigin
matirisi iki bilesenden olusmaktadir. Birincisi kollajen lifler (tip 1), protein ve
glikozaminoglikanlardan olusan organik boliim iken, digeri kalsiyum, fosfat, sitrat ve
magnezyum gibi maddelerin yer aldig1 inorganik béliimdiir. Inorganik béliimde kalsiyum
ve fosfatin hidroksipatit kristalleri seklinde olmasi1 kemik sertligine ve dayanimi

arttirmaktadir.

2.2.2 Kemik rejenerasyonu

Kemik rejenerasyonu olduk¢a karmasik ve dinamik bir proses olmakla birlikte biyoaktif
molekiillerin varliginda hiicre goc¢ii ve tiremesi ile birlikte gergeklestirilir (Nandagiri vd.
2011). Kemik dokusunda herhangi bir hasar meydana geldiginde dokunun kan
damarlarindaki hasarlara bagli olarak kanama ve ardindan pihtilagsma olusur (Mehta vd.
2012). Hasarli bolgede bozulmus dokunun ortadan kaldirilmasinda nétrofiller ve

makrofajlar 6nemli yere sahiptir (Lienemann vd. 2012). Nétrofiller ve makrofajlardan



salian hiicre gocii ve liremesi iizerinde etkili olan bliylime faktorleri yarali bolgeye hiicre
goclinli saglamakla beraber, doku iyilesmesi ile birlikte hiicrelerin kendi biiylime
faktorlerini salgilayarak dogal doku olusumuna benzer olarak kemik rejenerasyonunun

tamamlanmasini saglarlar (Sekil 2.4).

Biiyiime Faktorlerinin hasarli

bolgeye gogii

Hiicrelerin tremesi

ve farklilagmasi

Kemik rejenerasyonu

Sekil 2.4 Kemik rejeneasyonu

Diger taraftan bolgede yer alan fibroblastlardan salinan anjiojenik biiyiime faktorleri
varhiginda kemik dokusunda yogun olarak bulunan damarlarin  olusumu
gozlenebilmektedir. Olusan yeni yapiya kemik kallusu adi verilir. Bu arada hasarh
bolgedeki periyosteum ve endoteumun osteoblastlar1 ¢ogalarak hiicre kati olustururlar.
Bolgede es anli olarak intra-membran6z kemiklesme de meydana gelir. Onarim sirasinda
oncelikle olgunlagsmayan primer kemik dokusu gelismekte daha sonra sekonder olarak
tanimlanan asil kemik doku olusmaktadir. Boylece sonugta hasarli bolgede

fonksiyonlarini yerine getirebilir onarilmis kemik elde edilmis olur.
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2.2.3 Kemik doku miihendisligi yaklasimi

Kemigin yiliksek oranda kendini yenileyebilme potansiyeli nedeniyle ozellikle geng
popiilasyonda herhangi bir miidahaleye gerek kalmadan iyilesme goriilmektedir. Buna
ragmen tiimdrlerin oldugu bolgeler gibi genis defektlerde cerrahi miidahalelere
gereksinim duyulmaktadir. Bu kapsamda kemik hasarlarinin giderilmesine yonelik olarak
allogreft (kadavradan alinan kemik), zenogreft (baska canli tiiriinden alinan kemik) ile
metaller, sentetik malzemeler ve biyoseramikler gibi yapilar kullanilmaktadir. Ancak
allogreft ve zenogreftler uygulama sirasinda immun yanit gelistirme veya immun
baskilayici tedaviye neden olabilmektedirler. Ortaya ¢ikan bu problemlerin tistesinden
gelebilmek amaciyla hastanin kendisinden alinan (otogreftleme) kemik parcasinin hasarli
bolgeye implantasyonu gergeklestirilmektedir. Boylece yapinin etkinlignin korunmasi
saglanir ve uygulama sirasinda immun yanit gelisme riski veya immun baskilayici
tedaviye gereksinim duyulmaz. Otogreftleme yontemi diger yontemlere gore iistiin
ozelliklere sahip olmasina ragmen hasarli dokunun onarilmasinda biiylik dl¢iide kemik
elde edilmesinde fazla cerrahi operasyon gerektirmesi gibi dezavantajlarindan dolayi bazi

kisitlamalara sahiptir (Stevens 2008).

Kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak biyomalzemelerin ve hiicre
terapsinin sinerjik etkisi biiylik 6neme sahiptir. Kemik doku miihendisligi uygulamalari
kapsaminda mezenkimal kok hiicrelerin kullanimi 1980’li yillara dayansa da ozellikle
hayvan modellerinde osteoblastlarin kullanimina da rastlanmaktadir (Stevens 2008).
Kemik doku miihendisligi yaklasiminda kemik rejenerasyonunun saglanmasi i¢in doku
iskelesi, hedef dokuyu olusturabilme potansiyeline sahip hiicreler ve biiyiime faktorleri
on plana ¢ikmaktadir. Bu ii¢ temel bilesenin tiimii birlikte kullanilabilecegi gibi sadece
biiyiime faktorleri ya da biliylime faktorleri ile doku iskelelerinin birlikte kullanildigi
yapilar da s6z konusu olmaktadir (Park vd. 2000, De la Riva vd. 2010, Kim vd. 2012).
Kemik doku miihendisligi yaklasimi ile kemik rejenerasyonunda biiyiime faktorlerinin
hiicre gocli ve farklilagmasim1 saglamalar1 agisindan biiylik 6neme sahip olduklari
bilinmektedir. Biiyiime faktorlerinin protein yapida olmalar1 ve yarilanma Omiirlerinin
kisa olmasi nedeniyle hedef dokuya ulagabilme potansiyellerini arttirabilmek i¢in gesitli

partikiil sistemlere yiiklendigi c¢aligmalar da mevcuttur (Yilgor vd. 2009). Boylelikle
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kemik rejenerasyonu kapsaminda kontrollii salim saglanarak yarali dokunun onarimi

gerceklestirilmektedir.

2.2.4 Kemik doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler

Literatiirde yer alan yaymnlar incelendiginde kemik doku miihendisligi caligmalarina
yonelik olarak inorganik, dogal, sentetik malzemelerden elde edilen doku iskelesi, kapsiil
ya da partikiil formda biyomalzemelerin kullanildig1 goriilmektedir (Yilgor vd. 2009, De
la Riva vd. 2010, Vo vd. 2012).

Doku iskeleleri sentetik ve dogal polimerlerden hazirlanabilmekle birlikte hiicre dist
matrikse benzemeleri agisindan oldukc¢a biiyiik dneme sahiptir. Doku iskeleleri hiicreler
icin uygun yapisma ve yayilma yiizeyleri olusturmalarinin yani sira mekanik dayanimi
saglamaktadir (Bose vd. 2012). Ozellikle kemik doku miihendisligi kapsaminda doku
rejenerasyonunun amaglandigl calismalarda yapinin osteokondiiktif ve osteoindiiktif
kapasitelerinin  yiiksek olmasi gerekmektedir. Boylelikle osteoindiiktif malzeme
varliginda hiicre farklilasmasi meydana gelmekte ve kemik olusumu goézlenmektedir.
Osteokondiiktif 6zellik ise hiicrelerin liremesine bagli olarak ti¢ boyutlu kemik yapisini

olusturmada etkilidir.

Kemik doku miihendisligi kapsaminda kullanilacak olan doku iskelelerinin igsel
baglantili ve belli oranda gozenekli olmas1 gerekmektedir. G6zenekli yapi hiicrenin besin
ve metobolit aktariminda ve yapiya yapisip liremesi agisindan Onemlidir. Yeterli
gozenekliligin saglanmadiglr durumlarda doku iskelesinin gozenekleri hiicreler tarafindan
kapatilacak ve hiicre canliliginin saglanmasi i¢in gerekli olan besin ve metobolit alig
verisi saglanamayacaktir. Diger taraftan oOzellikle kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilacak doku iskelesinin belirli mekanik dayanim degerine sahip
olmasi gerekmektedir. Cogu kez yiiksek gozeneklilik diisiik mekanik dayanima neden

olmaktadir (Tanir vd. 2014).

Doku iskelelerinin sahip olmasi gereken bir diger o6zellik viicutta bozunabilen

biyobozunur yapida olmalaridir (Levengood ve Zhang 2014). Bu 6zellik hiicreler tireyip,
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hiicre dis1 matriksi olusturma kapasitesine ulastiklarinda doku iskelelerinin viicutta
bozunabilmesi agisindan 6nemlidir. Bu nedenle kemik doku miihendisligi uygulamalarina
yonelik olarak metaller ve seramikler daha az kullanilirken dogal ve sentetik yapida
biyobozunur polimerlerin daha fazla tercih edilmesi s6z konusu olmustur. Dogal
polimerlerin hiicre dist matrikse olan benzerlikleri yiiksek biyouyumluluklari ve dogal
cevredeki enzimlerle bozunabilme gibi &zellikleri nedeniyle doku iskelesi iiretiminde
oldukca sik kullanilmaktadir. Sentetik polimerler ise dogal polimerlere gore kimyasal ve
mekanik agidan daha iyi 6zellikte olan malzemelerdir. Sentetik polimerlerin en énemli
dezavantaji bozunmalar1 sonucunda istenmeyen triinlerin olugsmasidir. Bozunma {irtinleri
nedeniyle hasarli bolgede pH dengesinin bozulmasina bagli olarak meydana gelen

iltihaplanma sorunlarinda bagisiklik sisteminin tepkisi ortaya ¢ikmaktadir.

Kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik calismalarda dogal polimerler
kapsaminda kollajen, jelatin, kitosan ve aljinat gibi yapilar kullanilabilirken sentetik
polimerlerden poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA), polikaprolakton (PCL), poli (propilen
fumerat) (PPF) kullanilabilmektedir. Bu kapsamda biiyiime faktorlerinin kontrollii
salimimi gergeklestirmek i¢in ¢esitli partikiil, fiber ve 3 boyutlu doku iskelesi formlarinda
polimerik yapilar sentezlenmektedir. Literatiirde partikiil ve doku iskelelerinin birlikte ya
da ayr1 bulundugu yapilara rastlanmaktadir. Kemik doku miihendisligi c¢alismalari

kapsaminda literatiirde yer alan doku iskeleleri ve 6zellikleri ¢izelge 2.1’de sunulmustur.
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Cizelge 2.1 Kemik doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler

Doku iskelesi

Ozellikleri

Kitosan (Park vd. 2000)

Uc boyutlu ve kemik doku miihendisligine yonelik olarak
osteokondiiktif kapasiteye sahip

Gozenek boyutu: 100 pm

Kondroit siilfat-kitosan (Park
vd. 2000)

Kondroit siilfat ile kitosan arasinda olusan iyonik etkilesime
bagli doku iskelesi liretimi

150-200 pm araliginda gézenek boyutu ve igsel baglantili

Polipropilen  doku iskelesi

(Holland vd. 2003)

Farkli ¢apraz baglanma oranlarinda hidrojel yapida

20-60 kPa mekanik dayanim

Brushite-kitosan (De la Riva
vd. 2010)

Kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak
yiiksek resorpsiyon kapasitesine sahip doku iskeleleri

Ortalama gozeneklilik: %53.1
Ortalama Gozenek boyutu: 10-100pum

Kitosan-aljinat-
nanohidroksiapaptit
iskelesi (Peter vd. 2010)

doku

Kitosan jelatin ve nano yapida hidroksiapatitten olusan
kompozit yap1

Nanopartikiil eklenmesi ile doku iskelelerinin yogunlugunu
arttirmakta

Nano yapida hidroksiapatit eklenmesi su tutuma kapasitesini
azaltmakta

Ortalama Go&zenek boyutu: 150-350 pm

Poli-d-laktik asit/Aljinat doku
iskelesi (Kanczler vd. 2010)

Kontrollii salim sistemine yonelik farkli degradasyon hizlarina
sahip polimerlerden olusan yapi1

Ortalama gozenek boyutu: 250 um
Ortalama gézeneklilik: %70

PHBV/PLGA doku
(Huang vd. 2010)

iskelesi

Ortalama gozeneklilik: %30-81
Mekanik dayanim: 1-1.12 MPa

PHB/Kitosan doku iskelesi
(Mendonga vd. 2012)

Ortalama g6zeneklilik: %70
Mekanik dayanim: 13.07+0.014 MPa

Kitosan-jelatin-nanoSiO, doku
iskelesi (Kavya vd. 2013)

I¢sel baglantili, 250-400 um gdzenek boyut dagilimia sahip,
0.3-1 MPa mekanik dayanim
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Cizelge 2.1°de yer alan dogal ve sentetik polimerlerden hazirlanan doku iskelelerinin

tiretimine yonelik kullanilan yontemler asagida sunulmustur.

Coziicii dokiim partikiil uzaklastirma yonteminde polimer c¢ozeltisine suda
cOziinebilen partikiiller eklendikten sonra ¢ozelti istenilen sekilde olan kaba
dokiilmektedir. Coziiciiniin buharlastirma ya da liyofilizasyon ile uzaklastirilmasinin
ardindan elde edilen yapida porojen gorevi goren partikiillerin uzaklagtirilmasiyla

gozenekli yap1 elde edilmektedir (Sekil 2.5) (Arikan 2013).

Polimer
= --h~.-1 \-- w«
{4 \ i { ;A .; L‘! }’A _A\“’

Porojen Cézenek olujumu Porojenlerin uzaklagmasn GCézenek GCézenek
oluzumu

Sekil 2.5 Coziicti dokiim partikiil uzaklagtirma yontemi (Levengood ve Zhang 2014)

Faz ayrimi yonteminde kullanilan polimer-su emiilsiyonlar1 belirli sicakliklarda
termodinamik olarak kararsiz hale getirilmekte ve faz ayriminin meydana gelmesi i¢in
serbest enerji disiiriilmektedir (Sekil 2.6). Bu yontemde oncelikle polimerce zengin ve
fakir olmak tizere iki faz meydana gelmekte ve ardindan polimerce zengin fazin

katilagmasi ile gozenekli yap1 elde edilmektedir (Arikan 2013).

Faz ayrian

Donma »vvﬂ Livofilize B v—v"
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tuzlan Polimer
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Sekil 2.6 Faz ayrim1 yontemi (Levengood ve Zhang 2014)

Fiber baglama poliglikolik asit (PGA) ameliyat ipliklerinin liretiminde kullanilan en eski
yontemlerden birisidir (Sekil 2.7). Fiber baglama yontemi temelde PGA ve poli-I-laktik
asit (PLLA) kompozit yapisinin olugmasina dayanmaktadir. PGA’dan hazirlanmis ag

dokusu iizerine PGA’y1 ¢ozmeyen PLLA c¢ozeltisi eklenmekte ve elde edilen kompozit
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yapinin PGA’nin erime sicakliginin {izerine 1sitilmasiyla temas etmekte olan PGA

iplik¢iklerinin fiziksel olarak birlesmesi saglanmaktadir (Giimiigderelioglu 2011).

PGA'dan hanrlanmi:
az dokuzu

FLLA
cozeltizi

PGA

PGA'nm erime :icakhZmmn
uzerine 1:1tma

Fiber baglama

1 PLLA uzaklaztirma

AzuPGAvapa

Sekil 2.7 Fiber baglama yontemi (Mikos vd. 1993)

Elektroegirme yontemi ise elektrostatik kuvvetler varliginda polimerlerin fiber yapida
elde edilmesini saglayan yontemdir (Sekil 2.8). Elektroegirme yontemi ile daha ¢ok iki
boyutlu doku iskeleleri iiretilmekle birlikte temelde uygulanan elektrostatik kuvvetlerin
polimer ¢ozeltisinin yiizey gerilimini yenmesi sonucunda fiber jet formunda olan akisin
toplayici plaka {izerinde karasiz fiber yap1 olusturmasina dayanir. Elektroegirme yontemi
doku miihendisligi uygulamalarinda oldukga basit ve ucuz bir olmast nedeniyle ¢ok tercih

edilmektedir (Levengood ve Zhang 2014).
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Sekil 2.8 Elektroegirme yontemi

Gaz kopiiklestirme yonteminde ise ¢ogunlukla kopiiklestirme ajanlari olarak bilinen
sodyum karbonat (N;,CO3) ve sodyum bikarbonat (NaHCO3) gibi maddeler kullanilarak
gozenekli yapilar hazirlanmaktadir. Bu yontemde kopiiklestirme ajanlarinin asitle
etkilesmesi veya yiiksek sicaklikta bozunmasiyla ortaya ¢ikan karbondioksit baloncuklari
polimer matriksin igine hapsolarak gozenekli yapinin olusmasini saglar (Sekil 2.9)
(Demirtas vd. 2008).

Polimer

® Karbondioksit c ~ E

® Capraz baglasics — : "

B Kitosan

¢ozeluini ] b

Polimerin vilk:ek \
bazncta ’ Clax kabaraiklarinin Cézenek
karbondiok:itile olujumu
dovurulmaz

Sekil 2.9 Gaz kopiiklestirme yontemi

Doku iskelesi tiretiminde kullanilan diger bir yontem olan eriyik kaliplama polimerin
cams1 gegis sicakliginin tizerine kadar 1sitilmasiyla elde edilen jelin porojenler varliginda
basing altida sikistirilmasina dayanmaktadir (Sekil 2.10). Partikiillerin uzaklastiriimasi

sonucunda gozenekli yapilar elde edilmektedir (Arikan 2013).
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Sekil 2.10 Eriyik kaliplama yontemi

Polimer ve porojen ( d )

Hizh prototip yontemler ise bilgisayar uygulamalarina dayanan bir yontemdir (Sekil
2.11). 3D baskilama, stereolitografi, birlesimis biriktirme modelleme ve segici lazer

sinterleme hizli prototip yontemleri arasinda sayilmaktadir (Bose vd. 2012).

Z ekseni atrafinda donme

Sekil 2.11 Hizli prtototip yontemler (3D baskilama sistemi)

Tez galigsmas1 kapsaminda kitosan doku iskeleleri dondurarak kurutma yontemi ile
hazirlanmistir. Dondurarak kurutma ydnteminde polimerin uygun ¢6zciide ¢oziinmesinin
ardindan ¢ozelti hizla dondurulmakta ve yliksek vakum altinda ¢oziiclinliin ayrilmasi
saglanmaktadir (Tighh vd. 2007). Yontemde kullanilan polimer-¢6ziicli tiiriine gore
yapraks: ya da kapiler benzeri mikro yapilar elde edilebilmektedir Ornegin kitosanin
seyreltik asetik asit ortaminda ¢oziinmesi ve ardindan dondurulmasiyla kitosan ¢ozeltisi
icerisinde olusan buz kristalleri kitosan asetat tuzlarindan ayrilir ve ardindan buz

Kristallerinin siiblimlesmesiyle gdzenekli yapida doku iskeleleri elde edilir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Dondurarak kurutma yontemi (Levengood ve Zhang 2014)

Tez caligmas1 kapsaminda doku iskeleleri katyonik bir polimer olan polisakkarit bazli
kitosan ile li¢ boyutlu doku iskeleleri hazirlanmistir. Polisakkarit bazli kitosan ile ilgili
genel bilgiler boliim 2.2.4.1’de sunulmustur.

2.2.4.1 Polisakkarit bazh kitosan

Kitosan dogrusal yapida 1-4-2-asetamit-2 deoksi-p-D glukan (N-asetil-D-glikozamin) ile
1-4-2-amino-2-deoksi-p-D-glukan (D-glikozamin) yapilarindan olusan yar kristalin
ozellige sahip bir polimerdir (Croisier ve Jerome 2013). Kitosan dogada bulunmamakla
birlikte kitinin kismi olarak deasetilasyonu sonucunda elde edilmektedir. Kitinin
deasetilasyonu bazik kosullarda kimyasal hidroliz ya da kitin deasetilaz grubuna ait

enzimler varliginda enzimatik hidroliz ile gergeklesir (Sekil 2.13).

OH o
o
—+O
o 5 ‘o@‘w * (n ‘1) “70
/q' " e
o OA

Kitin

o
+ (n+1) CH,COO

Kitosan

Sekil 2.13 Kitinin deasetilasyon tepkimesi
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Kitosana ait molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi gibi parametreler kaynagi ve
tiretimine bagl olarak degismektedir. Kitosanin deasetilasyon derecesi zincirdeki amino
gruplar1 sayisina baglidir ve bu deger D-glikozaminin, D-glikozamin ile N-asetil D-
glikozaminin toplamina oranlanmasi ile bulunur. Literatiirde kitosanin deasetilasyon
derecesi % 60-100 arasinda degisirken molekiil agirligi 300-1000 kDa arasindadir.
(Croisier ve Jerome 2013). Molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi kitosanin yiizey
yik yogunlugunu, kristalinitesini, ¢oziiniirliigiinii, enzimatik degradasyonunu ve hiicre
etkilesimlerini etkilemektedir. Ornegin deasetilasyon derecesi yiikseldikge hiicre
yapigsmast ve biyodegradasyon hizi artmaktadir. Kitosan pH:7’nin {izerinde
coziinmemektedir. pH<6 degerinde seyreltik asit ortaminda serbest amino gruplarinin

yapisina proton katilmasiyla ¢oziinebilir hale gelir.

Kitosan sert ve yumusak dokulardaki yara iyilesme siirecinde olumlu etkiler gostermesi
nedeniyle c¢esitli ihtiyaglara yanit verebilecek doku iskelelerinin {iretimi i¢in uygun bir
biyomalzemedir. Bunun yami sira gesitli farmakolojik ajanlar ve biyolojik araci
molekiiller icin tasiyict olarak kullanilabilmesi kitosanin bir diger istiin o6zelligidir
(Akman 2007). Diger taraftan yapisindaki amino ve hidroksil gruplarinin varligi
nedeniyle spesifik uygulamalarda gerekli olan kimyasal modifikasyonlar i¢cin uygun bir
polimerdir. Literatiirde kemik doku miihendisligi ¢alismalarina yonelik olarak iki boyutlu
fiber yapilarin yani sira en ¢ok tercih edilen formlar1 gozenekli ti¢ boyutlu yapilardir
(Lima vd. 2013). Bunun yam sira kontrollii salim sistemlerinde kitosan partikiillerin

kullanildig1 ¢aligmalara rastlamak da miimkiindiir (Mantripragada ve Jayasuriya 2014).

2.2.5 Kemik doku miihendisliginde kullamlan hiicreler

Doku miihendisliginin temel bileseni olan hedef dokuyu olusturabilme potansiyelinde
olan hiicrelerin ozellikleri bagariyr dnemli Olgiide etkilemektedir. Kaynaklarina gore
hiicreler hastanin kendinden alinan (otolog), bagka bir insandan elde edilen (allojenik) ve
baska bir canli tiirlinden elde edilen (ksenojenik) olmak {iizere ii¢e ayrilabilir. Doku
rejenerasyonu sirasinda kullanilan hiicrelerin etkinliginin korunmasi, uygulama esnasinda
immun yanit gelisme riski veya immun baskilayici tedavi gerektirmemesi gibi

nedenlerden dolay1 otolog hiicrelerin kullanimi daha uygun olmaktadir. Diger taraftan
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kullanilacak ideal hiicrenin kolay elde edilebilmesi, in vitro olarak kolay g¢ogaltilmasi,
immunojenik olmamasi ve hedeflenen dokuya benzer protein ekspresyonuna sahip olmasi
gerekmektedir (Salgado vd. 2004). Kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik
olarak yapilan ¢alismalarda yaygin olarak osteoblastlar ve kok hiicreler kullanilmaktadir.
Osteoblast serisini olusturan hiicreler kemik metobolizmasi ile ilgili temel hiicrelerdir.
Kemigin organik matriksini sentezler ve mineralizasyon siirecinde fonksiyon goriirler.
Bunun yani sira dolasimda bulunan hormon, biiyiime faktorleri veya fiziksel uyarimlar
etkisiyle salgilanan sitokinler ile yonlendirilen meknizmalarla kemik dokusunun yapim,
yikim ve yeniden sekillendirilmesinde rol alirlar. Osteoblastlar kemik yapim ve yikim
olaylarmin diizenlenmesindeki rolleri ile kalsiyum fosfat gibi minerallerin kan
diizeylerinin homoestazinda da gorev alirlar. Osteoblastlar biitiin bu 6zelliklerinin yan1
sira immunojenik yanit vermemeleri ve biyopsi yoluyla kolay elde edilebilmeleri
acisindan onemli avantajlara sahiptir. Ancak, az sayida osteoblast elde edilmesi ve bu
hiivrlerin ¢ogaltilmasinda karsilasilan zorluklar nedeniyle doku rejenerasyonunda doku
iskelesi iizerinde tasinabilen hiicre sayisi az olmaktadir. Daha fazla sayida osteoblast
hiicre elde edilmesinde kullanilan hayvan deneklerinde immun yanit olusma riski ve

hastalik tasima potansiyeli caisindan bazi riskler ortaya gikabilmektedir.

Kemik doku mithendisligi uygulamalarina yonelik olarak kullanilan diger hiicre tipleri
hiicre hatlari, kok hiicreler ve kemik iligi stroma hiicreleridir. Hiicre hatlar1 kaynaklarinin
belli olmasi ve pasajlanarak bir ¢ok kez ¢ogaltilabilmeleri gibi avantajlara sahiptir. Kok
hiicreler ise yliksek cogalma ve farklilasma kapsaitesine sahip olmakla birlikte
embriyonik kok hiicreler ve erigskinden elde edilmis kok hiicreler kullanilabilmektedir.
Embriyonik kok hiicreler blastositin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir ve osteoblastlara
farklilagabilir. Embriyonik kok hiicrelerin kullaniminda etik sorunlarin yani sira
farklilasmanin tam olarak saglananamasi, teratom ve benzeri tiimoral olusumlara yol
acabilmesi ve elde edilen dokunun immunolojik uyumsuzlugu gibi sorunlarla
karsilasilabilmektedir (Salgado vd. 2004). Eriskin kok hiicreler bulunduklart dokunun
disindaki hiicrelere farklilagabilmekle birlikte kemik iligi, periost, kas, yag, beyin ve deri
dokularinda bulunmaktadir. Diger taraftan kemik doku olusturmasma yonelik olarak
kullanilan kemik iligi stroma hiicreleri kemik iligi mononiikleer hiicrelerin bir alt

grubudur ve kemik iligi aspirasyon malzememelrinden izole edilirler (Akman 2007).
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Ayrica, kemik iligi stroma hiicreleri daha diisiik seviyede immun yanit olusturma
ozelligine sahiptir. Kemik iliginden izole edilen hiicrelerdeki kok hiicre sayisinin diisiik
olmasi nedeniyle bu hiicrelerin in vitro kosullarda sitokin ve biiyiime faktorleri ile

muamele edilerek hedef hiicre sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.

2.2.6 Biiyiime faktorleri ve kemik doku miihendisliginde kullanilan biiyiime
faktorleri

Biiylime faktorleri suda ¢oziinebilir 6zellikte olup pek cok hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir (King ve Krebsbach vd. 2012). Ayrica doku
miithendisligi yaklagiminda, dokularin yeniden modellenmesinde yarali ve hasar gérmiis
dokularin iyilesme siirecinin temel bilesenini olusturmaktadir. Dokularin yeniden
modellenmesi, yara olusumundan dokularin onarimina kadar gegen siire igerisinde
gerceklesmektedir. Histolojik yontemler dokularin iyilesme siirecinde etkin olan hiicre
tipleri hakkinda bilgi verse de yara iyilesmesini baglatan ve siireci devam ettiren
mekanizmalar heniiz aydinlatilmamistir. Biiylime faktorleri ve diger sitokinlerin
ozelliklerinden yola ¢ikan aragtirmalar bu biyosinyal molekiillerin yaralanma ile baslayip
iyilesme ile son bulan doku yenilenme siirecinde 6dnemli ve etkin bir rol oynadiklarini

ortaya koymaktadir (Lanza vd. 2007).

Biiylime faktorleri serum bilesiminde ¢ok diisiikk derigsimlerde (10, 10** M) bulunan ve
dokularin biiyiime ve gelisiminden sorumlu olan oligopeptit yapisindaki molekiillerdir.
Hiicre boliinmesi ve farklilagmasini dogrudan uyaran bu biyosinyal molekiiller hiicresel
aktiviteleri modiile eden mekanizmalarin anlasilmasi acisindan son derece Onemli
molekiiller haline gelmislerdir (King ve Krebsbach vd. 2012). Biiyliime faktorleri
varliginda tetiklenen spesifik hiicre cevabi, iireme, go¢ veya farklilasma gibi pek ¢ok
farkli hiicre aktivitesi ile sonuclanabilmektedir. Spesifik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmadan 6nce bu biyosinyal molekiillerin biyolojik fonksiyonlari
ve hiicre dig1 matriks icerisindeki rolleri aydinlatilmalidir. Biiyiime faktorlerinin hiicre
aktiviteleri tzerindeki etkilerinin, bu biyosinyal molekiillerin hiicre yiizeyindeki
reseptorler ile etkileserek kompleks olusturmasi sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Vo vd.

2012). Sinyal iletim mekanizmasi saglikli hiicre tarafindan biiyiime faktoriiniin salimi ile
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baslamaktadir. Biiyiime faktorii molekiilleri hedef hiicre {lizerindeki transmembran
reseptorlere baglanarak hiicre davranisini yonetir. Sinyallerin hiicre ¢ekirdegine iletilmesi
hiicre iskeletinde protein fosforilizasyonu, iyon degisimleri, metobolik degisiklikler, gen
ekspresyonu, protein sentezi ve biyolojik cevap olmak iizere birbirini takip eden

kompleks olaylar sonucunda gergeklesir (Lee vd. 2011, Sekil 2.14).

Hiicre Disi Matriks ~ ___ bilytime

o-integri
grn biiyiime
faktirii reseptirii

\ reseptir-biiyiime
iretici \fsktﬁrﬁctkilesimi

Sekil 2.14 Biiyiime faktorlerinin hiicre dist matriks ile etkilesimi (Lee vd. 2011)

Doku miihendisligi yaklasimi ile hedeflenen doku rejenerasyonunda, fonksiyonel
yapilarin elde edilmesi i¢in biliyliime faktorleri anahtar gorevi gormektedir. Biiyilime
faktorleri saglikli hiicreler tarafindan iretilebilecegi gibi (autocrine) hiicre dist matriksi
cevreleyen dis ortamda da bulunabilir (paracrine ya da telecrine) (Chen vd. 2010, Sekil
2.15)
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4 Autocrine
. Paracrine
. Telecrine

Sekil 2.15 Biiyiime faktorlerinin hiicreleri etkileme mekanizmasi (Chen 2010)

Doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilan biiyime faktorlerinin kaynaklar

ve aktiviteleri ¢izelge 2.2°de sunulmustur.
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Cizelge 2.2 Biiyiime faktorleri kaynaklar1 ve aktiviteleri

Bilyiime Kaynag Aktivitesi

Faktori

PDGF | Plateletler, endotel hiicreler ve© Bag dokusu, yumusak kas ve glial
plasenta hiicrelerinin tiremesi

BMP-6 | Fibroblastlar,kemik hiicreleri, Mezankimal kok hiicrelerin kemik ve
plateletler kikirdaga farklilagmasi ve hiicre tiremesi

EGF Sub-maksiler bezler, Brunner Mezankimal kok hiicrelerin, glial ve epitel
bezi hiicrelerin tiremesi

TGF-a | DOniistiiriilmiis hiicreler Yara iyilesmesi

FGF Pek ¢ok fakli hiicreler Pek c¢ok hiicre tipinin ¢ogalmasi, bazi kok

hiicrelerin inhibe edilmesi ve mezoderm
olusumu

NGF Mast hiicreleri, kemik iligi Noronlarin c¢ogalmasi ve yasamini devam
stroma hiicreleri ve ettirmesi
keratinositler

TGF-B | T-helper ve natural Killer Yara iyilesmesi, anti enflamatuar Ozellik
(NK) hiicreler makrofaj ve lemfositlerin gogalmasinin

onlenmesi
IGF-1 Karaciger Pek ¢ok hiicre tipinin ¢ogalmasi
IGF-2 Pek ¢ok fakli hiicreler Fetal orijinli pek ¢ok hiicre tipinin tiremesi

Tez calismasi kapsaminda anjiojenik etkiye sahip olan PDGF-BB ve osteojenik

potansiyele sahip olan BMP-6 kullanilmistir. PDGF-BB ve BMP-6’ya iliskin detayli

bilgiler B6liim 2.2.6.1 ve Boliim 2.2.6.2°de sunulmustur.
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2.2.6.1 Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF)

Trombosit kaynakli bliylime faktdrii (PDGF) her biri 100 amino asit iceren A ve B
zincirlerinden olusan dimerik yapida bir molekiildiir (Steenfos 1994). PDGF’in farkh
etkilere sahip oldugu bilinen ve sentez asamasinda endoplazmik retikulumda disiilfit
baglar1 ile gapraz baglanma sonucu olusan ii¢ farkli formu vardir. Bunlar PDGF-BB,
PDGF-AA ve PDGF-AB olarak tanimlanmaktadir. PDGF yara iyilesmesini baglatabilen
trombositlerden,  makrofajlardan  endotel  hiicrelerden  ve  fibroblastlardan
salgilanabilmektedir. Bunun yani sira yara iyilesmesinde en etkili baglatici olmakla
birlikte yarali bolgeye ilk go¢ eden ve viicut igerisinde en yiiksek oranda bulunan biiyiime
faktortidiir. Trombositlerden salinan PDGF makrofaj ve notrofiller icin kemotaktik etki
(hiicre gocilinii baglatic1 etki) gosterirken fibroblastlar i¢in mitojenik etkiye (hiicre
boliinmesini baslatici etki) sahiptir (Reves vd. 2012). Yara iyilesmesinde bu hiicrelerin

sirali olarak yarali bolgede bulunmasi gerekmektedir.

Dimerik yapida olan PDGF’in farkli hiicresel aktiviteleri organize etmek i¢in baglandigi
a ve P reseptorleri bulunmaktadir. 1066 tane amino asit igeren a reseptorii ve 1074 amino
asit igeren P reseptorii transmembran glikoprotein olmakla birlikte hiicre dis1 reseptorlere
baglanmak icin immunoglobulin bdlgelere ve sitoplazmik bdlgede tirosin kinaz
enzimlerine sahiptir (Bennett ve Schultz 1993). PDGF’in reseptore baglanmasi ile tirosin
otofosforilasyonu baslamakta ve hiicre ici sinyal iletimi ile genler uyarilmakta ve gen

ekspresyonu gergeklesmektedir (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16 PDGF sinyal mekanizmasi

2.2.6.2 Kemik morfojenik proteini (BMP-6)

Osteoindiiktif kapasiteye sahip olan kemik morfojenik proteini (BMP) TGF-8
(transforming growth factor) ailesinin alt grubunda yer almaktadir. TGF-f ailesi yapisal
olarak iliskili 100’den fazla polipeptit biiylime faktOriinii igeren ve gelisimi ¢ok yonlii
kontrol eden bir gruptur (Vo vd. 2012). BMP grubu iiyeleri BMP-1 disinda TGF-f
ailesine dahildir ve primer aminoasit sekanslarinin benzerligine gore dort farkl alt gruba
ayrilmugtir. Ilki BMP-2 ve BMP-4’iin yer aldigx grup iken ikincisi BMP-5, BMP-7 ve
BMP-6’y1 igeren gruptur. Ugiincii ve dordiincii gruplar sirasiyla GDF-5, GDF-6, GDF-7
ve BMP-3’ii ve GDF-10 gibi biiyiime faktorlerini i¢ermektedir (Soran 2010). Kemik
morfojenik proteinleri autocrine ve paracrine mekanizmalariyla hiicre yiizeyindeki
reseptOrlere baglanarak cesitli hiicresel aktiviteleri organize ederler. Kisaca TGF-$
faktorleri serin/threonin kinazlari olarak bilinen iki reseptoriin bir araya gelerek birinin
digerini fosforlamasi ve olusan bu kompleksin de SMAD proteinlerini aktive etmesi
yoluyla gen ekspresyonunu diizenler (Zhang vd. 2014). Reseptorler fonsiyonel
ozelliklerine gore tip I ve tip II olmak iizere ikiye ayrilirlar. Biiylime faktorlerinin ilgili

reseptorlere baglanmasi sonucunda gen ekspresyonu baslatilir.
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Gen ekspresyonundan 6nce meydana gelen sinyal iletimi adiminda iki farkli ligand
baglanma tiirii gdzlenir. Bunlardan ilki ligandin tip II reseptére dogrudan baglanmasi ve
bu kompleksin daha sonra tip I reseptor ile baglanmasi esasina dayanan ve TGF-B/aktivin
reseptorleri icin karakteristik olan baglanma cesididir. Ikinci baglanma ise BMP grubu
karakteristiklerine aittir. Burada tip I ve tip II BMP reseptorleri liganda beraber
baglanirlar. Bu aktif kompleksin olugsmasinin ardindan tip II reseptorii tip I reseptoriinii
fosforlayarak aktif hale getirir ve meydana gelen bu kompleks de hiicre g¢ekirdegine
sinyal iletilen SMAD proteinlerini fosforlar (Zhang vd. 2014). SMAD proteinleri sekil
2.17°de gosterildigi bicimde hiicre ¢ekirdegi icine sinyal tasiyan ve 6zel olarak DNA’ya

baglanma yetenegi sayesinde DNA ile kompleks olusturabilen protein ailesidir.
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Sekil 2.17 BMP 6 sinyal mekanizmasi

Sekil 2.17 incelendiginde sinyal iletiminde biiyiilk 6neme sahip olan SMAD proteinlerinin
farkli tlirlerinin oldugu goriilmektedir. Serin ve threonin kinazin bir araya gelip birinin

digerini fosforlamasi adimindan sonra R-SMAD’lar sinyal iletimini gergeklestirmek
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tizere SMAD I, SMAD 5 ve SMAD &’¢ ihtiyag duymaktadir. Sekil 2.17°den de
anlasilacagi gibi bunlar Type I reseptoriin substratlaridir. Co-SMAD ie R-SMAD’larla
birleserek sinyal iletiminde gorev alan yapilardir. Diger taraftan I-SMAD’lar inhibisyon

amach ortamda bulunmaktadir.

Sekil 2.17 incelendiginde BMP-6’nin sinyal iletiminin son adimi olan gen
ekspresyonunda hiicre farklilasmasi, hiicre tiremesi ve kontrollii hiicre 6liimlerinde etkin

oldugu goriilmektedir.

2.3 Biiyiime Faktorlerinin Tasinma Stratejisi

Doku miihendisligi uygulmalarina yonelik olarak biiyiime faktorleri dogal ve sentetik
polimerlerden elde edilen yapilar ile tasinabilmektedir (Lee vd. 2011). Biiyiime
faktorlerinin tasiyict sisteme yiiklenmesi i¢in kullanilan stratejiler sekil 2.18’de

sunulmustur.

Blyume
faktorlerinin
tasinma stratejisi

Kimyasal Fiziksel

immobilizasyon Enkapsulasyon

Kovalent Fiziksel
immobilizasyon Adsorpsiyon

Sekil 2.18 Biiylime faktorlerinin taginma stratejisi

Biiytime faktorlerinin tasiyict sistemlere yiiklenmesi icin gelistirilen bu iki 6nemli strateji
biiylime faktdrlerinin matriks icine ya da yiizeyine kimyasal immobilizasyonu Ve tasiyici

sistemlere fiziksel enkapsiilasyonudur (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19 Biiyiime faktorlerinin fiziksel enkapsiilasyonu ve kimyasal immobilizasyonu
(Lee vd. 2011)

Kimyasal immobilizasyonda biiyiime faktorii ile polimerik yapi arasinda afiniteye bagh

ya da kimyasal bir bag olusumu goriilmektedir (Sekil 2.20).

Biéveme Hktorln @
Baglma ®e [ X-) ®
O eszimatik ve bidrolink degradasyen
—ro
Baghann
—>
Bivomalreme Baglana

Sekil 2.20 Biiyiime faktorlerinin kimyasal immobilizasyonu (Mehta vd. 2012)

Bu yontemde matriks yapi ile etkilesen hiicreler immobilize haldeki biiylime faktorleri ile

karsilagtiklarinda lokalize bir sinyalizasyon mekanizmasi olusmakta ve hiicre davranisi

kontrol edilmektedir (Lee vd. 2011).
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Kimyasal immobilizasyon fiziksel adsorpsiyon ve kovalent immobilizasyon olmak
tizere ikiye ayrilamaktadir. Kovalent immobilizasyon kapsaminda biiyiime faktorlerinin
hiicre dis1  matriks ile etkilesimi dogrudan kovalent immobilizasyon ile

ger¢eklesmektedir.

Fiziksel adsorpsiyon van der Waals kuvvetleri altinda ya da hidrofobik etkilesimler ile
molekiillerin ylizeye tutunmasini saglar (King ve Krebsbach 2012) (Sekil 2.21) .

Blyume

faktorleri ~ Doku iskelesi

Sekil 2.21 Biiyiime faktorlerinin fiziksel adsorpsiyonu (King ve Krebsbach 2012)

Biiytime faktorlerinin doku iskeleleri gibi biyomalzemelerin yiizeyine adsorpsiyonu
malzememenin sahip oldugu fizikokimyasal 6zellikler ile ayarlanabilmektedir. Bunlar,
yiizey serbest enerjisi, hidrofilik/hidrofobik denge, polarite, malzemeye ait temas agist,
yiizey yiikkii ve buna bagli olarak tanimlanan elektrostatik etkilesimler, fonksiyonel
gruplar, ylizeye ait mikro ve nanotopografi ile piiriizliiliik ve kristalinite olarak
tanimlanmaktadir (Vladkova 2010). Biyomalzemenin sahip oldugu bu fizikokimyasal
Ozelliklerin yani sira ¢ozeltinin sahip oldugu iyonik direng ve ortamda bulunan diger
proteinlerin varlifi da biyomalzeme yilizeyinde adsorplanan biiyiime faktorii miktarini
etkilemektedir. Fiziksel adsorpsiyonda ortamda bulunan biiyiime faktorlerinin
biyomalzeme yiizeyine tasinmmi difiizyon, akis ve termal konveksiyon ile
saglanabilmektedir (King ve Krebsbach 2012).

Fiziksel adsorpsiyonda biiylime faktorii ile biyomalzeme arasinda meydana gelen
etkilesimde proteine 6zgii spesifik mekanizmalar s6z konusu olmasina karsin ¢ozeltide
yer alan farkli protein giftelerinin bir arada bulunma olasilig1 biyomalzeme ylizeyinde

farkli konformasyon ve oryantasyonlarda yapilarin olugmasina neden olabilmektedir.
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Ayrica fiziksel adsorpsiyonda meydana gelen bu protein konformasyonlarinin yeterli
oranda kontrol edilememesi, proteinlerin yapidan desorpsiyonu ve yikama adimlarinda
uzaklasma olasilig1 ile biiyiik molekiillerin yiizeye tutunmasinda meydana gelen zorluklar
fiziksel adsorpsiyonun dezavanatajlar: arasinda sayilabilmektedir. Diger taraftan fiziksel
adsorpsiyon ile biyomalzeme yiizeyine tutunmus olan biiylime faktdrlerinin saliminda
olusabilecek ani salim nedeniyle biiylime faktorlerinin hedef dokuya ulagmasinda bir
takim sorunlar ile karsilasilabilmektedir. Boerckel vd. 2011 tarafindan yapilan in vivo
calismada kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak kemik morfojenik
protein-2 (BMP-2), kollajen doku iskelesine fiziksel adsorpsiyon ile yiiklenmis ve ani
salim gozlenmistir. Elde edilen salim grafikleri sonucuna gore stirekli salim
saglanamadigi ve BMP-2’nin ¢ok diisiik miktarlarinin hedef dokuya ulasabildigi
belirtilmistir. Wei vd. 2007 tarafindan yapilan ¢alismada ise BMP-7"nin poli-I-laktik asit
(PLLA) doku iskelesine fiziksel adsorpsiyon ile yiiklenmesi durumunda kemik

olusumunun gozlenemedigi sonucuna ulagilmstir.

Kovalent immobilizasyonda biiylime faktorleri ile tasiyici polimerik yapi fonksiyonel
gruplar ile birbirine baglanmaktadir. Kovalent immobilizasyon i¢in fibronektin, laminin,
elastin heparin gibi biyopolimerik jeller kullanilabilmektedir. Diger taraftan biiyiime
faktorlerinin tasiyict mekanizma ile etkilesimini saglayabilecek oOzellikte olan kiigiik
oligopeptit yapida protein giftlerinin kullanilabildigi de goriilmektedir (Lee vd. 2011).
Biiyiime faktorlerinin tasiyici sistemin yiizeyine immobilizasyonunda yiizeyin kimyasal
reaktivitesi olduk¢a Onemlidir ve bu nedenle ylizeyde kovalent bag olusumunu
destekleyecek nitelikte fonksiyonel gruplara ihtiya¢ duyulmaktadir (Vladkova 2010). Bu
durum biiylime faktorlerinin tasiyict sistemin yiizeyine kimyasal immobilizasyonu ile
olduk¢a kararli yapilarin elde edilmesine olanak saglamaktadir. Kimyasal
immobilizasyon fiziksel adsorpsiyon ile karsilastirildiginda biiyiime faktorleri ile tastyici
sistem arasinda giiglii bir etkilesim meydana gelmekte ve uzun siireli salimlarda tercih
edilmektedir. Kimyasal immobilizasyonun fiziksel adsorpsiyona gore bir diger istiin
tarafi ise ozellikle doku mihendisligi uygulamalarinda biiyiime faktorlerinin matriks
halinde birlesmis (matrix-tethered) kararli yapilarinin elde edilmesini saglamasidir.
Boylece reseptorlere baglanip aktif hale gelen biiyiime faktorlerinin daha yavas

degradasyonu saglanmaktadir. Ancak biiylime faktoriiniin dozu ile tasiyiCi sistemin
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fizikokimyasal Ozellikleri arasindaki dogru dengenin saglanmasmin zorlugu kimyasal
immobilizasyonun dezavantajlari arasinda gosterilebilir. Diger taraftan immobilizasyon
sirasinda biiyiime faktorlerine ait biyoaktif fonksiyonel gruplarin bozulmasi nedeniyle

biiyiime faktorlerinin biyoaktivitelerini kaybedebilecegi bilinmektedir (Lee vd. 2011).

Biiyiime faktorlerinin tasiyict mekanizmaya yiiklenmesine iliskin olarak kimyasal
immobilizasyona gore daha sik tercih edilen fiziksel enkapsiilasyon yonteminde
biiyiime faktorleri ¢cogunlukla polimerlerden elde edilen yapilar igerisine hapsedilmekte
tasiyic1 sistemden cevre dokuya salim Onceden programlanmis sekilde difiizyon ile
gerceklesmektedir. Biiylime faktorlerinin fiziksel enkapsiilasyonunda enjekte ya da
transplante edilebilen yeterli mekanik dayanima sahip malzemeleri tiretmek miimkiindjir.
Burada onemli olan nokta biiylime faktorii molekiillerinin islemler sirasindaki sert,
kimyasal ve fiziksel kosullardan etkilenmemesi ve biyolojik aktivitelerini korumalaridir.
Enkapsiilasyon i¢in poli (a-hidroksi asitler), poli (orto esterler), poli (anhidritler) gibi
sentetik polimerlerden hazirlanan nano/mikro partikiiller kullanilabildigi gibi dogal
polimer olan keratin, kollajen, jelatin, elastik, kitosan ve aljinat gibi yapilar da
kullanilabilmektedir. Biiyiime faktorlerinin kontrollii salim profilleri ¢izelge 2.3’de

sunulmustur.

33



Cizelge 2.3 Biiyiime faktorlerinin tagindig1 yapilar ve salim profilleri

Bilyiime
faktoriiniin
yiiklenme sekli

Biiyiime faktoriiniin
tasindig1 yapa

Salim profili

Salim
modeli

Direk olarak doku
iskelesine yiikleme
(Bolus enjeksiyon)

Ani (Burst)
Salim

Biiylime
faktorlerinin  disiik
oranda capraz bagl
partikiillere
yiiklenmesi

Kontrolli
salim

Biiylime
faktorlerinin yiiksek
oranda capraz bagl
partikiillere
yiiklenmesi

v

Gecikmeli
salim

Biiylime
faktorlerinin
partikiiller
varliginda doku
iskelesine
yiiklenmesi

v

Pulse salim

Kovalent
immobilizasyon

(sicaklik ve pH gibi
etkilere duyarli
polimerler)

Pulse salim
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Cizelge 2.3.a incelendiginde biliylime faktorlerinin enkapsiile edilemesine iligkin olarak
bilinen en basit yontemlerden birisi olan dogrudan yiikleme yontemi goriilmektedir. Bu
yontemde biiylime faktorlerinin yer aldigi doku iskeleleri, emdirme ve difiizyon
yontemleri ile hazirlanabilmektedir (Chen vd. 2010). Ancak biiyiime faktorlerinin
taginmasima iligkin kullanilan bu sistem az miktarda proteinin taginmasina olanak
saglamas1 ve ani salima neden olmasi nedeniyle tercih edilmez. Ani salim, biiylime
faktorlerinin protein yapida olmasi ve yarilanma Omiirlerinin kisa olmasi nedeniyle doku
iyilesme siirecinde hedef dokuya ulagsmalarinda bir takim sorunlara neden olmaktadir. Li
vd. 2009 tarafindan kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak yapilan
caligmada rekombinant human BMP-2 biiyime faktorii politiretan doku iskelerine
dogrudan yiiklenmis ve ani salimin meydana geldigi sonucuna ulagilmistir. Cizelge 2.3.b-
c’de yer alan sekillerde biiyiime faktorlerinin farkli oranlarda ¢apraz baglanmis yapilara
yiiklendigi goriilmektedir. Kontrollii salim sistemlerine iliskin ¢alismalarda polimerler
capraz baglanarak biiyiime faktorlerinin ani saliminin  Onlendigi  sistemlere
rastlanmaktadir (Kim vd. 2012). Capraz baglanma orani arttikca c¢izelge 2.3.c’de
goriildiigii gibi gecikmeli salim meydana gelmektedir. Partikiiller ile doku iskelelerinin
birlikte kullanildig1 ¢izelge 2.3.d’deki yapilar incelendiginde partikiillerin farkli salim
davraniglarina  bagli  olarak Onceden programlanmis  sekilde pulse  salim
gozlenebilmektedir. Bu yap1 farkli veya ayni salim davraniglarina sahip olan polimerik
partikiillerin doku iskeleleri igerisine yiiklendigi yapilar ile de hazirlanabilmektedir.
Boylece sirali ve es anli salim kinetiklerine sahip kompozit yapilar elde edilebilmektedir
(Jacklenec vd. 2008, Patel vd. 2008). Cizelge 2.3.e’de yer alan sistemde pH ve sicaklik
gibi etkilere duyarli akilli polimerlerin varliginda fiziksel kosullarin degisimine bagh

programlanmis olarak pulse salim meydana gelmektedir (Klouda ve Mikos 2008).

Dogal doku iyilesmesi siirecleri incelendiginde birbirini takip eden ii¢ fazdan olustugu
goriilmektedir. Bunlar 1) inflamatuvar faz, 2) iireme fazi, 3) maturasyon fazi olarak

tanimlanabilir (Sinno ve Prakash 2013).
Biiytime faktorleri farkli hiicre popiilasyonlar1 arasinda iletisim saglamasi ve hiicresel

aktiviteleri diizenlemesi gibi Ozellikleri agisindan doku iyilesmesinde olduk¢a Oneme

sahip olan molekiillerdir. Doku iyilesmesi siirecinde biliylime faktorlerinin birlikte yer
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aldig1 karmasik sinyal yol izleri s6z konusudur.  Farkli salim mekanizmalarina sahip
polimerler kullanilarak hazirlanan tasiyici sistemler, birden fazla biiyiime faktoriiniin
enkapsiilasyonun yani sira, dogal dokularin iyilesme siirecini taklit edecek sirali salim
sistemlerinin gelistirilmesine de olanak saglamaktadir (Chen vd. 2010). Bu kapsamda
kullanilacak olan biiylime faktorlerinin sinerjik etki gosterebilmesi nedeniyle uygun
kombinasyonlar1 6nem kazanmaktadir (Mehta vd. 2012). Literatiirde yer alan
caligmalarda kemik doku miihendisligine yonelik olarak BMP-2 /TGF-3, VEGF/BMP-4,
BMP-2/BMP-7 ve BMP-2/IGF-1 kombinasyonlarmin kullanildigi  goriilmektedir
(Simmons vd. 2004, Oest vd. 2007, Yilgor 2009, Strobel vd. 2011). Doku
rejenerasyonuna iliskin olarak uygun Dbiiyiime faktorleri kombinasyonlarinin
belirlenemedigi durumlarda inhibisyon etkisinin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir (Vonau vd.
2001). Coklu biiyiime faktorlerinin salimina iligkin olarak partikiil temelli salim
mekanizmalarina ait degisik konfiglirasyonlarda yapilarin olusturulmasit miimkiin

olmaktadir (Sekil 2.22).
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Sekil 2.22 Biiyiime faktorlerinin salimina yonelik kullanilan yapilar (Chen vd. 2010)
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Sekil 2.22.a incelediginde iki farkli biiylime faktori partikiile yiiklendikten sonra doku
iskelesi igerisine yiiklenmektedir. Elde edilen bu yapt farkli veya aymi salim
meknizmasina sahip olan partikiillerin doku iskelelerine yiiklenmesine olanak
saglamaktadir. Bu yap1 ile dogal doku iyilesme silirecinde Onemli olan farkli salim
hizlarina sahip olan partikiiller varliginda sirali salim saglanabilmektedir. Sekil 2.22.b’de
gosterilen formda ise partikiillere yiiklii olan biiylime faktorleri tabakalar halinde farkl
yapilara yiiklenerek salimi gerceklestirilmektedir. Dolayisiyla 3 nolu olan en distaki
tabakadan biiytime faktorii ilk olarak salinirken ayni zamanda 1 nolu ve 2 nolu tabakadan
salimi da engelleyecektir. Sekil 2.22.c ise ¢ekirdek-kabuk olarak tanimlanan ve siral
salim caligmalarina yonelik olarak kullanilan yapilardan birisidir. Temelde kompozit bir
yapt olmakla birlikte kabuk kismi ilk salinmasi hedeflenen biiylime faktorii ile kapl iken

i¢ kisimda partikiil formuna ytliklenmis biiylime faktorleri yer almaktadir.

Tez caligmast kapsaminda kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak
gercek doku olusumunu taklit eder nitelikte salim hizlari birbirinden farkli olan partikiil
temelli sistemlerden trombosit kaynakli biyiime faktori (PDGF-BB) ve kemik
morfojenik proteini (BMP-6) salimi iizerine ¢alismalar yapilmistir. Kontrollii salimin
gerceklestirilmesi amaciyla biiylime faktorlerinin yiiklendigi poli (3-hidroksi biitirat-ko-
3-hidroksi valerat) (PHBV) ve jelatin partikiillere iliskin bilgiler Bolim 2.4’de

sunulmustur.

2.4 Biiyiime Faktorlerinin Yiiklenmesinde Kullanilan Partikiiller

Biiylime faktorlerinin kontrollii saliminin saglanmasi1 amaciyla sentetik ya da dogal
polimerlerden partikiiller elde edilebilmektedir. Sentetik polimerler kapsaminda poli (a-
hidroski asitler), poli (orto esterler), poli (anhidritler), dekstrin, poliglikolik asit (PGA) ve
poli laktik asit (PLA)’nin kopolimerleri kullanilabilmektedir. Biiylime faktorlerinin
enkapsiile edildigi sentetik malzemeler ile biiylime faktdrlerinin ¢evre dokuya kolaylikla

salim1 ve hiicresel aktiviteleri diizenlendigi bilinmektedir.

Partikiil temelli sistemlerden bir digeri olan lipozom temelli partikiiller biiyiime

faktorlerinin enkapsiile edildigi yapilar arasinda yer almaktadir. Liposom temelli
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sistemlerin iiretim agamasinda organik c¢oOziicii kullanimimin kistlanmasi nedeniyle

biyouyumlulugu artmaktadir (Lee vd. 2011).

Biiylime faktorlerinin yiiklenmesinde kullanilan partikiil sistemleri kapsaminda yer alan

diger bir yap1 dogal polimerlerdir. Dogal polimerlerin sentetik polimerlerden farkli olarak

suda ¢ozlinebilmesi ve 1liml1 kosullarde elde edilebilmesi gibi 6zellikler nedeniyle tasima

sirasinda biiylime faktorlerinin biyoaktivitelerini ¢ok etkilemedigi bilinmektedir (Lee vd.

2011). Diger taraftan dogal polimerlerin degradasyonu sonucunda zararl tiriinlerin ortaya

citkmamasi sentetik polimerlere gore {iistiin taraflar arasinda sayilmaktadir. Biiyiime

faktorlerinin  yiiklenmesinde kullanilan ¢esitli partikiil sistemleri

Ozetlenmistir.

cizelge 2.4°de

Cizelge 2.4 Biiylime faktorlerinin yiiklenmesinde kullanilan partikiil sistemleri

Partikiil Sistemleri

Ozellikleri

Kitosan mikrokiire

(Kim vd. 2003)

TGF-B’nin kontrolli saliminin saglanmasina yonelik olan mikrokiire-
doku sikelesi sistemi

Jelatin mikrokiire ve polietilen
glikol doku iskelesi (Holland vd.
2003)

TGF-B1 ‘in kontrollii saliminin incelenmesi amaciyla farkli capraz
baglanma oranlarinda jealtin partikiiller

PLGA mikrokiire ve PLA doku
iskelesi

(Jacklenec vd. 2008)

Farkli degradasyon ve capraz baglanma oranlarina sahip PLGA ve
jelatin partikiiller ile IGF-I ve TGF-f’nin birlikte ve sirali salimin
saglayan yapi

Jelatin mikrokiire

(Patel vd. 2008)

VEGF ve BMP-2"nin birlikte salimini saglayan yapi1

PLGA  mikrokiire ve
mikrokiire (Patel vd. 2008)

jealtin

Farkli ¢apraz baglanma oranlarina sahip jelatin ve farkli molekiil
agirliklarina sahip PLGA’dan hazirlanan PLGA mikropartikiilleriden
BMP*2 salimi

PLGA ve PHBV nanokiire
(Yilgor vd. 2009)

BMP-2 ve BMP-7’nin sirali salimim saglayan degradasyon hizlar
birbirinden farkli olan PLGA ve PHBYV partikiil sistemleri

Jelatin mikrokiire ve kitosan jel
sistemi (Kim vd. 2012)

Farkli capraz baglanma oranlarma sahip olan jelatin partikiil
varliginda BMP-2 ve IGF-1"in sirali salim1
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Biiyiime faktorlerinin yiiklenmesinde kullanilan dogal ve sentetik polimerlerden partikiil

tiretim yontemlerine iliskin bilgiler Boliim 2.4.1°de sunulmustur.

2.4.1 Biiyiime faktorlerinin Yyiiklenmesinde kullamlan partikiillerin iiretim
yontemleri

Polimerik partikiillerin {iretim yontemleri bottom-up ve top-down olmak iizere ikiye
ayrilamaktadir (Astete ve Sabliov 2006). Bottom up teknigi monomerden baslamakla
birlikte emiilsiyon ve mikroemiilsiyon polimerizasyonu, ara yiizey polimerizasyonu gibi
yontemlerle sentez gergeklestirilmektedir. Top-down teknigi Onceden hazirlanmis
polimerler ile yiriitilmekte ve yaygin olarak emiilsiyon difiizyonu, porojen (tuz)
uzaklagtirma, ikili emiilsiyon, nanoc¢oktiirme yoOntemleri ile partikiil iretimini
kapsamaktadir. Ayrica bu yontemlerden fakli olarak dogal polimerlerden elde edilen
partikiillerin iiretimine iligkin olarak su-yag emiilsiyonu yontemi kullanilmaktadir. Bu

yontemlere iligkin bilgiler agagida sunulmustur.

Emiilsiyon difiizyonu yonteminde polimer bir su ile kismi olarak karisabilen organik
faz (benzil alkol, propilen karbonat, kloroform, diklorometan) icerisinde ¢oziinmekte ve
ardindan uygun bir yiizey aktif madde iceren (anyonik sodyum dedosil siilfat, polivinil
alkol, didodesil dimetil amonyum bromiir) sulu faz ile emiilsifiye edilmektedir (Sekil
2.23). Bu yontemde emiilsiyon partikiillerinin arasindan organik ¢6ziicliniin ve suyun

karsilikli difizyonu ile partikiil olusumu saglanmaktadir (Astete ve Sabliov 2006).
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Sekil 2.23 Emiilsiyon difiizyonu yontemi

Bu yontemde partikiil olusumunu etkileyen parametreler arasinda polimer derigimi,
¢Oziicli tlirli, polimerin molekiil agirligi, organik fazin viskozitesi karistirma hizi yer
almaktadir. Temelde organik fazin viskoz kuvvetlerinin yenilmesine bagl olarak partikiil
olusumu gerceklestiginden yiizey aktif maddeyi igeren sulu faz ile polimeri igeren
organik fazin emiilsifiye edilmesinde kullanilan homojenizatériin de giicii ve

homojenizasyon siiresi onemli olmaktadir.

Porojen (Tuz) uzaklastirma yonteminde polimer aseton, tetrahidrofuran (THF) gibi su
ile karisabilen organik ¢oziiciilerde ¢oziilmektedir. Organik faz yiiksek ylizey gerilimi
olusturularak sulu faz ile emiilsifiye edilmektedir. Sulu faz yiizey aktif madde icermekle
birlikte organik fazda ¢6ziinmeyen tuz gibi porojen yapilart da icermektedir (Sekil 2.24).
Emiilsiyon difiizyonundan farkli olarak porojenlerin olmasi nedeniyle ¢oziicii difiizyonu
meydana gelmemektedir. Bunun yerine olusturulan polimer ve yiizey aktif madde
emiilsiyonuna hizla saf su eklenmekte ve hafif karistirma altinda organik fazin sulu faza
ge¢mesiyle iyonik direngler kirilarak partikiil olusumu saglanmaktadir. Bu yontemde de
emiilsiyon difiizyonuna benzer sekilde partikiil olusumunda polimer derisimi, molekiil
agirligi, homojenizator hizi ve siiresi ile yiizey aktif madde ve ¢oziicliniin tiirii 6nemli

olmaktadir.
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Sekil 2.24 Porojen (Tuz) uzaklastirma yontemi

ikili emiilsiyon yontemi kontrolli salim ve ilag salim sistemlerine yonelik
uygulamalarda partikiil sentezi i¢in kullanilan en yaygin yontemlerden birisidir (Sekil

2.25)
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Sekil 2.25 Ikili emiilsiyon ydntemi

Emiilsiyon difiizyonu yontemine ¢ok benzemekle birlikte ikili emiilsiyon yonteminde ilag
ya da bliylime faktoriinii iceren birinci sulu faz polimer iceren organik faz igerisinde
dagitilarak birinci emiilsiyon elde edilmektedir. Elde edilen birinci emiilsiyon yiizey aktif
maddenin yer aldigi ikinci sulu faz igerisine alimmasinin ardindan olusan yiizey
gerilimlerinin yenilmesi amaciyla homojenizasyona tabi tutulmaktadir. Elde edilen ikili
emiilsiyondan organik fazin uzaklastirilmasi amaciyla ikili emiilsiyon belli oranda yiizey
aktif madde iceren seyreltme fazina aktarilmakta ve karistirtlarak organik fazin difiizyonu
saglanmaktadir. Yontemde ¢ogunlukla kloroform, diklorometan ve bu ¢oziiclilere gore

daha az toksik oldugu bilinen etil asetat kullanilmaktadir (Rao ve Geckeler 2011).



Ikili emiilsiyon yonteminde polimer derisimi, ¢dziicii ve yiizey aktif madde tiirii ve

homojenizasyon parametreleri partikiil olusumunda dnemlidir (Astete ve Sabliov 2006).

Nanocoktiirme yontemi cogunlukla hidrofobik yapilarin  enkapsiilasyonunda
kullanilmakla birlikte gerekli modifikasyonlar yapilarak hidrofilik bilesenlerin de
enkapsiilasyonu gergeklestirilmektedir (Sekil 2.26).

Organik faz;
polimer/coziict/protein ya da ilac

]
>
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Sekil 2.26 Nanog¢dktiirme yontemi

Bu yontemde polimer ve protein yap1 ya da ilag polar yapida su ile karigabilen aseton,
asetonitril etanol ve metanol gibi ¢6ziiclilerde ¢oziilmekte ve ardindan ylizey aktif madde
iceren sulu faza kontrollii bir sekilde damlatilmaktadir. Partikiiller diger yontemlere
benzer sekilde organik ¢oziiciiniin difiizyonu sonucunda olusmaktadir. Organik ¢oziicii
cogunlukla vakum altinda uzaklastirilmaktadir. Bu yontemde polimer/yiizey aktif orani,
polimer derisimi, yiizey aktif madde tiirii ve ¢oziicii tiirii partikiil olusumunu etkileyen

parametreler arasinadir (Astete ve Sabliov 2006).

Su-yag emiilsiyonu yonteminde sulu fazda ¢o6ziinebilen hidrofilik yapidaki polimer
partikiillerin hazirlanmasina yonelik ¢alismalarda polimer yag gibi bir ortamda kontrollii
bir sekilde damlatilarak emiilsifiye edilir. Ardindan polimer ¢ozeltisinin jellesme
sicakligiin altina ani olarak sogutulmasiyla polimerik partikiillerin olusumu saglanir
Partikiiller vakum altinda stiziildiikten sonra ¢apraz baglanma reaksiyonu uygun g¢apraz

baglayicilar varliginda gerceklestiriliri (Sekil 2.27). Su-yag emiilsiyonunda yagin
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sicakligl, karisttrma hizi  partikiil  olusumunda etkili parametreler arasinda

tanimlanmaktadir.
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_-
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Sekil 2.27 Su-yag emiilsiyonu

Tez galigsmasi kapsaminda dogal polimer olan poli(3-hidroksi biitirat-3-hidroksi valerat)
(PHBV) ve jelatin partikiiller kullanilmis ve Boliim 2.4.2’de PHBV ve Boliim 2.4.3’de

jelatine iligkin bilgiler verilmistir.

2.4.2 Poli (3-hidroksi biitirat-ko-3-hidroksi valerat) (PHBV)

PHBV, polihidroksibiitirat (PHB) ve polihidroksivalerat (PHV) biyobozunur
poliesterlerden polihidroksialkanatlarin (PHA) alifatik alt grubunda yer almaktadirlar
(Sekil 2.28).
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Sekil 2.28 PHBV ’nin kimyasal yapisi

PHB ve PHV dogal polimerlerdir. PHA’lar seker bazli besi ortamlarinda mikrobiyal
faaliyetle elde edilirler. Alcaligenes entrophus, Rhodosspitillium rubrum, Pendomenas
oleovorans ve genetik modifiye edilmisi bakteriler fermentasyon ortaminda uygun
kosullar saglandiginda PHB ile PHV’nin kopolimerini sentezleyip hiicre i¢inde
biriktirmektedir. Bakterilerde insandaki yag ve bitkilerdeki nisasta gibi depo gorevini
gormektedir. Reserv karbon kaynagi olarak depolanan bu polimerlerin hiicre ici
derisimleri ozellikle genetik olarak modifiye edilmis olanlarda % 90’larin iizerine

¢cikmaktadir.

Polimerler termoplastik 6zellikte olmakta birlikte PHB yiiksek kristaliniteye sahiptir.
PHV ise PHB’ye gore yar1 kristallik gosterir ve bu nedenle biyomedikal uygulamalarda

kopolimerleri seklinde kullanilir.

PHB ve PHYV bakteriler tarafindan {iretilen depolimeraz enzimleri sayesinde dogal olarak
parcalanir ve bozunma siireleri 20 giin olarak belirlenmistir. Bu durum yaklasik 100
giinde bozunabilen sentetik polimerlere gore iistiin taraflari arasinda sayilmaktadir

(Gilimiigderelioglu 2011).

Literatiirde yer alan yayinlar incelendiginde ila¢ ve biiyliime faktrorlerinin partikiil
sistemlerine yiiklenmesi ¢ogunlukla ikili emiilsiyon teknigi ile gergeklestirilmektedir.
Diger taraftan protein ya da ila¢ ylikleme calismalar1 disinda yer alan partikiil
sistemlerinin hazirlanmasina iligkin olarak emiilsiyon diflizyonu yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tez g¢aligmasi kapsaminda PHBV partikiillerin iiretim kosullarinin
belirlenmesine iligkin yapilan calismalar Boliim 2.4.1°de agiklanan sekilde emiilsiyon

difiizyonu yontemi ile yiiriitilmiistiir. Hiicre farklilagmasi iizerinde etkili oldugu bilinen
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BMP-6 PHBYV partikiillere Boliim 2.4.1°de agiklanan sekilde ikili emiilsiyon yontemi ile
yiklenmistir.  Yilgor vd. 2009 tarafindan yapilan ¢alismada BMP-7 ve BMP-2’nin
yiiklendigi PLGA ve PHBYV partikiiller ikili emiilsiyon yontemi ile hazirlanmistir. Huan
vd. 2010 tarafindan yapilan bir diger calismada ise PHBV partikiiller emiilsiyon
difizyonu yontemi kullanilarak elde edilmistir. Benzer olarak Bhardwaj vd. 2009
tarafindan yapilan calismada PLGA nanopartikiilleri emiilsiyon difiizyonu yontemi ile

hazirlamistir.

2.4.3 Jelatin

Jelatin biyouyumlu ve biyobozunur yapida bir malzeme olmakla birlikte viicutta toksik
etki gostermemesi nedeniyle doku miihendisligi uygulamalarinda sik¢a kullanilan bir
hayvansal kaynakli bir dogal polimerdir (Sekil 2.28). Jelatin genel olarak sigir ya da
domuz derisi tendonlarindan elde edilen kollajenin asidik ya da bazik kosullarda hidrolizi

ile elde edilmektedir (Sekil 2.29).
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Sekil 2.29 Jelatinin kimyasal yapisi

45



kollaien / CONM w
Bazik proses Asidik proses
OO0H coom gmlm,
1 / N
Yikama admmi Yikama admi1
)
L *
S v
Asidik jelatin IEP:3.0 Bazik jelatin IEP: 9.0

Sekil 2.30 Kollajenin hidrolizi ile asidik ve bazik jelatin eldesi (Tabata ve Ikada 1998)

Sekil 2.30°da bazik proseste kollajenin amit gruplarmin hidrolizi sonucunda yiiksek
yogunlukta karboksil grubuna sahip negatif yiiklii gelatin elde edilmektedir. Bu durum
jelatinin izoelektrik noktasini (IEP: 5.0) diistirmektedir. Asidik proseste ise kollajenin
elektrostatik dogasindan kaynakli olarak modifiye etmenin zorlugundan dolay1 kollajene
ait amit gruplart yeterli oranda hidroliz olamamakta ve sonug¢ olarak kollajene yakin
degerde izoelektrik noktasina (IEP: 9.0) sahip bazik jelatin elde edilmektedir (Tabata ve
Ikada 1998).

Jelatinin farkli izoelektrik noktalarima bagli olarak tanimlanan asidik ve bazik olma
durumlar1 kontrollii salim sistemlerinde Onemlidir. Salim c¢alismalarinda asidik bir
proteinin olmasi1 durumunda tasiyici malzeme olarak bazik jelatin secilmektedir ve
boylelikle siirekli salim saglanabilmektedir. Bu durum pozitif ve negatif yiiklii jelatin ve
proteinin poli-iyon olusturmak {izere iyonik etkilesim kurmasina dayanmaktadir (Tabata

ve lkada 1998).

Bunun yani sira jelatin doku miihendisligi uygulamalarinda genel olarak hidrojel

(Ratanavaraporn vd. 2011) ve partikiil formlarinda (Patel vd. 2008) hazirlanarak
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kullanilmaktadir. Ancak sulu ortamlarda ¢6ziinebildiginden dolayr uzun siireli
biyomedikal uygulamalarda capraz baglanmas1 gerekmektedir. Capraz baglanma

sonucunda yapinin mekanik dayanimi arttirilmaktadir.

Tez calismasi kapsaminda PDGF-BB jelatin partikiillere yiiklenmistir. Literatiirde jelatin
partikiillerin hazirlanmasina yonelik ¢alismalarda yag gibi bir ortamda emiilsifiye edilmis
jelatin ¢ozeltisinin jellesme sicakligimin altina ani olarak sogutulmasiyla jelatin
partikiillerin olusumu saglanmistir (Holland vd. 2003, Reis vd. 2006). Kollajenin
hidrolizi sonucu elde edilen jelatinin sulu ¢dzeltisi 25°C’nin altindaki sicakliklarda iiglii
helezonun ve sert ii¢ boyutlu ag yapinin olusumuna bagli olarak katilagmaktadir. Sicaklik
30°C’nin iistiine ¢iktiginda ise yapmin konformasyonu helezondan daha esnek bir yaya
dontismekte ve boylece jel tekrar sivi hale gegmektedir Bu nedenle jelatin partikiillerin
olusturulmasinda gelatinin 30°C’nin iizerindeki sicakliklarda gozeltilerinin hazirlandig
goriilmektedir (Holland vd. 2003, Kim vd. 2012). Sicakligin etkisi ile jel haline gelen
cozelti emiilsiyon olusturulmak iizere kontrollii bir sekilde ¢cogunlukla yagin kullanildig
emiilsiyon ortami i¢ine damlatilmakta ve hizla sogutma ile jelatin parcaciklarinin
olusumu saglanmaktadir. Elde edilen partikiiller vakum altinda filtre edildikten sonra
formaldehit, glutaraldehit ve glioksal gibi ¢apraz baglayict varliginda c¢apraz
baglanmaktadir (Holland vd. 2003, Reis vd. 2006).

2.5 Biiyiime Faktorlerinin Kontrollii Salimimin Matematiksel Analizi

Biiylime faktorlerinin kontrollii saliminda elde edilen yapilarin difiizyon faktori, iyonik
yiik etkilesimi, degradasyon/erozyon ve polimerin sisme davranisi gibi parametreler
onem kazanmaktadir (Sekil 2.31). Kontrollii salim sistemlerine iligkin olarak genellikle
sisme ve degradasyon kontrollii sistemler ile poli-iyionik kompleksin kuruldugu sistemler
tercih edilmektedir. Hidrofilik yapida olan aljinat, jelatin gibi yapilarda salim
mekanizmas1 sisme kontrollii olarak tanimlanir. Diger taraftan asidik ya da bazik
karakterde olan jelatin de asidik ve bazik karakterde olan biiyiime faktorleri ile poli-iyon
kompleksleri kurularak kontrollii salim saglanmaktadir (Tabata ve lkada 1998).

Degradasyon kontrollii sistemler icin hidrolitik, enzimatik, termal ve fotokimyasal olarak
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degradasyon tiirleri tanimlanabilmektedir. ~ Siklikla  karsilagilan  degradasyom

mekanizmalari hidrolitik ve enzimatik olarak tanimlanabilir.

Buyume
faktorleri
Enkapsulasyon
Biyomalzeme iyonik
BF difuzyonu etkilesim \
-
-

©
il
Buyume
faktorleri

Sisme Degradasyon

kontrollG kontrollii sistem
sistem

Sekil 2.31 Biiyiime faktorlerinin salim mekanizmasi (Mehta vd. 2012)

Bu kapsamda salinan biiyiime faktorlerinin miktarlarinin belirlenmesinde ve salim
kinetiginin analizinde ¢esitli matematiksel modeller Onerilmistir. Bu modellerden en
yaygin olanlar1 diflizyon temelli olarak bilinen yari ampirik ve ampirik modeller ile
mekanistik modelleri kapsamaktadir. Biiyiime faktorlerinin salimi igin siklikla kullanilan

modeller gizelge 2.5’de sunulmustur.
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Cizelge 2.5 Biiyiime faktorlerinin salim kinetiginde kullanilan matematiksel modeller

Model ismi Modelin denklemi
Higuchi modeli & ey
a

100-m= kt1/?
Korsmeyer Peppas modeli | Mt n

— =kt

M,

100-m= kt™

Sifirmc1 mertebe  salim | M=M,+kt
modeli

Birinci mertebe  salim | InM=InM,+kt
modeli

Hixon-Crowell modeli 3 100-3 m=kt

Salim kinetiginin matematiksel analizi kapsaminda diger bir kiitle aktarim mekanizmasi
olarak bilinen sisme kontrollii sistemler, erozyon kontrollii sistemler ve afinite temelli
modeller i¢in ampirik ve yar1 ampirik modeller ile mekanistik modeller Onerilmistir
(Lauzon vd. 2012). Kontrollii salim sistemlerinde yer alan diflizyon kontrollii salim
sistemlerinde siklikla Higuchi modeli kullanilmaktadir. Difiizyon kontrollii sistemlerde
salim hiz1 biiyiime faktoriiniin suda ¢oziinmeyen bir polimerden difiizyonu ile kontrol
edilmektedir. Diger taraftan Higuchi modelinde difiizyon katsaymin sabit kaldigi,
biiyiime faktorii molekiillerinin ortalama ¢apinin difiizyon mesafesinden kiiciik oldugu ve

salim boyunca denge kosullarinin kararli oldugu varsayimlari yapilmaktadir.

Cizelge 2.5°de yer alan Higuchi modeline ait denklem incelendiginde salinan biiylime
faktorii miktarinin zamanin karekoki ile orantili oldugu goriilmektedir. Ampirik formda
tanimlanan Higuchi modelinin genellestirilmis hali Korsmeyer Peppas tarafindan 6nerilen
modeldir. Korsmeyer Peppas modelinde yer alan n ve k sabitleri salim sisteminin

geometrik ve yapisal karakteristikleri hakkinda bilgi vermektedir. Ilag ve biiyiime faktorii
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gibi protein yapida olan molekiillerin salimina iligkin olarak Higuchi modelinden farkli
sifirinct mertebe, birinci mertebe, Hixon-Crowell modelleri de onerilmistir. Genel olarak
salim mekanizmasini belirlemek i¢in, sifir ve birinci derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas
ve Hixon-Crowell esitliklerine uyum iyiligi (goodness of fit) testi yapilmaktadir (Giirsoy
2002). Ancak partikiilden salimda, salim iizerine etki eden matriks i¢indeki protein
miktarinin  baglangic derisimi, proteinin ¢oziniirliigii, goézeneklilik, kivrim oram
(tortosite), ¢oziiclniin bilesimi ve matriksi olusturan polimerin yapist gibi pek ¢ok
parametre oldugundan in vivo ¢alismalarda sifirinci mertebe salim kinetiginin genellikle
elde edilemedigi gozlenmektedir (Giirsoy 2002). Sifirinct mertebeden meydana gelen bu
sapma difiizyon mesafesinin degisimi ile agiklanmaktadir. Bu nedenle diflizyon bir baska
deyisle Fick yasasina uyumlu olarak salim (Fickian difiizyon) Higuchi modeli ile

acgiklanmaktadir.

Hidrofilik yapidaki polimerlerde goriilen ve diger bir kiitle aktarim mekanizmasi olarak
tanimlanan sigsme kontrollii sistemlerde Fick yasasindan farkli olarak proteinin polimer
fazdan diflizlenemedigi goriilmektedir. Bu sistemlerde ¢oziicliniin polimer matriksine
girmesiyle polimer sismekte ve camsi gecis sicaklifinin deney sicakliginin altina diismesi
ile sisen polimerin icinde yer alan proteinin difiizyonu gerceklesmektedir. Diger bir
deyisle cams1 bir polimer tabakasindan ¢oziicii difiizyonuyla ayni anda fakat ters yonde
salim meydana gelmektedir. Bu tiir salim davranislarina kitosan, jelatin, aljinat gibi
yapilarda rastlanmaktadir (Lauzon vd. 2012). Bu tiir yapilardan salim davraniglari
Cizelge 2.5’de yer alan Korsmeyer-Peppas denklemi ile incelenebilmektedir. Denklemde
yer alan k ve n degerlerine bagli olarak salim tiirii belirlenmektedir. n=0.5 oldugunda
Fickian Diflizyon 0.5<n<1 iken Non-Fickian n=1 iken zamandan bagimsiz (0. derece)
salim olan “Case II” ve n>1 iken “Super Case II” salim davranis1 gézlenmektedir. Sigme
kontrollii sistemlerde genellikle n>1 olan Super Case II salim davaranisi s6z konusu

olmaktadir (Soran 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde, sunulan tez calismast kapsaminda gerceklestirilmis olan deneysel
calismalar ile ilgili bilgiler sunulmustur. ilk béliimde jelatin ve poli (3-hidroksi biitirat-
ko-3-hidroksi valerat) (PHBV) partikiillerin {iretimi, karakterizasyonu ve partikiillerden
model protein sigir serum albumin (BSA) kullanilarak gerceklestirilen salim
calismalarina deginilmistir. Sonraki bdliimde kitosan doku iskelelerinin iiretimi
aciklanmistir. Uglincii boliimde, tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan kemik morfojenik
proteini (BMP-6) ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF-BB) molekiillerinin
sirasiyla PHBV ve jelatin partikiillere yiiklenmesi, ardindan PDGF-BB ve BMP-6 yiiklii
partikiilleri i¢eren kitosan doku iskelelerinin {iretimi ve karakterizasyonu calismalarina
yer verilmistir. Buna ek olarak, biiyiime faktorlerinin kitosan doku iskelelerinden salim
calismalarina deginilmistir. Son bdliimde ise PDGF-BB ve BMP-6 yiiklii kitosan doku
iskelelerinin kemik doku miihendisligindeki kullanim potansiyelinin arastirilmasi
amacityla MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicreleri ile yiiriitiilmiis olan hiicre kiiltiir

caligmalari ile ilgili deneysel yontemler agiklanmistir.

3.1 Deneysel Calismada Kullanilan Malzemeler

Tez ¢alismas1 kapsaminda BMP-6 yiiklii partikiillerin sentezinde kullanilan poli (3-
hidroksi biitirat-ko-3-hidroksi valerat) (PHBV, % 12 hidroksivalerik asit), organik
¢oziicii diklorometan (DCM), mutlak etanol, yiizey aktif madde olarak kullanilan
polivinil alkol (PVA, My: 10000-23000 g/mol % 98 hidrolize) ve didodesil dimetil
amonyum bromiir (DMAB, Myy: 462.63 g/mol), fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH: 7.4)
hazirlanmasinda kullanilan tabletler ve TRIS-HCL Sigma-Aldrich (Almanya)
firmasindan satin alinmistir. PHBV partikiillerin tiretim kosullariin belirlendigi

calismalarda kullanilan kloroform Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

PDGF-BB yiiklii partikiillerin sentezinde kullanilan jelatin (type B; pl = 4.7-5.2),
aseton, zeytin yagi (olive oil) ve jelatin partikiillerin ¢apraz baglanmasinda kullanilan

glioksal (% 40, w/w) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
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PHBYV ve jelatin partikiillerden protein saliminin incelendigi ¢alismalarda model protein
olarak kullanilan sigir serum albumin (Bovine Serum Albumin, BSA, My: 66 kDa) ve
BSA tayininde kullanilan Brilliant Blue G 250 Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan

saglanmustir.

Kitosan doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan kitosan (deasetilasyon derecesi (DD)
>% 85) ve asetik asit (% 100) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Kitosan doku iskelelerinin karakterizasyon ¢alismalar1 kapsaminda gerceklestirilen
yogunluk tayini deneylerinde kullanilan n-hekzan Sigma-Aldrich (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Biiyiime faktorlerini igeren kitosan doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan kemik
morfojenik proteini (BMP-6, cat no: CKH) Cell Science (ABD) firmasindan trombosit
kaynakli biiytime faktorii (PDGF-BB, cat no: ELH-PDGFBB-001) Ray Biotech (ABD)

firmasindan satin alinmistir.

Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan Minimum Essential Medium Alpha Modification
(a-MEM+L glutamin), fetal sigir serum (FBS), tripsin-EDTA (0.01 % tripsin/10 mM
EDTA), penisilin streptomisin, B-gliserol fosfat, ve askorbik asit Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hiicrelerin metobolik aktivitelerinin takibinde
kullanilan 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromiir (MTT) Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan satin alinmistir. Hiicrelerin SEM ile morfolojik analizi i¢in
ornek hazirlamada kullanilan hekzametildisilizan (HMDS) Sigma-Aldrich (Almanya)
firmasindan, hiicre fiksasyon isleminde kullanilan glutaraldehit (% 25, v/v) Merck
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. RNA izolasyonunda kullanilan Trizol ise

Invitrogen (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Tez caligmast kapsaminda biiylime faktorlerini igeren partikiillerin hazirlanmasinda
kullanilan jelatin ve PHBV ’nin kimyasal yapilar1 ile doku iskelelerinin hazirlanmasinda

kullanilan kitosanin kimyasal yapisi sekil 3.1’de verilmistir.
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Sekil 3.1 Caligmada kullanilan PHBV, jelatin ve kitosanin kimyasal yapilari

3.2 Poli (3-hidroksi biitirat-ko-3-hidroksi valerat) (PHBYV) Partikiillerin Sentezi

Tez c¢alismast kapsaminda BMP-6 biiylime faktorlerinin  kontrollii  saliminin
saglanabilmesi amactyla kullanilan PHBV partikiillerin en uygun iiretim kosullarinin
belirlenmesi i¢in c¢alismalar yapilmigtir. PHBV partikiillerin iiretimi emiilsiyon
difiizyonu yontemi (Dinarvand vd. 2011, Palomoor vd. 2014) ile gerceklestirilmistir
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Emiilsiyon difiizyonu yontemi

PHBYV partikiil olusumu iizerine etkisi oldugu bilinen ve proses parametreleri olarak
tanimlanan polimer derigimi, yiizey aktif madde derisimi ve tlrl, ¢oziicii tlri ve
kombinasyonlari ile homojenizasyon giicii ve siiresinin etkileri incelenmistir. incelenen
parametreler cizelge 3.1’de sunulmustur. Emiilsiyon difiizyonu yonteminde belirlenen
derisimlerde hazirlanan PHBV c¢ozeltisi (organik faz), farkli derisimlerde yiizey aktif
madde igeren sulu faza eklenerek homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemi
sonunda organik c¢oziiciiniin uzaklagtirilmasi amaciyla, elde edilen emiilsiyon
seyreltilerek +4°C’de 12 saat siireyle manyetik karistiricida karistirtlmistir. Organik
¢Oziiciinlin uzaklastirilmasinin ardindan elde edilen ¢ozelti 10,000 rpm hizda 10 dakika
stireyle santrifiijlenmistir. Ardindan ylizey aktif maddenin uzaklastirilmasi amaciyla iki
kez 10 mM TRIS-HCI (pH:7.40) tampon ¢o6zeltisi ile yikanmstir. Santrifiij ile toplanan
partikiiller -20°C’de 24 saat silireyle dondurulduktan sonra -80°C’de liyofilizatérde

(Christ, Germany) 24 saat siireyle kurutulmustur.
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Cizelge 3.1 PHBV partikiillerin iretimi i¢in incelenen parametreler

Seyreltme fazi

Polimer yiizey aktif Sonikasyon
derisimi  Organik coziicii Yiizey Aktif Madde Yiizey Aktif Madde  madde derisimi siiresi
(wWiv) tiirii Tiirii Derisimi (w/v) (wiv) (dakika) Sonikasyon Giicii (rpm)
% 1-%2-%4 DCM PVA %2.,4,10 % 0.3 7,10,15 10,000-15,000-17,500
% 2 Kloroform PVA 4% % 0.3 15 17,500
% 2 DCM:EtOH
PVA 4% % 0. 1 17
(30:70) () 0 0.3 5 ,500
DCM:EtOH
% 2 PVA 4% % 0.3 15 17,500
° (50:50) ° °
DCM:EtOH
% 2 PVA 4% % 0. 1 17
() (70:30) () 0 0.3 5 ,500
Kloroform:EtOH
% 2 PVA 4% % 0. 1 17
() (30:70) () 0 0.3 5 ,500
Kloroform:EtOH
0, 0, 0,
% 2 (50:50) PVA 4% % 0.3 15 17,500
Kloroform:EtOH
0, 0, 0,
% 2 (70:30) PVA 4% % 0.3 15 17,500
% 2 DCM DMAB %2,3,4 % 0.1 15 17,500




3.3 PHBV Partikiillere Model Protein BSA Yiiklenmesi ve Enkapsiilasyon
Verimliliginin Belirlenmesi

Bolim 3.2°de agiklanan yontemle sentezlenen PHBV partikiillere model protein BSA
ikili emiilsiyon yontemi (Yilgér vd. 2009, Cun vd. 2011) ile yiiklenmistir. Ikili
emiilsiyon yontemi sekil 3.3’de sematik olarak gosterilmistir. Yontemde BSA iceren
sulu faz (wj;, 0.01g/100ul) % 2 derisimde PHBV iceren organik faz (o) ile
vortekslenerek (Heidolph, Germany) birinci emiilsiyon (w1/0) hazirlanmistir. Ardindan
birinci emiilsiyonun % 4 (w/v) derisimde yiizey aktif madde iceren (PVA) sulu faza
(W) eklenerek homojenize edilmesiyle ikinci emiilsiyon (wi/0/w;) elde edilmistir.
Homojenizasyon islemi sonunda organik ¢oziiciiniin uzaklastirilmast amaciyla elde
edilen emiilsiyon seyreltilerek +4°C’de 12 saat siireyle karistirilmistir. Organik
¢Oziiclinlin uzaklastirilmasinin ardindan elde edilen ¢ozelti 10,000 rpm hizda 10 dakika
siireyle santrifiijlenmistir. Elde edilen partikiiller yiizey aktif maddenin uzaklastirilmasi
amactyla iki kez 10 mM TRIS-HCI (pH:7.40) tampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Santrifiyj
ile toplanan partikiiller -20°C’de 24 saat siireyle dondurulduktan sonra -80°C’de

liyofilizatorde 24 saat boyunca kurutulmustur.

- w, /o emiilsiyon
w, /o emiilsiyon

-
Organik+sulu faz | !

W Manyetik kanisti

w,/o emiilsiyon ¢ozlcd
1
wi/o/w; uzaklastirma

Sekil 3.3 Ikili emiilsiyon yontemi

BSA yiiklii PHBV partikiillerin sentezi asamasinda 10,000 rpm hizda 10 dakika siire ile
santrifiij sonucunda elde edilen supernatantlar, Bradford yontemi ile (Bradford 1976,
Ginty vd. 2008, Chaudhari vd. 2013) analizlenmis ve Esitlik 3.1 yardimiyla indirekt

olarak enkapsiilasyon verimliligi (% EE) hesaplanmustir.
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supernatantderigimi * mlsupernatant
yuklenenmiktar

%EE =1—[ ] (3.1)

3.4 PHBYV Partikiillerin Karakterizasyon Calismalari
3.4.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) analizi

Boliim 3.2 ve 3.3’te aciklanan sekilde hazirlanan liyofilize haldeki PHBV ve BSA
yiiklii PHBV partikiillerin morfolojileri, 6rneklerin altin-paladyum ile kaplanmasinin
ardindan SEM (FEI Quanta 400 F, USA) ile analiz edilmistir. Partikiiller i¢in ortalama
cap dagilimi, SEM goriintiilerinin farkli noktalarindan dlgtimler alinarak Image J (NIH,
Bethesda, MD, USA) yazilimi ile tespit edilmistir. Partikiillere ait ¢ap degerleri

ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.

3.4.2 Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi

Liyofilize haldeki PHBV ve BSA vyiiklii PHBV partikiiller TEM (FEI Tecnai G Spirit,
Bio TWIN, USA) ile incelenmistir. Analizden 6nce Ornekler etanol ile 1:3 oraninda
seyreltilmis ve karbon kapli bakir gridler lizerine damlatilarak 80 kV voltaj altinda

incelenmistir.

3.4.3 Fourier doniisiimlii kKizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Tez calismas1 kapsaminda tretilen PHBV partikiillerin ve ticari PHBV nin kimyasal
yapilarinin ~ karsilagtirllmast  amaciyla FTIR ~ (Shimadzu 8400 S) analizi
gerceklestirilmistir. Potasyum bromiir (KBr) kullanilarak tablet haline getirilen

rneklerin analizi 4000-500 cm™ dalga sayis1 arah@inda yiiriitiilmiistiir.
3.4.4 Parcacik boyut dagilim analizi ve zeta potansiyeli

Parcacik boyut dagilimi analizi, 25°C sicaklikta gergeklestirilmistir (Zeta Sizer Nano S
Malvern Instruments, UK). Analizden 6nce ornekler 1:100 oraninda damitik su ile

seyreltilmigtir. Seyreltilen Orneklerin ylizey yiikiinlin tayin edilmesi amaciyla
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parcaciklarin zeta potansiyeli degerleri de olgiilmiistiir (Zeta Sizer Nano S Malvern

Instruments, UK).

3.4.5 Diferansiyel taramal kalorimetre (DSC) analizi

PHBYV ve BSA yiiklii PHBV partikiillerin fiziksel durumlarinin belirlenmesi i¢in azot
atmosferi altinda DSC (DSC60 Shimadzu, Japan) analizi ger¢eklestirilmistir. Liyofilize
edilmis Orneklerden 2 mg tartilarak 5°C/dk hizda 50°C’den 200°C’ye kadar 1sitma

islemi gercgeklestirilmistir.

3.4.6 PHBYV partikiillerin degradasyon calismalari

Degradasyon ¢alismalar1 37°C ve 30 rpm calkalamali ortamda PBS (pH:7.4)
igerisindeki BSA yiiklii PHBV partikiiller ile yiiriitiilmiistiir. Belirli zaman araliklarinda
(3, 10, 15 ve 21. giinler) degradasyon ortamindan uzaklastirilan partikiiller 10,000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir. Partikiiller saf su ile iki kez yikama
isleminin ardindan -80°C’de liyofilizatorde kurutulmustur. Vakum ortamimda altin-
paladyum ile kaplanan partikiillerin yapist Bolim 3.4.1°de aciklanan sekilde SEM

analizi ile incelenmistir.

3.5 Jelatin Partikiillerin Sentezi

Tez ¢alismasinda PDGF-BB biiyiime faktorlerinin kontrollii salimini saglamak amaciyla
kullanilacak jelatin partikiiller su-yag emiilsiyonu yontemi (Holland vd. 2003) ile
hazirlanmistir. Yontemde 1g jelatin 60°C’de 2 saat siireyle 10 ml deiyonize suda
¢cOziilmiigtiir. Daha sonra 60 ml yagin i¢ine damlatilarak su-yag emiilsiyonu
hazirlanmistir. Damlatma isleminin ardindan 15°C’de inkiibatérde 500 rpm hizda 30
dakika boyunca karigtirilmistir. 30 dakika sonunda +4°C’de 50 ml aseton varliginda 1
saat karistirildiktan sonra vakum altinda siizlilmiistiir. Mikrokiire formunda toplanan
jelatin partikiiller asetonla ii¢ kez yikandiktan sonra gapraz baglama reaksiyonunun

gerceklestirilmesi amaciyla 20 mM glioksal ¢ozeltisi i¢ine alinmis ve bir gece boyunca
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capraz baglayici c¢ozeltisinde bekletilmistir. Bu islemin ardindan c¢apraz bagh

mikrokiireler etanol ile ytkanmis ve -80°C’de liyofilizatorde kurutulmustur.

3.6 Jelatin Partikiillerin Karakterizasyon Calismalari
3.6.1 SEM analizi

Bolim 3.5’te acgiklandigi sekilde hazirlanan jelatin partikiillerin morfolojilerinin
belirlenmesi SEM (FEI Quanta 400 F, USA) analizi ile gerceklestirilmistir. Liyofilize
haldeki partikiiller altin-paladyum ile kaplandiktan sonra SEM altinda inceleme
gerceklestirilmistir.

3.6.2 FTIR analizi

Jelatin ve capraz bagli jelatin partikiillerin fonksiyonel gruplarinin tayin edilmesi
amaciyla yiizey infrared spektrumlari FTIR-ATR spektrofotometresi ile (Perkin Elmer,
Spectrum one, ABD) incelenmistir. Spektrumlar 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda

kaydedilmis ve Perkin-Elmer, Spectrum One yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

3.6.3 Jelatin partikiillerin su tutma kapasitesinin belirlenmesi

Capraz bagh jelatin mikrokiirelerin su tutma kapasitesini belirlemek amaciyla sisme
deneyleri (Holland vd. 2003) gerceklestirilmistir. PDGF-BB biiyiime faktorii jelatin
partikiillere emdirme yontemi ile yiikleneceginden partikiillerin su tutma kapasitesinin
belirlenmesi 6nemlidir. Liyofilizatdrde kurutulmus olan 50 mg jelatin mikrokiire PBS
(pH:7.4) (20 ml) ortaminda 24 saat boyunca 100 rpm’de calkalamali inkiibatérde
birakilmigtir. Ardindan bos agirligr bilinen petrilere (W,) aktarilmis ve inkiibasyon
sonunda yas agirhigi tartilmistir (Ws,). Yas agirhigr belirlenen mikrokiireler 24 saat
vakumda bekletilerek kurutulmus ve ardindan kuru agirligi tartilmistir (Wgy). Gram
mikrokiire bagina absorplanan su miktariin (S; ml su/g mikrokiire) hesaplanmasi
amactyla Esitlik 3.2 kullanilmistir. Calismalar bes paralel 6rnek ile gerceklestirilmis ve

denge sisme degerleri ortalama+standart sapma olarak sunulmustur.
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3.6.4 Jelatin partikiillere BSA yiiklenmesi

Tez caligmasi kapsaminda model protein BSA jelatin partikiillere emdirme yontemi ile
yiiklenmistir. Dondurularak kurutulmus olan jelatin partikiiller, denge sisme degerine
gore belirlenmis olan 0.1 g/ml derisimde BSA ¢ozeltisi icinde 37°C, 30 rpm ¢alkalamali
inkiibatorde ii¢ saat boyunca inkiibe edilmis ve BSA yikli jelatin partikiiller

hazirlanmastir.

3.7 PHBY ve Jelatin Partikiillerden BSA Salim Calismalari

BSA igeren PHBV ve jelatin partikiillerden in-vitro salim galismalart % 0.1 (w/v)
sodyum azid i¢eren PBS (pH:7.4) ortaminda 37°C’de 30 rpm’de gergeklestirilmistir. 20
mg BSA yiikli partikiiller ile yiiriitiilen ¢alismada, ilk 2 saat yarim saatte bir 6. saate
kadar saat bast ve 24. saatten itibaren 24 saatte bir 300 pl salim ortami
uzaklastirilmistir. Toplanan Orneklerdeki proteinin kantitatif olarak miktarinin
belirlenmesinde Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford 1976, Ginty vd. 2008,
Chaudhari vd. 2013). Kantitatif degerlerin hesaplanmasinda bilinen BSA derisimleri
kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafiginden yararlanilmistir (EK 1 Sekil 1). Salim
ortami 37°C’de sodyum azid iceren PBS ile yenilenerek calismaya devam edilmistir.

Sonuglar degerlendirilerek kiimiilatif salim miktarlar1 belirlenmistir.
3.8 PHBY ve Jelatin Partikiillerden BSA Salim Kinetiginin Matematiksel Analizi

PHBV partikiilden BSA salimina iliskin olarak in-vitro salim ¢aligmalarina iliskin
kinetik veriler Higuchi denklemi olarak bilinen Esitlik 3.3 kullanilarak hesaplanmistir

(Higuchi 1963, Giirsoy 2002).

Mt

=k, 1 (3.3)

o0
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Esitlikte goriilen t: zaman, My/M..: salinan protein kesri ve k: Higuchi salim hiz sabitini

-1/2

(zaman™?) karakterize etmektedir. Bu denklemde In (M/M.,) degerleri t“*ye karsi

grafige gecirilmis ve egim degerinden ky Higuchi salim hiz sabiti belirlenmistir.

Jelatin partikiilden BSA salimma iliskin olarak gergeklestirilen in-vitro salim

calismalarina ait kinetik verileri Esitlik 3.4 kullanilarak hesaplanmustir.

Mt
= kt" 34
v (3.4)

o0

Bu esitlikte Mt/M..: salinan protein kesrini t: zaman k: tasiyicinin yapisal 6zelliklerini
iceren sabiti ve n: difiizyonel salim kinetigi mekanizmasiyla iliskili sabiti karakterize
etmektedir. Salim mekanizmasi grafiksel olarak hesaplanan n ve k degerleri ile
belirlenmistir. Bu iki degerin hesaplanmasi i¢in In(Mt/M.) In(t) degerine karsilik

grafige gecirilmis ve elde edilen dogrunun egiminden n degeri hesaplanmistir.

3.9 Kitosan-Temelli Doku iskelerinin Hazirlanmasi

Uc boyutlu gdzenekli kitosan doku iskeleleri dondurarak kurutma (freeze-drying)
yontemi (Tiglt vd. 2007) ile elde edilmistir. 0.2 M asetik asitte % 2 (w/v) derisimde
hazirlanan kitosan ¢ozeltisi 24 gozlii Petri kaplarina (TPP, Isvigre) dokiilerek -20°C°de
1 gece siireyle dondurulmus ve ardindan -80°C’de 4 giin boyunca liyofilize edilmistir.
Stabilizasyon islemleri i¢in kitosan doku iskeleleri % 96 etanolde (v/v) 1 giin
bekletildikten sonra % 70 (v/v) etanolde 1 saat bekletilmis ardindan stabilize haldeki

doku iskeleleri liyofilizatdrde kurutulmustur.

3.10 PHBY ve Jelatin Partikiillerin Kitosan Doku iskelesine Yiiklenmesi
3.10.1 PHBYV partikiillerin kitosan doku iskelesine yiiklenmesi

BMP-6 iceren liyofilize edilmis PHBV partikiiller kitosan doku iskelelerine {iretim
asamasinda yiliklenmistir. PHBV partikiiller 1 ml saf su icerisinde dagitildiktan sonra 24

saat boyunca karistirilmis olan kitosan ¢ozeltisine eklenmis ve ardindan 2 saat siireyle
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karistirma islemine devam edilmistir. PHBV igeren kitosan ¢ozeltisi 24 gozlii Petri
kaplarina dokiilerek 1 gilin silireyle dondurulmus ardindan 4 giin boyunca liyofilize
edilmistir. PHBV partikiilleri iceren doku iskeleleri Boliim 3.9’da agiklanan sekilde

etanol ile stabilizasyon isleminin ardindan liyofilizatérde kurutulmustur.

3.10.2 Jelatin partikiillerin kitosan doku iskelesine yiiklenmesi

PDGF-BB igeren jelatin partikiiller kitosan doku iskelesine emdirme yontemiyle
yiiklenmistir. Stabilize edilmis doku iskelelerine her bir doku iskelesi basina 300 ul PBS
icerisinde dagitilan 1.5 mg jelatin partikiil emdirilerek 6rnekler hazirlanmigtir. Elde

edilen doku iskeleleri liyofilizatdrde kurutulmustur.

3.11 Kitosan Doku Iskelelerinin Karakterizasyon Cahsmasi

Kitosan temelli doku iskelelerinin karakterizasyon calismalar1 agsagida agiklanan dort

farkli grup ile gerceklestirilmistir.

e 1. Grup: Bos kitosan doku iskelesi (CS)

e |Il. Grup: PDGF-BB yiiklii jelatin partikiil igeren kitosan doku iskelesi
(CS/PDGF-BB)

e IlIl. Grup: BMP-6 yiikli PHBV partikiil iceren kitosan doku iskelesi
(CS/BMP-6)

e 1V. Grup: BMP-6 ve PDGF-BB yiiklii PHBV ve jelatin partikiil iceren kitosan
doku iskelesi (CS/PDGF-BB+BMP-6)

3.11.1 Gozenek boyut dagilimi

Kitosan temelli doku iskelelerinin gozenek cap1 dagilimi civa porozimetre (MIP,
Quantachrome, USA) kullamlarak belirlenmistir. 480 erg/cm? yiizey gerilimine sahip
olan civa 1slatmayan siv1 olarak kullamlmstir. Analizler 140° temas agis1 degerinde ve

diisiik basing araliginda (0-50 psi) ger¢eklestirilmistir.

62



3.11.2 Mekanik dayanim testi

Mekanik dayanim testleri i¢in 10x4 mm boyutundaki doku iskeleleri 1 saat siireyle PBS
(pH:7.4) ortaminda bekletilmistir. Basma testleri sabit ¢capraz baslik altinda 100 N yiik
ile gerceklestirilmistir (Zwick/Roell Z250 universal testing machine, Almanya). Test
sonucunda elde edilen gerilim-gerinim egrisinin dogrusal bodlgesinin egim degeri

alinarak elastik modiil degerleri hesaplanmistir.

3.11.3 Su tutma kapasitesi

Kitosan temelli doku iskelelerinin su tutma kapasitelerini belirlemek amaciyla sisme
deneyleri gergeklestirilmistir. Kuru agirliklari belirlenen (W,) doku iskeleleri 37°C’deki
25 ml PBS (pH:7.4) ortamina alinmistir. Ornekler belirli zaman araliklarinda (15, 30,
45, 60, 90, 120, 180 ve 240. dakika) PBS ortamindan uzaklastirilarak agirliklar:
belirlenmistir (Ws). Orneklerin su tutma oranlari Esitlik 3.5 kullanilarak kuru temelde

hesaplanmistir. Calismalar her grup i¢in 3 paralel 6rnek ile gergeklestirilmistir.

Sututmaoran:= WSW - (3.5)

0

3.11.4 Yogunluk tayini

Yogunluk tayini deneyleri Bolim 3.11°de aciklanan dort gruba ait 6rneklerden 10x4
mm boyutlarinda ve 3’er paralel 6rnek ile yiiriitiilmiistiir. Kuru agirliklar: analitik terazi
ile belirlenen kitosan doku iskeleleri pens yardimiyla kitosan tarafindan
absorplanmayan hidrofobik bir organik ¢06ziicii olan n-hekzan igine daldirilmig ve
cozelti yer degistirme yontemiyle hacim farki belirlenmistir. Kuru agirhik degerinin

hacim farki degerine boliinmesiyle yogunluk degerleri belirlenmistir.
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3.12 Kitosan Doku iskelelerinden PDGF-BB ve BMP-6 Salimi

CS/PDGF-BB, CS/BMP-6 ve CS/PDGF-BB+BMP-6 doku iskeleleri Bolim 3.10.1 ve
Boliim 3.10.2°de acgiklanan sekilde hazirlanmistir. Elde edilen doku iskeleleri yaklasik
olarak 100 ng BMP-6 ve 100 ng PDGF-BB igermektedir.

BMP-6 ve PDGF-BB proteinlerinin kitosan doku iskelelerinden salim ¢alismasi Boliim
3.11°de verilen her bir gruptan 3 paralel 6rnek ile % 0.1 sodyum azid iceren 2 ml PBS
(pH:7.4) ortaminda 37°C ve 30 rpm calkalama kosullarinda 21 giin siire ile
gergeklestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda 500 pl salim ortami uzaklasgtirilmig ve
BMP-6 icin Cell Science (ABD), trombosit kaynakli biiylime faktorii i¢cin Ray Biotech
(ABD) firmasindan temin edilen ELISA kitleri ile analizlenmistir.

3.13 Hiicre Kiiltiir Calismalar:

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan kitosan bazli doku iskelelerinin, kemik doku
miithendisligindeki kullanim potansiyelinin arastirllmasi amaciyla in vitro kosullarda
MC3T3-E1 preosteoblastik hiicre hattt kullanilarak hiicre kiiltiir c¢alismalar1
gerceklestirilmigtir. Calismalarda Bolim 3.11°de agiklanan dort grup kitosan doku
iskelesi kullanilmig, doku iskeleleri iizerindeki hiicre tiremesi ve farklilagsmasi

incelenmistir.

3.13.1 Hiicre kiiltiir kosullar:

Hiicre kiiltiir caligmalar1 fibroblastik morfolojiye sahip, osteoblasta farklilasan MC3T3-
ET hiicreleri (No: RCB 1126 Riken Hiicre Bankasi, Japonya, ikilenme stiresi 36 saat) ile
gerceklestirilmistir. Hiicreler % 10 (v/v) FBS ve % 1 (v/v) penisilin streptomisin i¢eren
a-MEM besi ortaminda 37°C’de % 5 CO2 igeren etiivde (Heraus Instruments,

Almanya) inkiibe edilmistir.

CS, CS/PDGF-BB, CS/BMP-6 ve CS/IPDGF-BB+BMP-6 olmak iizere 4 farkli doku

iskelesi kullanilarak yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 24 gozlii polistiren hiicre kiiltiir
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kaplarinda (Costar, USA) gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiir calismalar1 6dncesinde 10x2
mm boyutlarindaki doku iskeleleri 240 dakika siireyle etilen oksit altinda sterilizasyon
islemine tabi tutulmustur (Erna, EEO003TP). Sterillenen doku iskeleleri Parafilm ile
kaplanmig 24 gozlii kiiltiir kaplarina yerlestirilmis ve hiicre ekimi 6ncesinde yarim saat

stireyle kosullandirilmis ortamda bekletilmistir.

Uretildikleri kiiltiir kosullarinda doygunluk tabakasina ulasan MC3T3-El hiicreleri
% 0.25’lik tripsin enzimi ile gerceklestirilen tripsinizasyon islemi ile yiizeyden
ayrilmiglardir. Santrifiijlenen hiicreler taze besi ortaminda tekrar slispanse edilmistir.
Hemositometrik sayim sonrasinda hiicre yogunlugu 2.5x10” hiicre/doku iskelesi olacak
sekilde, her bir doku iskelesine 50 pl hiicre siispansiyonu enjekte edilerek hiicre ekimi
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin tutunmasi i¢in gecen 2 saatlik siirenin sonunda doku
iskeleleri tlizerine 1’er ml besi ortami eklenerek kiiltiire devam edilmistir. Kiiltiiriin
ikinci giiniinde besi ortam1 uzaklastirilarak farklilagsma ortami eklenmistir. Farklilasma
ortami, a-MEM igerisine % 10 FBS, %1 penisilin streptomisin, 10 mM gliserol fosfat
ve 50 pg/ml askorbik asit eklenerek hazirlanmustir. inkiibasyon islemleri 37°C’de, % 95
neme ve % 5 CO, igerigine sahip inkiibatorde gergeklestirilmistir. Steril ortam
gerektiren tiim islemler laminer akis kabininde (Bioair, Type II, Laminer akis kabini,

Italya) yiiriitiilmiistiir.
3.13.2 MTT analizi

Doku iskeleleri tlizerinde tireyen MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicrelerin mitokondriyal
aktiviteleri secilen zaman araliklarinda (1, 3, 5, 7, 14 ve 21. giinlerde) 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ile kantitatif olarak tayin
edilmistir. Canli hiicrelerin mitokondriyel aktiviteleri sonucunda tetrazolyum bileseni
formazan kristallerine doniismektedir. Olusan bu kristaller ¢6ziindiigiinde ortaya ¢ikan
mor renkli ¢ozeltinin absorbans degeri Olciilerek liremesini devam ettiren canli hiicre
miktar1 kantitatif olarak tayin edilmektedir. MTT analizinde belirlenen zaman
araliklarinda doku iskeleleri iizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis, ardindan her bir
goze 600 pL serumsuz besi ortami ve 60 pl. MTT c¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS)

eklenmistir. 37°C’deki etiivde 3 saatlik inkiibasyon siirecinin ardindan doku iskeleleri
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tizerindeki ortam uzaklastirilmis ve iskeleler baska bir 24 gozIi kiiltir kabina
aktarilmistir. Her bir gdze 400 pL 0.04 M HCI igeren izopropanol ¢ozeltisi eklenerek
olusan formazan kristallerinin c¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen mor renkli
cozeltiden 200 pL alinarak, 690 nm referans olmak iizere 570 nm’de mikro plaka

okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) ile optik yogunluk belirlenmistir.

3.13.3 Taramal elektron mikroskobu (SEM) ve EDX analizi

MC3T3-E1 hiicrelerinin doku iskeleleri iizerindeki morfolojilerinin, yapisma,
farklilasma ve yayilma potansiyellerinin goriintiilenmesi i¢in kiiltiiriin 4 ve 7 ve 14.
giinlerinde alinan 6rneklerle SEM (FEI Quanta 400 F, USA) analizi ger¢eklestirilmistir.
SEM analizi Oncesinde hiicre fiksasyonu yapilmistir. Bu amagla doku iskeleleri
tizerindeki kiiltiir ortami1 uzaklastirildiktan sonra, iskeleler ikiser kez DPBS (pH: 7.4) ile
yikanmistir. Daha sonra 1 mL % 2.5’luk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile karanlikta ve
oda sicakliginda 30 dk boyunca fiksasyon islemi gerceklestirilmis ve Ornekler analiz
yapilana kadar PBS i¢inde 4°C’de saklanmistir. SEM analizi 6ncesinde, doku iskeleleri
PBS ile yikanmis ve dehidrasyon islemine tabi tutulmustur. Bu islem i¢in iskeleler %30,
%50, %70, %90 ve %100’k (v/v) etanol c¢ozeltilerinde 2’ser dk ve 400 pl
hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde de 5 dk bekletilmislerdir. Ornekler oda
sicakliginda kurutulduktan sonra altin-paladyum ile kaplanmis ve SEM-EDX

goriintiileri alinmistir.

3.13.4 Hiicre farklilasmasinin incelenmesi

MC3T3-E1 preosteoblastik hiicrelerin osteojenik farklilasmasinin belirlenmesi amaciyla

von Kossa ve gercek zamanli protein zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizleri yapilmustir.

von Kossa analizi

Hiicrelerin matriks mineralizasyonunun belirlenmesi amaciyla Von Kossa analizleri
gerceklestirilmistir. Kiiltlirtin 21. giliniinde alinan ornekler PBS ile yikanmis ve -20

°C’de ki saf etanol ile oda sicakliginda 20 dakika fiksasyon islemi gergeklestirilmistir.
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Von Kossa boyama i¢in hiicreler deiyonize su ile yikanmis ve ardindan % 5 AgNOg ile
30 dakika boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra drnekler tekrar
deiyonize su ile yikanarak 2 dakika ultraviole (UV) 1smm1 uygulanmistir.

Mineralizasyona bagli renk degisimi optik mikroskop altinda gézlemlenmistir.

Gerg¢ek Zamanh Protein Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Doku iskeleleri tizerinde itireyen MC3T3-El hiicrelerinin  Runx2, kollajen 1,
osteokalsin, osteopontin ve p-aktin ekspresyon seviyeleri RT-PCR (Light Cycler®
Nano, Roche, Isvigre) ile belirlenmistir Analiz i¢in kiiltiiriin 7, 14 ve 21. giinlerinde
doku iskeleleri ilizerindeki besi ortami uzaklastirilmis ve ornekler RNAase igermeyen
Ependorf tiiplerine aktarilarak -80°C’de saklanmistir. Hiicrelerden RNA izolasyonu i¢in
Qiagen (ABD) RNA izolasyon kiti kullanilmistir. Steril igne ile parcalanan her bir
ornegin iizerine 500 pl Trizol eklenerek 25-30 saniye vortekslenmis ve drnekler 2 saat
4°C’de bekletilmigtir. Ardindan trizol igerisindeki Orneklerin {iizerlerine 125 pL
kloroform eklenerek calkalanmis ve oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edilmistir.
Sonrasinda, drnekler 4°C’de 10 dk 12,000 g’de santrifiijlenmistir. Olusan siv1 faz yeni
bir RNase icermeyen Ependorf tiipe aktarilmigtir. Daha sonra RNA igeren sulu faza 400
puL % 70°1ik etanol eklenerek vortekslenmistir. RNA iceren % 70’lik etanol karisimi kit
igerisinde bulunan kolonlara aktarilmig ve 13,000 rpm’de 15 saniye santrifiijlenmis ve
alta gecen sivi atilmistir. Kit icerisinde bulunan tampon c¢ozeltiler ile gergeklestirilen
yikamalarin ardindan kolon 13,000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir. Sonrasinda elde
edilen RNA bos bir Ependorf tlipiine aktarilarak {izerine 50 pl RNA icermeyen su
eklenmis ve saflagtirilan RNA 1 dakika santrifiijlendikten sonra elde edilmistir. Elde
edilen saf RNA derisimleri nanodrop (Thermoscientific 2000c, ABD) analizleri ile

belirlenmis ve 6rnekler -80°C’de saklanmustir.

Hiicrelerden elde edilen mRNA’lardan cDNA sentezi i¢in Applied Biosystems (ABD)
firmasindan satin alinan kit kullanilmistir. Her bir reaksiyon i¢in kit igeriginde bulunan
2 pl tampon, 0.8 pl deoksiniikleotid trifosfat (ANTP), 1 pl reverse transkriptaz, 2 pl
random primer, 1 pul RNase inhibitorii ve 11.2 ul RNase igermeyen su karistirilarak

yaklasik 2 pl mRNA ¢ozeltisine eklenmistir. Toplam 20 pl’lik reaksiyon 25°C’de 10
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dakika, 40°C’de 120 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edilereck ¢cDNA sentezi

tamamlanmaistir.

cDNA orneklerinden belirlenen genlerin tayini i¢in Roche (Isvigre) firmasindan temin
edilen kit kullanilmistir. Her bir reaksiyon i¢in kit igeriginde bulunan 4 pl Eva Green,
0.3 pl primer forward, 0.3 pl primer reverse ve 12.4 ul PCR grade su 3 pul cDNA 6rnegi
ile karistirilmistir. Bu basamakta cDNA amplifikasyonu i¢in kullanilan forward primer
ve reverse primer dizileri segilen genler i¢in ¢izelge 3.2’de sunulmustur. Gen tayini igin
3 basamakli bir dongii program1 uygulanmistir. RT-PCR (Light Cycler® Nano, Roche,
Isvigre) cihazinda 95°C’de 15 dakika denatiirasyon, 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 20
saniye, 72 °C’de 20 saniye amplifikasyon ve 60°C’de 20 saniye 95°C’de 20 saniye
erime basamaklarindan olusan toplam 45 dongiiden sonra gen ifadeleri analiz edilmistir.

B-aktin “house-keeping” gen olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.2 Polimeraz zincir reaksiyonu igin primer dizileri

B-aktin Forwardprimer-5-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3’
Reverse primer-5-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3’

Runx2 Forwardprimer-5"-GCATGGCCAAGAAGACATCC-3’
Reverse primer -5-CCTCGGGTTTCCACGTCTC-3’

Kollajen I Forwardprimer-5-CAAGATGTGCCACTCTGACT-3’
Reverse primer-5-TCTGACCTGTCTCCATGTTG-3’

Osteokalsin | Forwardprimer-5-CTTTCTGCTCACTCTGCTG-3’
Reverse primer-5’-TATTGCCCTCCTGCTTGG-3’

Osteopontin | Forwardprimer-5-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3’
Reverse primer-5-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3’

3.14 istatistiksel Analiz

Calisma sonuglar1 GraphPad Software Instat programi kullanilarak istatistiksel agidan

degerlendirilmistir. Veriler ii¢ deney i¢in ortalama + standart sapma degerleri ile birlikte
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sunulmustur. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmast igin Tukey testi

kullanilmis ve p-degerinin 0.05’den az oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir.

69



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu boliimde kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak tasarlanan ve
bliylime faktorlerini sirali salan kitosan doku iskelelerinin elde edilmesi igin
gerceklestirilen deneysel ¢alismalara ait sonuglar sunulmustur. Ilk olarak, poli (3-
hidroksi biitirat-ko-3-hidroksi valerat) (PHBV) ve jelatin partikiillerin sentez yontemleri
ve karakterizasyon caligsmalarina ait sonuglara yer verilmistir. Daha sonra model protein
sigir serum albumin (bovine serum albumin, BSA) varliginda salim g¢aligmalar1 ve
matematiksel analizine iliskin sonuclar sunulmustur. ikinci béliimde ise, kitosan doku
iskelelerinin hazirlanmasi ve karakterizasyon galismalarina ait bulgulara deginilmistir.
Uciincii boliimde, kemik morfojenik proteini (bone morphogenic protein, BMP-6)
iceren PHBV partikiiller ve trombosit kaynakli biiytime faktorti (platelet derived growth
factor, PDGF-BB) igeren jelatin partikiillerin hazirlanmasi, kitosan doku iskelelerine
yiiklenmesi ve salim calismalarina iliskin sonuglar sunulmustur. Son boliimde ise,
BMP-6 ve PDGF-BB yiiklii kitosan doku iskelelerinin kemik doku miihendisligindeki
kullanim potansiyelini arastirmak tizere MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicreleri ile

yiirlitiilmiis hiicre kiiltiir ¢aligmalarina iliskin bulgulara yer verilmistir.

4.1 Poli (3-hidroksi biitirat-ko-3-hidroksi valerat) (PHBYV) Partikiillerin Sentezi

PHBYV partikiiller Boliim 3.2’de agiklandigi sekilde emiilsiyon difiizyonu yontemi ile
sentezlenmistir. Emiilsiyon difiizyonu yonteminde polimer derisimi, yiizey aktif madde
tiirii ve derisimi, ¢oziicii ve ¢oziicii kombinasyonlari ile homojenizasyon giicii/siiresi
gibi pek ¢ok proses parametreleri partikiil olusumunu etkilemektedir (Astete ve Sabliov
2006). Bu proses parametrelerinin PHBV partikiil boyutu iizerine etkisini incelemek
amaciyla ¢aligmalar yiiriitiilmiis ve elde edilen partikiillerin karakterizasyon ¢alismalari

gerceklestirilmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle sulu faz ile organik faz arasinda olusan viskoz
kuvvetleri yenmek i¢in gerekli olan homojenizasyon giicii ve siiresinin belirlenmesine
iliskin calismalar gergeklestirilmistir. Bu kapsamdaki calismalar %2 (w/v) PHBV
derisimindeki (DCM igerisinde) polimer ¢ozeltisi ile %4 (w/v) polivinil alkol (PVA)
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varliginda gergeklestirilmistir. Homojenizasyon parametrelerinin partikiil olusumu
tizerine etkisini incelemek amaciyla homojenizasyon siiresi ve giicii sirastyla 10,000-
17,500 rpm ve 7-15 dakika arasinda degistirilmistir. Farkli kosullarda elde edilen
partikiillere ait SEM goriintiileri sekil 4.1’de sunulmustur.

Sekil 4.1 Homojenizasyon parametrelerinin PHBV partikiil olusumu iizerine etkisi

a. 15,000 rpm 10 dakika (x10000), b. 15,000 rpm 15 dakika (x10000), c. 17,500 rpm 10 dakika (x20000)
ve d. 17,500 rpm 15 dakika (x10000) [%2 (w/v) PHBV, DCM, % 4 PVA (w/v)]

10,000 rpm homojenizasyon hizinda homojenizasyon siiresine bagli olmaksizin partikiil
olusumu goézlenmemistir. Bunun yani sira, 7 dakika homojenizasyon siiresi de
homojenizasyon giicline bagli olmaksizin partikiil olusumu i¢in yeterli olmamistir.
Homojenizasyon hizi 15,000 rpm degerine ¢ikarildiginda 10 dakika homojenizasyon
stiresinde sekil 4.1.a’da goriildiigi gibi koagiile yapilar elde edilmistir. Homojenizasyon
stiresi 15 dakikaya c¢ikarildiginda 15,000 rpm’de mikron boyutunda partikiiller
olusmustur (1.57£0.21 um) (Sekil 4.1.b). Bu durum 15,000 rpm’de elde edilen kayma

geriliminin viskoz kuvvetleri yenmede yeterli olmadigi seklinde yorumlanmuistir.
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Homojenizasyon hizi 17,500 rpm degerine ¢ikarildiginda 10 ve 15 dakikalarda pargagik
boyutunda azalma meydana geldigi gozlenmistir. Ancak 17,500 rpm 10 dakika
homojenizasyon parametreleri ile elde edilen SEM goriintiisii incelendiginde (Sekil
4.1c) partikiil boyutlarinin biiyiik ve ¢ap dagilimi araliginin genis oldugu sonucuna
vartlmigtir. 17,500 rpm homojenizasyon giiciinde silire 15 dakikaya uzatildiginda,
mikron alt1 boyutlarda (531£150 nm) partikiillerin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.1.d).

Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1 Homojenizasyon parametrelerinin PHBV partikiil olusumu iizerine etkisi

Homojenizasyon  Homojenizasyon hizi Partikiil olusumu
siiresi (dakika) (rpm)
7 10,000-15,000-17,500 Partikiil olusumu
gbzlenmemistir.
10 15,000 Koagiile yapida
partikiil olusumu s6z
konusudur.
17,500 821.4450 nm
15 15,000 1.57+0.21pm
17,500 531+150 nm

Literatiirde homojenizasyon hizi ve siiresinin partikiil olusumu ve partikiil ¢ap1 lizerine
olan etkilerinin incelendigi c¢alismalarda biyoaktif molekiillerin enkpasiilasyonunda

sikilikla kullanilan poliester yapidaki biyobozunur poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA)
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partikiiller lizerinde yogunlasildigi goriilmektedir. Gasparini vd. 2008 tarafindan yapilan
calismada yliksek homojenizasyon hizi ve siiresinin daha yiiksek yiizey gerilimi
olusturmasina bagli olarak daha kiiciik boyutta PLGA partikiillerin elde edilmesinde
etkili oldugu sonucuna ulagilmistir. Bunun yani sira Budhian vd. 2007 tarafindan
yapilan ¢alismada artan homojenizasyon hizi ve siirelerinde PLGA nanopartikiillerinin
caplarmin azaldigi gozlenmistir. Benzer olarak Chaisri vd. 2009 c¢aligmasinda
homojenizasyon hizinin 10,000 rpm’den 8,000 rpm’e diisiiriilmesi sonucunda partikiil
boyutunda artis oldugu sonucuna varmiglardir. Literatiirde yer alan bir diger ¢calismada
PLGA partikiillerin ortalama boyut dagiliminin homojenizasyon hizinin 12,000 rpm
oldugu duruma kadar azaldig1 ve daha yliksek sonikasyon giiciinde degismedigi sonucu

bulunmustur (Kwon vd. 2001).

Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda polimer derisiminin etkisinin incelendigi
calismalarda % 1, 2 ve 4 (w/v) derisimlerde DCM ile hazirlanan PHBV ¢ozeltileri
kullanilmigtir. 17,500 rpm ve 15 dakika homojenizasyon kosullarinda %4 PVA
varhginda gergeklestirilen homojenizasyon sonrast farkli derisimlerdeki PHBV
cozeltilerinden elde edilen partikiiller SEM ile analiz edilmis ve sonuglar sekil 4.2°de
sunulmustur. Sekil 4.2 incelendiginde, PHBV derisiminin artmasiyla partikiil caplarinda

artis oldugu sonucuna varilmaistir.

Sekil 4.2 Farkli derisimlerdeki PHBV varliginda elde edilen partikiillerin SEM
goriintiileri

a. %4 (wlv) (x250), b. % 2 (w/v) (x10000), c. % 1 (w/v) (x10000) [% 4 PVA (w/v), 17,500 rpm 15
dakika, DCM]
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Literatiirde polimer derisiminin partikiil olusumu {izerine etkisinin incelendigi
calismalarda, derisimin artmasi sonucu partikiill ¢aplarinda artis oldugu sonucuna
varilmistir (Kwon vd. 2001, Teng vd. 2010). Organik fazda viskoz kuvvetler ile yiizey
gerilimi kuvvetlerinin biiytikliigli partikiil ¢apimi etkilemektedir (Budhian vd. 2007).
Yiiksek polimer derisimi viskoz kuvvetlerin artmasina neden olmakta ve partikiil
olusumuna diren¢ olusturmaktadir (Budhian vd. 2007). Polimer derisiminin artigina
bagli olarak meydana gelen viskoz etkilesimler sonucu, ¢6iiziicii uzaklastirma adiminda
hidrofobik olan DCM, kloroform gibi ¢oziiciilerin sulu faza gecisinde difiizyonel bir
kisitlama meydana gelmektedir (Poletto vd. 2008). Bunlara ek olarak yiiksek polimer
derisimlerinde yiizey aktif madde molekiilleri emiilsiyon fazinda koagiilasyonu
onlemede yetersiz kalmaktadir (Budhian vd. 2007). Diisiik polimer derisimlerinde ise
sentez esnasinda organik fazin viskozitesinin yeterli olmamasina bagh olarak kayma
gerilimi-viskoz kuvvetler dengesinin saglanmadigindan kiiresel morfolojiden farkli,
diizensiz yapilar ortaya ¢ikmaktadir. Tez ¢aligsmast kapsaminda %4 PHBYV derisiminde
deforme halde globular aglomeratlar olustugu gozlenmistir (Sekil 4.2.a ). Mikron alti
partikiiller %2 PHBV derisiminde elde edilmistir (Sekil 4.2.b). Bununla birlikte,
partikiil olusumu i¢in minimum bir PHBV derisiminin olmasi gerektigi sonucuna
ulagilmigtir. %2 PHBV derisiminin altinda partikiil olusumu gézlenmemistir. Kiiresel
formda partikiiller yerine koagiile haldeki diizensiz morfolojide yapilar elde edilmistir

(Sekil 4.2.¢)

Yiizey aktif madde tiirii ve derisiminin partikiil olusumu iizerine etkisinin incelendigi
caligmalarda stabilizasyon karakterleri birbirinden farkli olan non-iyonik PVA (% 2, 4,
10 w/v) ve katyonik yapidaki DMAB (% 2, 3, 4 w/v) kullanilmistir (Jacklenec vd. 2008,
Song vd. 2008). Her iki yiizey aktif madde de PLGA gibi poliester yapidaki
partikiillerin  hazirlanmasinda siklikla kullanilan maddeler olmakla birlikte,
stabilizasyon karakterleri birbirinden farklidir. DMAB diistik kritik misel derisimine
sahip olan ve partikiillerin koagiile olmasini elektrostatik itme giicii ile engelleyen bir
yizey aktif maddedir. Diger taraftan non-iyonik yapidaki PVA’nmin partikiil
olusumundaki stabilizasyon mekanizmasi sterik etkinin engellenmesine dayanmaktadir

(Sahana vd. 2008, Song vd. 2008). Calismalar DCM igerisinde hazirlanan % 2 (w/v)
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PHBYV derigsiminde, 17,500 rpm 15 dakika homojenizasyon kosullar1 sabit tutularak

yiirtitilmistiir.

Sekil 4.3 Yiizey aktif madde tiirti ve derisiminin PHBYV partikiil olusumu iizerine etkisi

a. %2 (W/v) DMAB (x10,000), b. %3 (w/v) DMAB (x10,000), c. %4 (w/v) DMAB (x10,000), d. %2
(Wiv) PVA (x10,000), e. %4 (w/v) PVA (x10,000), f. %10 (w/v) PVA (x10,000)
[%2 (w/iv) PHBV, 17, 500 rpm 15 dakika, DCM]

DMAB varliginda elde edilen PHBV partikiillerin SEM goriintiileri Sekil 4.3.a-c’de
verilmistir. %2 (w/v) DMAB derisiminde partikiil olusumu goézlenmezken diizensiz
kogiile yapilar elde edilmistir (Sekil 4.3.a). DMAB derisimi %3 (w/v)’e ¢ikarildiginda
(Sekil 4.3.b) partikiil olusumu gozlenirken % 4 (w/v) DMAB varliginda daha kiigiik
boyutta partikiiller elde edilmistir (Sekil 4.3.c). Image J programu ile %3 (w/v) DMAB
derigimlerinde partikiil ¢ap1 1.17+0.22 pm olarak bulunurken %4 (w/v) DMAB
derisiminde 724+228 nm ¢apinda mikron alti partikiillerin elde edildigi sonucuna

vartlmustir (Sekil 4.3.c).

Yiizey aktif madde olarak PVA’nin kullanildigi caligmalarda %2 (w/v) PVA
derisiminde partikiil olusumu gézlenmemistir (Sekil 4.3.d). Bu durum PVA derisiminin

diisiik olmasima bagl olarak partikiillerin stabilizasyonunda yetersiz kalmasi sonucu
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polimer agregatlarin olusumu ile agiklanabilir. Yiizey aktif madde derisiminin %4
(w/v)’e ¢ikarilmasi ile aglomerasyonun dnlendigi ve kiiresel formda partikiillerin elde
edildigi sonucuna varilmistir (Sekil 4.3.e). %10 PVA (w/v) derisiminde partikiil
boyutunda belirgin bir artis goézlenmistir (Sekil 4.3.f). Bu durum, yiiksek yiizey aktif
madde derisimine bagli olarak sulu fazin viskozitesinin artmasi ve partikiil tiretimi igin
gerekli olan net kayma gerilimini baskilamasi seklinde yorumlanmaktadir (Budhian vd.

2007).

Literatiirde DMAB ve PVA’nin yiizey aktif madde olarak kullanildig1 ¢alismalarda her
iki yapinin poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA) partikiil olusumu ve g¢ap1 {izerine olan
etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore DCM ve etil asetat g¢oziiciileri
varlifinda DMAB ile daha kiiciik boyutta PLGA partikiillerin olustugu belirtilmistir
(Sahana vd. 2008). Benzer olarak Kwon vd. 2001 tarafindan yapilan ¢alismada PLGA
nanopartikiil olusumuna yonelik olarak propilen karbonatin ¢oziicii olarak kullanildig:
durumda DMAB ile PVA karsilastirilmis ve DMAB varliginda daha kiigiik boyutta
partikiiller sentezlendigi sonucuna varilmistir. Diger taraftan Song vd. 2008 tarafindan
yapilan c¢alismada DCM’nin organik ¢0ziicii olarak kullanildigi sistemde PVA ve
DMAB’in PLGA partikiil olusumu {izerine etkisi incelenmis ve DMAB varliginda
PLGA nanopartikiil boyutunun arttigi belirtilmistir. PLGA partikiil ¢aplarinda elde
edilen bu farkli sonuglar kullanilan ylizey aktif madde kadar secilen organik
¢oziiciilerin de 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir (Song vd. 2008). PLGA gibi
poliester yapisinda olan PHBV’nin kullanildig1 tez caligmasi kapsaminda Song vd.
2008 caligmasia benzer olarak DCM’nin ¢oziicii olarak kullanildig1 ve yiizey aktif
madde DMAB varliginda biiyilk ve genis boyut dagilima sahip partikiiller elde

edilmistir.

PHBYV partikiillerin iiretilmesinde en uygun proses kosullarinin belirlendigi ¢aligmalar
kapsaminda son olarak ¢oziicii ve ¢oziicii kombinasyonlarimin partikiil olusumu
iizerine olan etkileri incelenmistir. Emiilsiyon-difiizyon yonteminde, polimerin
bulundugu organik faz ile yiizey katif maddenin bulundugu sulu faz arasinda bir
termodinamik denge kurulmalidir. Organik c¢oziiclinliin uzaklagtirllmasi asamasinda

ikinci emtilsiyon basamaginda ortama eklenen su bu denge durumunu bozarak organik
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¢oziiclinlin su fazina difiizlenmesini saglar. Organik ¢oziicliniin taginimi ile partikiil
olusumu gergeklestiginden partikiil ¢aplar1 kullanilan organik ¢oziiciiye bagli olarak
degisim gostermektedir (Poletto vd. 2008). Sunulan tez ¢alismasinda hazirlanan %2
(w/v) polimer ve % 4 (w/v) PVA derisimi ile 17,500 rpm 15 dakika kosullarinda
gerceklestirilen ¢aligmalarda farkli ¢oziiciilerin kullanilmasiyla elde edilen partikiillerin

SEM goriintiileri sekil 4.4’de sunulmustur.

Sekil 4.4 Coziicii ve ¢oziicli kombinasyonlarinin PHBV partikiil olusumu iizerine etkisi

a. kloroform (x10000), b. DCM (x10000), c. DCM:etanol (50:50) (x2000) d. DCM:etanol (70:30)
(x2000), e. kloroform:etanol (50:50) (x2000), f. kloroform:etanol (70:30) (x2000) [% 2 (w/v) PHBV, %
4 (w/v) PVA, 17,500 rpm, 15 dakika]
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Sekil 4.4.a,.b incelendiginde kloroform ve DCM ile yapilan calismalarda kiiresel
formda PHBYV partikiilleri elde etmek miimkiin olmustur. Image J yazilimi ile DCM
varliginda partikiil ¢ap1 531150 nm iken kloroform kullanildig1 durumda 778.93+162
nm olarak belirlenmistir. DCM varliginda daha kiiciik boyutlarda partikiil elde
edilmesinin nedeni su ile karisabilirliginin kloroforma goére yiiksek olmasi olarak
aciklanabilir. Klorofom ve diklorometan benzer yiizey gerilimine sahip olmakla birlikte
(kloroform: 32.8 dyn/cm, DCM: 28.3 dyn/cm) oldukg¢a farkli oranlarda su ile
karisabilirlik degerlerine sahiptir (klorofom: 1:200, DCM: 1:50) (Weast 1974).
DCM’nm kloroforma gore su ile karisabilirliginin yiiksek olmasi sonucunda, organik
fazin sulu faza hizli difiizyonu saglanmakta ve daha kiigiik boyutlarda partikiil elde
edilebilmektedir. Literatlirde, partikiil boyutunu kiigiiltmek amaciyla hidrofobik
coziiclilerin hidrofilik c¢oziiciiler ile birlikte kullanildigi ¢aligmalar yer almaktadir
(Poletto vd. 2008). Tez ¢alismas1 kapsaminda da PHBYV i¢in iyi ¢oziicli oldugu bilinen
hidrofobik karakterdeki DCM ve kloroformun hidrofilik karakterdeki etanol ile ¢oziicii
kombinasyonlar1 hazirlanmistir. Calismalarda etanoliin varligi ¢oziici uzaklastirma
adiminda organik c¢oziiclilerin hizli bir sekilde difiizlenerek uzaklastirilmasini
saglamasina karsin SEM goriintiileri incelendiginde partikiill boyutunun arttig1
gozlenmigstir (Sekil 4.4.c,d). Coziici kombinasyonlarmin kullanildigi ¢aligmalar
sonucunda elde edilen SEM goriintiilerinde DCM:etanol (50:50) oraninda oldugu
durumda (Sekil 4.4.c) iretilen partikiillerin boyut dagilimi Image J programi
kullanilarak 5.15+0.65 pm olarak belirlenmistir. Diklorometanin hacimce arttirildig:
durumda [DCM:etanol (70:30)] elde edilen SEM goriintiisiinden (Sekil 4.4.d) partikiil
boyutunun 4.50+0.93 um’ye distiigii gozlenmistir. Kloroform varliginda hazirlanan
kombinasyonlar i¢in aliman SEM goriintiilerinde kloroform:etanol (50:50) oldugu
durumda 12.13£1.81 pum (Sekil 4.4.e) iken kloroform:etanol (70:30) oldugu durumda
5.29+0.90 um gibi mikron boyutunda partikiillerin (Sekil 4.4.f ) elde edildigi sonucuna
varilmistir. Calismalar kapsaminda hidrofilik yapida olan etanoliin ortamda bulunmasi,
polimerin organik fazda olan ¢oziiniirliiglinii azaltarak derisimin artmasina neden
olmaktadir. Partikiil boyutlarindaki bu artig, partikiil olusumu sirasinda polimerin
organik fazdaki diisiik ¢oziiniirliigiine bagl olarak derisiminin artmasinin, ¢oziiciiniin

hizl1 uzaklastirilmasindan daha etkin bir parametre oldugunu gostermektedir.
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Sunulan tez caligmasi kapsaminda gerceklestirilen c¢alismalar sonucunda BMP-6
biiyiime faktoriiniin kontrollii saliminda kullanilan iizere iiretilen PHBV partikiillerin
tiretimindeki en iyi kosullar DCM ile hazirlanan %2 (w/v) polimer derisimine sahip
PHBYV c¢ozeltisi, %4 (w/v) derisimde PVA yiizey aktif maddesi ve 17,500 rpm 15
dakika homojenizasyon kosullar1 olarak belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen
partikiillerin ¢capt SEM goriintiilerinden Image J programi ile 531£150 nm olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.4.b)

4.2 PHBV Partikiillere Model Protein BSA Yiiklenmesi ve Enkapsiilasyon
Verimliliginin Belirlenmesi

PHBV partikiiller i¢in en uygun iiretim kosullarin belirlenmesinin ardindan model
protein BSA’nin yiliklenmesi c¢aligmalart Bolim 3.3’de agiklandigi  sekilde
gerceklestirilmistir. Ikili emiilsiyon yontemi kullanilarak hazirlanan BSA yiiklii PHBV
partikiillere iliskin SEM goriintiileri sekil 4.5’de sunulmustur.

Sekil 4.5 BSA yiiklii PHBV partikiillere ait SEM goriintiileri
a. (x10,000) b. (x5,000) [% 2 (wiv) PHBV, % 4 (w/v) PVA, 17,500 rpm, 15 dakika]

BSA’nin PHBYV partikiillere yiiklenip enkapsiilasyon degerinin belirlenmesi BMP-6"nin
yiiklenmesine iliskin yapilacak calismalar i¢in model olusturmustur. ikili emiilsiyon

yontemi protein, ilag¢ gibi pek ¢ok yapinin mikro ya da nanopartikiillere yiiklenmesinde

79



kullanilan yaygin yontemlerden birisidir. Yiiklenen proteinlerin enkapsiilasyon
verimliligi polimerin hidrofobisitesi, molekiill agirhigi ve kimyasal yapist gibi

parametrelere baglidir (Yeo ve Park 2004).

Tez calismasi kapsaminda model protein BSA’nin PHBV partikiillere enkapsiilasyon
verimliligi Bradford yontemi kullanilarak % 21.14£2.20 olarak hesaplanmistir. Calisma
kapsaminda elde edilen diislik enkapsiilasyon verimliligi degerinin hidrofobik yapidaki
PHBV’nin hidrofilik yapidaki BSA ile tam olarak etkilesememesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Duan vd. 2010 tarafindan yapilam g¢alismada benzer olarak PHBV
partikiiller i¢in BSA enkapsiilasyon verimligi degeri %18.06+0.86 olarak elde
edilmistir. Yilgor vd. 2009 calismasinda ise 6n islem gérmiis PHBV partikiillerin BSA
enkapsiilasyon verimliligi degerini %16.72+1.06 olarak belirtmistir. Tez calismasi
kapsaminda kullanilan polimerin 6n islem goérmemesi ve daha yiliksek molekiil
agirligina sahip olmasi nedeniyle yiiksek enkapsiilasyon verimliligi bulunmasi molekiil
agirliginin - enkapsiilasyon verimligi tizerinde etkili bir parametre oldugunu

gostermektedir.

4.3 PHBY Partikiillerin Karakterizasyon Calismalari

Tez galismasi kapsaminda sentezlenen PHBV ve BSA yiiklii PHBV (BSA/PHBV)
partikiillerin karakterizasyon c¢alismalart Bolim 4.1 ve 4.2°de yer alan SEM
analizlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda en uygun tiretim kosullar1 belirlenmis
olan partikiiller kullanilarak TEM, FTIR, par¢acik boyut dagilimi, katyonik ve non
iyonik ylizey aktif madde varliinda yiizey yiikiinliin belirlenmesi amaciyla zeta
potansiyeli ve diferansiyel taramali kalorimetre analizleri gergeklestirilmistir. Ayrica
BSA varliginda PHBV partikiillerin salim ortamindaki degradasyon davranislarini

incelemek amaciyla degradasyon ¢aligmalar: yiiriitiilmiistir.
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4.3.1 Geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM) analizi

Liyofilize haldeki bos PHBV ve BSA/PHBV partikiillerin morfolojisinin belirlenmesi
icin TEM analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen TEM goriintiileri sekil 4.6’da

sunulmustur.

Sekil 4.6.a. Bos PHBV ve b. BSA/PHBYV partikiillere ait TEM goriintiileri

Sekil 4.6.a,b incelendiginde, hem PHBV hem de BSA/PHBV’de kiiresel formda
partikiillerin oldugu goriilmektedir. PHBV (Sekil 4.6.a) ve BSA/PHBV (Sekil 4.6.b)
partikiillere ait TEM goriintiileri karsilagtirildiginda BSA’nin yapiya homojen olarak
katildig1 ve BSA’ nin varlig ile partikiil boyutunun arttig1 gézlenmektedir. Image J ile
yapilan boyut dagilimi analizinde BSA/PHBV igin partikiil boyutu 1.85+0.30 pum,
PHBYV igin ise 367+121 nm olarak belirlenmistir.

4.3.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskobisi (FTIR) analizi

Tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen PHBV partikiillerin ve ticari PHBV’nin
fonksiyonel gruplarinin karsilastirilmast amaciyla FTIR analizi gergeklestirilmistir.

FTIR analizine iligkin elde edilen spektrum sekil 4.7’de sunulmustur.
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Sekil 4.7. a. PHBV polimerine b. PHBV nanokiirelere ait FTIR spektrumu

Sekil 4.7°de bulunan FTIR spekturumlari incelendiginde, PHBV partikiillerin yapisinda
{iretim asamasinda bir degisiklik olmadig1 goriilmektedir. 2900 ve 2850 cm™ dalga
sayilarindaki pikler CHs gruplarmna ait piklerdir. 1720 cm™’de bulunan siddetli pik
C=0 karboksil grubuna ait piktir. 800-975 cm™de-C-O-C-O gerilmesine ait
absorpsiyon bandlar1 goriilmektedir. Calismalar sonucunda elde edilen karakteristik

pikler literatiirdeki degerler ile uyumludur (Farago vd. 2008).
4.3.3 Parcacik boyut dagilhim analizi ve zeta potansiyeli

Tez caligmast kapsaminda % 4 (w/v) PVA ve % 4 DMAB (w/v) varliginda sentezlenen
PHBV partikiillere iligkin pargacitk boyut dagilimi analizi gergeklestirilmistir.
Partikiillere ait boyut dagilimi grafikleri sekil 4.8’de sunulmustur.
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Sekil 4.8 PHBV partikiillere ait pargacik boyut dagilimi
a. % 4 (Wiv) PVA, b. % 4 DMAB (W/v)

Sekil 4.8’de yer alan parcacik boyut dagilimi grafikleri incelendiginde PVA varliginda
daha kii¢iik boyutlarda partikiil olusumu goriilmektedir (Sekil 4.8.a). Bu durum SEM
analizi ile elde edilen sonuglar ile uyumludur (Sekil 4.3.e). SEM analizinde Image J
programi ile ortalama partikiil boyutu 531+150 nm olarak hesaplanirken, DLS
analizinde bu deger 300-400 nm olarak bulunmustur. Diger taraftan DMAB varliginda
gercgeklestirilen DLS analizine gore (Sekil 4.8.b) ortalama boyut dagilimi 600-900 nm
arasinda belirlenmistir. SEM analizinde ise Image J programi ile ortalama partikiil
boyutu 724+228 nm olarak Sl¢iilmiistiir. PVA ve DMAB kullanilarak hazirlanan PHBV
partikiillerin ortalama boyut dagilimi i¢in SEM ve DLS analizlerinde meydana gelen bu
fark ol¢lim yontemlerinin birbirinden farkli olmasi ile agiklanabilir. Ancak her iki

durumda da PVA varliginda partikiil cap1 ve ¢ap dagilimi daha diisiiktiir. Literatiirde
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mikron alt1 boyutta iiretilen PHBV’nin partikiil boyutunu azaltmaya yonelik olarak
PHBYV polimerinin 6n isleme tabi tutuldugu ¢alismalar yer almaktadir. Baran vd. 2002
tarafindan yapilan calismada molekiil agirligini azaltmak i¢in sodyum borhidriir
(NaBH,) ile 6n islem gérmiis PHBV polimerinden sentezledigi partikiillerin ortalama

boyutunu 200-450 nm arasinda oldugunu belirtmistir.

PVA ve DMAB varliginda elde edilen partikiillerin yiizey ylikiiniin belirlenmesi
amaciyla gergeklestirilen zeta potansiyeli Ol¢limlerinde % 4 (w/v) PVA varh@inda
-159 mV ve % 4 (w/v) DMAB varhginda ise 28.6 mV degerleri elde edilmistir.
DMAB’in katyonik yapida olmasi yilizey yiikiiniin pozitif deger olmasina neden
olmustur. PVA varliginda hazirlanan bos PHBYV partikiillerin negatif yiizey yiikii degeri
literatiir ile uyumludur (Vilos vd. 2012).

4.3.4 Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC) analizi

PHBV ve BSA/PHBV partikiillerin fiziksel durumlarint belirlemek amaciyla

gergeklestirilen DSC analizine iliskin termogramlar sekil 4.9’da sunulmustur.

233.06C

0.00

100.00 i 200.00
Temp (C)

Sekil 4.9.a. BSA, b. PHBV, c. BSA/PHBYV partikiillere ait DSC termogramlari

Sekil 4.9°da yer alan BSA’ya ait termogram incelendiginde 45.52 °C ve 216.11 °C’de
iki adet endotermik pik oldugu goriilmektedir. BSA yiikli PHBV partikiiliine ait
termogramda 45.52°C’de yer alan pikin kaybolmasi BSA’nin yapiya katildigim
dogrulamaktadir (Grillo vd. 2010). 216.11°C’de yer alan ikinci endotermik pikin
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233.06 °C’ye kaymasi ise BSA’min PHBV yapisina katilmasi ile olusan van der Waals
etkilesimi (hidrofobik etkilesim) ya da BSA’nin amino gruplari ile PHBV nin karbonil
gruplarinin etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikmasi seklinde agiklanabilir (Grillo vd. 2010).

4.3.5 PHBYV partikiillerin degradasyon ¢alismalari

Tez kapsaminda kullanilan PHBV partikiillerin degradasyonu Bolim 3.4.6°da
aciklandigr sekilde gerceklestirilmis ve SEM analizi ile karakterize edilmistir.

Degradasyon ¢alismalarina ait SEM gortintiileri sekil 4.10°da sunulmustur.

5um b Sum

Sekil 4.10 PHBYV partikiillerin degradasyon ¢aligmalar1
a. 3.giin (x20,000), b. 10. giin (x20,000) c. 21.giin (x20,000)

Sekil 4.10 incelendiginde 3. giiniin sonunda partikiil yapisinda 6nemli bir degisim
gozlenmezken (Sekil 4.10.a) 10. giine gelindiginde partikiil yapisinda bozunmalarin
bagladigr gorilmiistir (Sekil 4.10.b). 21. giiniin sonunda partikiiller yapisal
kararliklarin1 kaybederek koagiile agregatlar olusturmuslardir (Sekil 4.10.c). Poliester
bazl1 biyobozunur polimerlerin degradasyonu, suyun yapiya absorplanmasi ile baslayan
y1gin yapinin degradasyonu ile gerceklesmektedir. Suyun yapiya girmesiyle meydana
gelen hidroliz sonucu polimer zincirinde bulunan ester baglari kopmakta ve mekanik
biitlinliilk bozularak kiitle kayiplar1 meydana gelmektedir. Poliester bazli partikiil
sistemlerine enkapsiile edilmis olan biyokatif molekiillerin salimi ise yi1gin yapida

olusan bu degradasyona baglidir (Lao vd. 2011).

Tez ¢alismas1 kapsaminda {iiretilen PHBV partikiillerin degradasyon c¢aligmalarinda 21

giin sonunda mekanik biitiinligiin bozulup agregatlarin olustugu gozlenmistir. Yilgor
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vd. 2009 tarafindan yapilan calismada da benzer olarak PHBV partikiillerin
degradasyon g¢aligsmas1 21 giin siire ile gergeklestirilmis ve bu siire sonunda mekanik

biitlinliigiin kayboldugu sonucuna ulagilmistir.

4.4 Jelatin Partikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Tez calismasi kapsaminda PDGF-BB’nin yiiklenecegi ¢apraz bagl jelatin mikrokiireler
Boliim 3.5’de agiklandig1 sekilde sentezlenmistir. Jelatin partikiillerin karakterizasyon
caligmalar1 kapsaminda SEM, FTIR ve sisme deneyleri gerceklestirilmistir. Jelatin

mikrokiirelere ait SEM goriintiileri sekil 4.11°de sunulmustur.

Sekil 4.11 Jelatin mikropartikiillerin SEM gériintiileri
a. (x2,000) b. (x750) c. (x500)

Tez ¢aligmas1 kapsaminda PDGF-BB biiylime faktoriiniin yiiklenecegi jelatin partikiiller
asidik jelatin (type B; pl = 4.7-5.2) kullanilarak hazirlanmigtir. Kontrollii salim
calismalarinda asidk jelatin ve PDGF-BB (pl: 9.8) gibi bazik oOzellikler gosteren
bliyiime faktorleri arasinda poli-iyon kompleksi olusmakta ve ani salimlar
engellenmektedir (Tabata ve Ikada 1998). Elde edilen jelatin partikiillerin ortalama

partikiil boyutu 50-100 pm arasinda degismektedir.

Jelatin partikiillerin sentezinde en Onemli adim capraz baglanma reaksiyonunun
gerceklestigi adimdir. Jelatinin salim ve hiicre kiiltiir ortamlar1 gibi sulu ortamlarda
kararliligmin saglanmasi ve c¢oziiniirliigiiniin azaltilmas1 amaciyla ¢apraz baglayic
ortaminda reaksiyonun gerceklestirilmesi gerekmektedir. Literatiirde jelatinin capraz

baglanmasinda glutaraldehit ve glioksal gibi farkli capraz baglayict ajanlar
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kullanilmaktadir (Patel vd. 2008, Kim vd. 2012). Tez c¢alismasi kapsaminda
glutaraldehite gore daha az toksik olmasi nedeniyle glioksal kullanilmigtir. Jelatin
partikiillerin glioksal ile ¢apraz baglanma reaksiyonu Schiff bazlar1 yolu ile meydana
gelmektedir (Kim vd. 2012). Schiff bazlarinin olusumu jelatinin amino gruplari ile
glioksalin karbonil gruplari arasindaki tepkime sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Schiff

bazlar sekil 4.12°de gosterildigi sekilde katilma ve ayrilma tepkimleri ile olusur.

1. Basamak : katilma

N

2.Basamak: avrilma

O Ol
| o -HO

Ry—CNHR' m———® R;—C—NHR'

./

RA—NR' ———* R LO=—NR'

Sekil 4.12 Schiff bazlarinin olusum tepkimesi

Jelatinin ¢apraz baglanma orani tasidigi biyomolekiiliin salim kinetigini etkilemesi
acisindan Onemlidir. Literatiirde jelatinin capraz baglanma reaksiyonu i¢in 10-50 mM
arasinda capraz baglayict derisimi kullanilmaktadir (Kim vd. 2012). Tez caligmasi
kapsaminda ¢apraz baglanma reaksiyonlar1 15 saat boyunca, 20 mM glioksal varliginda
yuriitiilmiistir. 20 mM derisimde ¢agraz baglayici ¢ozeltisi jelatin partikiillerin mekanik
biitlinliigiiniin ve biiylime faktoriiniin saliminin saglanmasinda yeterli olmustur. Capraz
baglayict  derisiminin  artmasi1  bllylime  faktOriiniin  salinmasinda  engel
olusturabilmektedir. Diisiik derisimler ise jelatin partikiiliin yapisal biitinliigliniin
saglanmasinda yetersiz kalabilmektedir. Elde edilen jelatin partikiillerin FTIR-ATR

spektrumlari sekil 4.13’de sunulmustur.

87



20mM alicksal

saprazkbaglanmami;

/

saprazlkath

i . - . ' - . . ' . - - ' . - . ' - . . .
1200 1500 1400 1200 hrjuka] =00
WAL b Ambe £ Em-11

Sekil 4.13 Jelatin mikrokiirelere ait FTIR spektrumu

Capraz baglanmamis jelatin mikrokiirelere ait FTIR spektrumu incelendiginde ~1650
cm? dalga sayisinda yer alan amid I bandi C=O esneme vibrasyonundan
kaynaklanmaktadir. ~1530 cm™ dalga sayisindaki amid IT band1 ise C-N esneme ve N-H
biikiilme vibrasyonlarina aittir. Capraz bagl yapida tiim pikler varligin1 korurken, 1750
cm™ dalga sayisinda olusan omuz Schiff bazlardan kaynaklanan C=N esnemesinden

kaynaklanmaktadir (Kim vd. 2012). Spektruma ait veriler ¢izelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2 Capraz baglanmamis ve capraz bagl jelatin partikiillere ait FTIR

spektrumlari

Jelatin Partikiil Tanimlama Dalga sayisi (cm™)

Capraz baglanmamis C=0 esneme vibrasyonu 1650
(Amid I) bandi
C-N esneme ve N-H biikiilme 1530
(Amid II) band1

Capraz baglh C=0 esneme vibrasyonu 1650
(Amid I) band1
C-N esneme ve N-H biikiilme 1530
(Amid IT) band1
C=N esnemesi (Schiff) bazi 1750
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Literatlirde ¢apraz baglayicinin denge sisme oranina etkisinin incelendigi ¢aligmalarda
farkli sisme oranlarinin elde edildigi goriilmektedir. Holland vd. 2003 tarafindan
yapilan ¢alismada 10 mM ve 40 mM glutaraldehit varliginda denge sisme degerlerini
sirastyla 12.2+0.9 ve 10.5£0.4 ml su/g mikrokiire olarak belirlenmistir. Tez calismasi
kapsaminda hazirlanan ve 20 mM glioksal ile ¢apraz baglanan jelatin partikiillerin su
tutma kapasitesine iliskin ¢alismalar sonucunda denge sisme degeri 19.08+1.86 ml
su/gmikrokiire olarak bulunmustur. Jelatinin denge sisme degerinin belirlenmesi jelatin
partikiillere yiiklenmesi diisiiniilen PDGF-BB ile yiiriitiilecek olan c¢alismalarda
onemlidir. Sunulan tez ¢aligmas1 kapsaminda jelatin partikiillere PDGF-BB yiiklenmesi
emdirme yoluyla gercgeklestirileceginden partikiillerin denge sisme degerinin

belirlenmesi 6nem tasimaktadir.

Jelatin mikropartikiillere PDGF-BB yliklenmesinin O6ncesinde partikiilden salim
davraniginin ve kinetiginin belirlenmesi amaciyla model protein BSA ile calismalar
yaptlmistir. Denge sisme degerine gore hazirlanan BSA ¢ozeltisinin  tamaminin
partikiillere emdirilmesi saglanmis boylelikle enkapsiiilasyon verimliligi % 100 olarak

alinmustir.

45 PHBV ve Jelatin Partikiillerden BSA Salim Calhismalar: ve Salim Kinetiginin
Matematiksel Analizi

Kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak spesifik biiyiime faktorlerinin
siralt saliminin hedeflendigi tez ¢alismasi kapsaminda hiicre tiremesi ve farklilagmasi
tizerinde etkili oldugu bilinen PDGF-BB ve BMP-6 biiyiime faktorlerinin sirasiyla
jelatin ve PHBV partikiillere yiiklenmesinin dncesinde model protein BSA varliginda
salim kinetiginin belirlenmesine yonelik 6n ¢aligmalar yiiriitiilmistiir. Yiriitilen bu 6n
caligmalarin amaci, degradasyon hizlar1 birbirinden farkli olarak secilen PHBV ve
jelatin partikiillere yiiklenerek sirali salim davranisinin incelenmesi ve dogrulanmasidir.
Bu nedenle Boliim 3.3 ve Bolim 3.6.4°de agiklanan sekilde hazirlanan BSA yiiklii
PHBYV ve jelatin partikiiller kullanilmistir. Salim ortamindan belirli zaman araliklarinda

alinan 6rnekler analizlenmis ve kiimiilatif salim grafikleri elde edilmistir.
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Sekil 4.14 BSA’nin PHBV partikiillerden salim grafigi

Sekil 4.14°’de BSA’nin PHBV partikiillerden kiimiilatif salimi1 verilmistir. Grafik
incelendiginde “biphasic” salim davranis1 goriilmektedir. “Biphasic ’salimda erken
donemde, tamamen enkapsiile olmamis ve ylizeyde tutunmus olan protein molekiilleri
ani salim davranis1 gosterirken daha sonraki donemlerde gerek difiizyon gerekse de
degradasyon ile birlikte daha yavas salim davranisi goriilmektedir. Tez calismasi
kapsaminda elde edilen sonucglarda PHBV partikiillere yiiklenen BSA nin tamaminin 15

giinde salindig1 belirlenmistir.

Kinetik veriler incelendiginde yiiklenen BSA’nin baglangigtaki ani salim (burst
release) orant % 46.18+0.31 olarak bulunmustur. 3. giiniin sonunda salinan BSA
miktart % 73.94+1.57 olarak tespit edilmis ve 15 giliniin sonunda bu oran yavaslayarak
% 96.08+0.06 degerine ulasmistir. Erken donemdeki yiiksek salim degerleri BSA’nin
hidrofilik yapisina baglh olarak hidrofobik yapidaki PHBV’ye tam olarak katilamamasi
ve yiizeye yakin proteinlerin erken donemde hizla salinmasi olarak agiklanabilir. Geg

donemde ise BSA salim degerinin yavaslayip sabitlenmesi salim mekanizmasinin
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difiizyon ve degradasyona bagli oldugu sonucunu vermektedir. Salim oranlarina iliskin
sayisal veriler incelendiginde PHBV partikiilden BSA salimmin “biphasic” salima
uygunlugu dogrulanmaktadir. Literatirde BSA salim grafikleri incelendiginde erken
donemlerdeki ani salimi takiben yavas salim profilinin oldugu “biphasic” salim

profillerine rastlanmaktadir (Sahoo vd. 2002).

Partikiillerden salim mekanizmasinin matematiksel analizi kapsaminda sifirinci
mertebe, birinci mertebe, Higuchi ve Hixon-Crowell modelleri 6nerilmektedir (Hughes
2005, Giirsoy 2002). Genel olarak salim mekanizmasini belirlemek i¢in, etken madde
saliminda sifir ve birinci derece, Higuchi, Hixon-Crowell esitliklerine uyum iyiligi
(goodness of fit) testi yapilmaktadir. Partikiilden salimda, salim iizerine etki eden
matriks i¢indeki protein miktarinin baglangic derisimi, proteinin ¢dziniirligi,
gozeneklilik, kivrim orani (tortosite), ¢Oziicliniin bilesimi ve matriksi olusturan
polimerin yapist gibi pek ¢ok parametre oldugundan in vivo g¢alismalarda sifirinct
mertebe salim kinetiginin genellikle elde edilemedigi goézlenmektedir (Giirsoy 2002).
Sifirnc1 mertebeden meydana gelen bu sapma diflizyon mesafesinin degisimi ile
aciklanmaktadir (Hui vd. 1987). Diflizyon bir baska deyisle Fick yasasina uyumlu
olarak salim (Fickian difiizyon) ise Esitlik 3.3’de verilen Higuchi denklemi ile ifade

edilmektedir.

Tez calismast kapsaminda da PHBV partikiillerin salim kinetiginin belirlenmesine
iligkin vyiiriitiilen deneylerde alinan veriler ¢esitli modellere uyarlanmistir. Yapilan
caligmalarda PHBV partikiilden BSA salimina iliskin olarak in vitro salim mekanizmasi
belirlenmesinde Esitlik 3.3’deki Higuchi denkleminin en uygun sonucu verdigi

bulunmustur.

PHBYV partikiiliin salim kinetiginin matematiksel analizinde salim ¢aligmasinin erken
donemlerindeki veriler alinarak mekanizma belirlenmistir. Salinan protein kesri MM,
degerinin tV 2ve karst grafige (EK 2 Sekil 1) gecirilmesi ile Higuchi zaman sabiti
k=0.447 52 olarak bulunmustur (R2=0.984). Bulunan k degeri literatiirden (Yilgor vd.
2009, Bhatt ve Shah 2012) yiiksek olmakla birlikte bunun nedeninin hidrofilik yapinin
hidrofobik yapida tasima zorlugundan kaynaklanmasidir. Hidrofobik-hidrofilik salim
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sistemlerinde hidrofobik yapinin protein yiikleme kapasitesinin kisitli olmasi ve buna
bagli olarak ani salimin gerceklesmesi nedeniyle yiiksek kinetik hiz sabiti degerinin
ortaya c¢ikmast s0z konusudur. Ayrica kinetik c¢aligmalarda salimin erken
donemlerindeki veriler kullanildig1 i¢in partikiil i¢indeki protein miktarinin doygunluk
derisimi degerinden yiiksek olmast da kinetik hiz sabiti degerinin yliksek olmasina

neden olmaktadir (Giirsoy 2002).

Jelatin partikiillerden BSA salim ¢alismalar1 PHBV ile ayn sekilde ve es zamanli alinan
ornekler ile gergeklestirilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda alman 6rneklerin

analizlenmesi ile elde edilen kiimiilatif salim grafigi sekil 4.15’de sunulmustur.

100

60 -

40 -

% kiimiilatif salim

20 -

zaman (saat)

Sekil 4.15 BSA’nin jelatin partikiillerden salim grafigi

Jelatin partikiillerden salim kinetiginin matematiksel analizini gerceklestirmek iizere
Esitlik 3.4’deki denklem kullanilmistir. Bu esitlik Fick yasasindan sapmaya iliskin
olarak salim kinetigi belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu tiir salim kinetiginde
protein polimer fazdan difiizlenemez ancak ¢oziicli polimer matriksine girince polimer
siser ve cams1 ge¢is sicakligl deney sicakliginin altina diiserek sisen polimer proteinin
diflizyonuna izin verir. Bu camsi polimer tabakasindan ¢oziicii difiizyonuyla ayni anda
fakat ters yonde olan salim Esitlik 3.4 ile ifade edilir. Buradaki k ve n degerlerine bagh

olarak salim mekanizmasi belirlenir. n=0.5 oldugunda Fickian Difiizyon 0.5<n<I iken
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Non-Fickian n=1 iken zamandan bagimsiz (0. derece) salim olan “Case I1” ve n>1 iken

“Super Case II” oldugu sonucuna varilir (Giirsoy 2002).

Tez calismas1 kapsaminda elde edilen deneysel veriler ile olusturulan grafikten n=2.259
ve k=2.55 olarak bulunmustur (EK 2, Sekil 2). Verilere gore Super Case Il salim
kinetigine sahip olan jelatin mikrokiirelerin sismeye bagli olarak hizli bir salim yaptig
dogrulanmistir. Sekil 4.15°deki jelatin partikiillerden BSA salim grafigi incelendiginde
“biphasic” salim profilinin oldugu gozlenmektedir. “Biphasic” salim profilinde 1. saate
kadar meydana gelen ani salim daha sonraki zamanlarda yavaslayarak yaklasik 4. saatte
sabitlenmistir. PHBV ve jelatin partikiillerden BSA salim calismalarina iligkin olarak
elde edilen sekil 4.14 - 4.15°deki grafikler incelendiginde PHBYV partikiillerden yaklasik
15 giinde, jelatin partikiillerden ise 4-5 saat gibi kisa bir siirede salimin tamamlandig
goriilmistiir. Degradasyon hizlart ve salim mekanizmalarinin farkli olmasina bagh
olarak PHBV ve jelatin partikiillerden elde edilen BSA salim profilleri (Sekil 4.16)
calismada kullanilmast hedeflenen BMP-6 ve PDGF-BB biiyiime faktorleri i¢in model

olusturmaktadir.
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Sekil 4.16 BSA’nin PHBV ve jelatin partikiillerden sirali salim1
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BSA ile yiiriitiilen salim c¢aligmalarindan elde edilen sonuglara gore hiicre liremesi ve
gocli iizerinde etkili oldugu bilinen PDGF-BB erken donemde salinmasi amaciyla
jelatin partikiillere hiicrelerin farklilasma davranisi iizerinde etkili oldugu bilinen BMP-

6 ise PDGF-BB’yi takiben salinmasi i¢in PHBV partikiillere yiiklenmistir.

4.6 Kitosan-Temelli Doku Iskelerinin Hazirlanmasi

Kemik doku mihendisligi uygulamalarina yonelik olarak kullanilan 3 boyutlu
biyobozunur kitosan doku iskeleleri Bolim 3.9°da agiklandigr sekilde dondurarak

kurutma yontemi ile hazirlanmistir.

Katyonik polimer olan kitosanin, yapisal olarak hiicre dist matriksin Gnemli
bilesenlerinden olan glikozaminoglikan yapisina benzerlik géstermesi hiicre morfolojisi
ve hiicresel fonksiyonlarin kontrol edilmesinde olduk¢a dnemlidir. Bunun yani sira,
doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak olan doku iskelelerinin yiiksek igsel
baglantiya (interconnectivity) ve kontrol edilebilir biyobozunurluk derecesine sahip
olmasi istenmektedir (T1gli vd. 2007). Doku miihendisligi uygulamalarinda kitosanin
doku destek malzemesi olarak secilmesinde biyolojik, fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin kolaylikla kontrol edilebilmesi biyouyumlulugu, antibakteriyel, hidrofilik
ozellikleri ve enzimatik olarak pargalanabilmesi gibi parametreler en 6nemli nedenler
arasindadir (Khor ve Lim 2003). Spesifik olarak kitosanin osteokondiiktif 6zellikleri de
kemik doku miihendisligi uygulamalarinda genis yer tutmasina olanak saglamaktadir

(Cetin 2010).

Tez caligmasi kapsaminda >% 85 DD’ne sahip kitosan kullanilarak doku iskeleleri
hazirlanmistir. Elde edilen kitosan doku iskelelerine ait SEM goriintiileri sekil 4.17°de

sunulmustur.
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Sekil 4.17 Kitosan doku iskeleleri
a. (x500), b. (x200)

Elde edilen SEM goriintiileri incelendiginde sentezlenen kitosan doku iskelelerinin igsel
baglantili ve gozenekli yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Ortalama gozenek boyut
dagiliminin J Microvision programui ile yapilan degerlendirmede 100-200 pm araliginda

degistigi gozlenmistir. Gozenek boyut dagilimi, hiicre yapismasi ve kemik biiylimesi

icin uygundur (Li vd. 2005).

4.7 BMP-6/PHBV ve PDGF-BB/Jelatin Partikiillerin Kitosan Doku Iskelesine
Yiiklenmesi

4.7.1 BMP-6/PHBY partikiillerin kitosan doku iskelesine yiiklenmesi

BMP-6 iceren PHBV (BMP-6/PHBV) partikiillerin doku iskelelerine yiiklenmesi
Boliim 3.10.1°de agiklanan sekilde gergeklestirilmistir. BMP-6/PHBV partikiil yiiklii
kitosan doku iskelelerine iliskin SEM goriintiileri sekil 4.18”de sunulmustur.

95



Sekil 4.18 BMP-6/PHBYV yiiklii doku iskeleleri
a. (x500) , b. (x200)

Mikro ve nanopartikiillerin doku iskelelerine yiiklenerek hazirlandigi tasima
sistemlerinde karsilasilan en onemli problemlerden birisi partikiillerin agregasyonudur.
Bu durumun iistesinden gelmek i¢in kullanilan yontem partikiillerin doku iskelesine

iretim asamasinda eklenmesidir (Perets vd. 2003).

Sekil 4.18 incelendiginde doku iskelelerinin iiretimi sirasinda kitosan ¢ozeltisine
karnigtirllmis olan PHBV partikiillerin doku iskelelelerinin gézenek duvari igerisinde
homojen olarak dagildig1 gozlenmektedir. Bunun yani sira, PHBV partikiil varliginda
kitosan doku iskelelerinin igsel baglantililiginin korundugu belirlenmistir. Sekil 4.18.b -
4.17.b karsilasgtirlldiginda PHBV  varliginda kitosan doku iskelelerinin gozenek

boyutunun arttig1 ve homojenlikten saptig1 goriilmektedir.

Genel olarak dondurarak kurutma yontemiyle hazirlanan doku iskelelerinde, hidrofobik
yapidaki mikrokiirelerin ylizeyindeki su molekiillerinin dondurulup kurutulmasi sonucu
doku iskelesinde boyut dagilimmin degistigi gozlenmektedir. Uretim asamasinda
eklenen hidrofobik yapidaki PHBV partikiiller tarafindan olusturulan giigli itme
kuvvetleri de olusan sterik etkiye bagli olarak doku iskelesinin mikro yapisini

degistirmektedir (Banerjee vd. 2009).
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4.7.2 PDGF-BB/JelatinPartikiillerin Kitosan Doku iskelesine Yiiklenmesi

PDGF-BB igeren jelatin partikiiller kitosan doku iskelesine Boliim 3.10.2°de agiklandigi
sekilde emdirme yontemiyle yiiklenmistir. Kitosan kitinin kismi olarak deasetilasyonu
sonucu olugsmaktadir. Deasetilasyon sonucunda yapidaki asetamit birincil amin grubuna
dontismekte ve buna bagl olarak kitosan hidrofilik karakter kazanmaktadir. Bu nedenle
hidrofilik karakterde olan mikropartikiillerin yiizeyden emdirilmesi iiretim asamasindaki
yiklemeye gore daha uygundur. PDGF-BB/Jelatin partikiillerin doku iskelesine

emdirilmesiyle elde edilen SEM goriintiileri sekil 4.19°da sunulmustur.
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Sekil 4.19 Jelatin yiiklii kitosan doku iskeleleri
a. (x500), b. (x200)

Sekil 4.19 incelendiginde capraz bagh jelatin partikiillerin yapiya basarili bir sekilde
katildigi goriilmektedir. Literatiirde biyoaktif molekiillerin  kontrollii saliminin
saglanmasi1 amaciyla cesitli ¢aligmalar yer almaktadir Bu ¢alismalarin bazilarinda jelatin
iiretim asamasinda ortama eklenirken sinirli sayida olan g¢aligmalarda emdirilerek
yikleme yontemi kullanilmistir (Patel vd. 2008, Kim vd. 2012). Jelatin partikiillerin
kitosan doku iskelesine emdirilerek yiiklenmesi partikiillerin herhangi bir mekanik etki
varlifinda yapisinin bozulmasini engellemesi agisindan tercih edilen bir yontemdir.
Diger taraftan sirali salim c¢alismalarinda jelatinin ylizeye yakin kisimlara

yerlestirilmesiyle erken donemde salinmasini saglamaktadir.
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4.8 Kitosan Doku iskelelerinin Karakterizasyon Cahsmalar

Biiylime faktorlerinin sirali saliminin hedeflendigi tez calismasi kapsaminda Boliim
3.11’de agiklanan sekilde bos kitosan CS, PDGF-BB igeren jelatin partikiillerin yer
aldig1 kitosan CS/PDGF-BB, BMP-6 igeren PHBV partikiillerin yer aldigi kitosan
CS/BMP-6 ve PDGF-BB igeren jelatin partikiiller ile BMP-6 igeren PHBV partikiillerin
yer aldigi kitosan CS/PDGF-BB+BMP-6 gruplari igin karakterizasyon calismalari
gerceklestirilmistir. Karakterizasyon c¢alismalari kapsaminda partikiiller varliginda
kitosan doku iskelelerinin davranisina iliskin elde edilen sonuglar asagidaki boliimlerde

sunulmustur.

4.8.1 Gozenek boyut dagilim

Kitosan doku iskelelerinin gozenek boyut dagilimi analizleri Bolim 3.11.1°de
aciklandig1 sekilde civa porozimetresi ile gerceklestirilmistir. Uretilen kitosan doku
iskeleleri igin gozenek boyut dagilimi histogramlari (EK 3, Sekil 1)’ de sunulmustur.
Histogramlardan elde edilen gbzenek boyut dagilimi degerleri cizelge 4.3’de

sunulmustur.

Cizelge 4.3 Kitosan doku iskelelerinin gézenek boyut dagilimi

Doku iskelesi Gozenek dagilim
(nm)

CS 30-150

CS/PDGF-BB 10-50

CS/BMP-6 40-200

CS/PDGF-BB+BMP-6 5-50

Kitosan doku iskelesi ve partikiillerin bulundugu diger gruplara ait histogramlarda ¢ok

kiicik gozenek boyutlarinin  bulunmast i¢sel baglantinin  oldugu sonucunu
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dogrulamaktadir. CS/BMP-6 doku iskeleleri bos kitosan ile kiyaslanidiginda CS/BMP-6
doku iskelesinin daha yiliksek gozenek boyutuna sahip oldugu goriilmektedir (40-
200um). PHBV nin iiretim asamasinda yapiya katilmasi ile elde edilen yapida meydana
gelen sterik etki sonucu CS doku iskelesinden daha biiyikk gbézeneklere sahip yapi
ortaya ¢ikmustir. Jelatin partikiillerin nikron boyutunda olmasi (50-100um) ve doku
iskelelerinin {iretiminden sonra emdirme yontemi ile yiiklenmesi sonucunda doku
iskelelerinin gdzeneklerini tikadigr sonucuna ulasilmistir. Jelaitin partikiilleri igeren
CS/PDGF-BB ve CS/PDGF-BB+BMP-6 doku iskelelerinde en diisiik gézenek boyutu

elde edilmistir.

4.8.2 Mekanik dayamim testi

Mekanik dayanim degerleri hedef dokulara bagl olarak degismekle birlikte kemik doku
mihendisligi uygulamalarinda elde edilen yapilarin mekanik dayanimi oldukga
onemlidir. Tez g¢aligmasi kapsaminda hazirlanan kitosan doku iskelelerinin mekanik
dayaniminin test edilmesi amaciyla gergeklestirilen deneylerde 100 N yiik, 2 mm/dk
hizda 6rnekler iizerine uygulanmistir. Elde edilen gerilim gerinim egrilerinin dogrusal
bolgesinin egiminden elastik modiil degerleri hesaplanmistir. Doku iskelelerinin elastik

modiiliine iliskin sonuglar gizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 Kitosan doku iskelelerinin elastik modiilii

Doku iskelesi Elastik modiil
(kPa)

CS 3.04+0.73

CS/PDGF-BB 9.72+2.53

CS/BMP-6 2.13+0.17

CS/PDGF-BB+BMP-6  2.90+1.08
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Cizelge 4.4 incelendiginde CS/PDGF-BB doku iskelelerinin mekanik dayaniminin diger
gruplara gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum jelatin iceren kitosan doku
iskelelerinin diisiik gozenek boyutuna (10-50 pum) bagh olarak daha dayanikli yapi
olusturmasi1 seklinde yorumlanabilir. PHBV igeren yapilarin diisiik elastik modiil
degerleri ise PHBV’nin yiiksek kristalinitesi ve kolay kirilganligindan
kaynaklanmaktadir (Chen vd. 2002, Choi vd. 2004). Bunun yami sira PHBV igeren
gruplarin jelatin igeren gruplara gore daha yiiksek gozenek boyutu da mekanik

dayanimini azaltic1 yonde etkileyen bir parametre olarak diisiiniilebilir.

Literatiirde yer alan c¢alismalar incelendiginde kitosan ve partikiil igeren kitosan
yapilarin mekanik dayanimina iliskin olarak ¢ok genis araliklarda (0.0038-2.56 MPa ve
0.059-0.125 MPa) degerler oldugu goriilmustiir (Li vd. 2005, Subramanian vd. 2005,
Hsieh vd. 2007, Nanadagiri vd. 2011, Jana vd. 2012, Kavya vd. 2013).

Bu ¢aligmalarda yapmin mekanik dayaniminin, o6zellikle gozenek yapisi ve igsel
baglantililik gibi parametrelerden etkilendigi yoniinde sonuglar yer almaktadir.
Literatiirde mekanik dayanim degeri 0.035 MPa’dan diisiik olan hidrate haldeki kitosan
doku iskelelerinde yapinin ortamdaki suyu absorplamasi sonucunda mekanik dayanimin
azaldigr sonucuna yer verilmektedir (Tanir vd. 2014). Diger taraftan kitosan doku
iskelelerinin gézenek boyutundaki artis da yapinin mekanik dayaniminin azalmasina
neden olmaktadir (Karageorgiu ve Kaplan 2005). Tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan
gozenek boyut dagilimi analizleri ile elastik modiil degerlerinin uyumlu olarak degistigi
goriilmiistiir. Ek 3°de yer alan histogramlar incelendiginde gbzenek boyutu yliksek olan

PHBYV igeren kitosan doku iskelelerinin mekanik dayanimi diisiik ¢ikmistir (2.13+0.17
kPa).

4.8.3 Su tutma kapasitesi

Tez c¢alismasi kapsaminda hazirlanan doku iskelelerinin su tutma kapsitesinin
belirlenmesi amaciyla Boliim 3.11.3’de agiklandigi sekilde sisme deneyleri yapilmistir.
Doku iskelelerinin belli oranda su tutma kapasitesi 6zellikle hiicre kiiltiir deneylerinde

besin ve metobolitlerin ortama alinmasi i¢in 6nemlidir. Deneysel ¢aligmalar kapsaminda
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hazirlanan kitosan doku iskelelerinin denge sisme degerine iliskin sonuglar ¢izelge

4.5’de sunulmustur.

Cizelge 4.5 Kitosan doku iskelelerinin denge sisme degeri

Denge sisme

Doku iskelesi degeri

CS 19.86+1.70
CS/PDGF-BB 6.45+0.26
CS/BMP-6 24.22+1.20

CS/PDGF-BB+BMP-6  6.41+1.10

Cizelge 4.5 incelendiginde yapida jelatin partikiillerin bulunmas: (CS/PDGF-BB ve
CS/PDGF-BB/BMP-6) sisme oranin1 azaltirken PHBV partikiillerin = varliginin
(CS/BMP-6) sisme oraninin artmasina neden oldugu goriilmektedir. PHBV partikiillerin
tiretim agsamasinda kitosan doku iskelesine eklenmesiyle gozeneklerin ve i¢sel baglantili
yapinin stabilitesi artmis ve bdylece su absorplama hizlar1 ve kapasitelerinde artig
meydana gelmistir. Jelatin partikiiller varliginda denge sisme degerinin diigmesi ise
hidrofilik yapidaki jelatin partikiillerin ortamdaki suyu absorplayarak sismesi ve kitosan

doku iskelelerinin gézeneklerini tikamasindan kaynaklanmaktadir.

Genel olarak kitosan doku iskelelerinin su tutma kapasitesi mekanik dayanimi ve
gozenekliligi gibi pek c¢ok parametreden etkilenmektedir (Tanir vd. 2014). Hidrate
olmus yapilarin mekanik dayaniminin azalmasi yiiksek su tutma kapasitesinden
kaynaklanmaktadir. Su molekiilleri kitosan doku iskelelerinde plastiklestirici etkisine
neden oldugundan mekanik dayanimi azaltmaktadir. Elde edilen denge sisme
degerlerine gore CS/PDGF-BB ve CS/PDGF-BB/BMP-6 doku iskelelerinin diisiik
sisme oranlart mekanik olarak daha kuvvetli bir yapmin elde edildigi sonucunu

dogrulamaktadir.
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Bu sonug Cizelge 4.4’de elde edilen mekanik dayanim sonuglart ile uyumludur. Bunun
yani sira EK 3 Sekil 1°de yer alan gozenek boyut dagilimi garafikleri incelendiginde
CS/PDGF-BB doku iskelelerinin CS ve CS/BMP-6’ya gore daha kiigiik gézenek boyut
dagilimina sahip olmasi denge sisme oraninin diisiik olmasina neden olmustur. Bunun
yant sira jelatin iceren doku iskelelerinde jelatinin sismesine bagli olarak gdzenekleri

tikamasi nedeniyle de denge sisme oran1 degeri diisiik olarak elde edilmistir.

4.8.4 Yogunluk tayini

Kitosan temelli doku iskelelerinin yogunluk tayini Boliim 3.11.4’de aciklandig1 sekilde
¢coOziici yer degistirme yontemiyle gerceklestirilmistir. Kitosan doku iskelelerinin

yogunluk degerlerine iligskin sonuglar ¢izelge 4.6’da sunulmustur.

Cizelge 4.6 Doku iskelelerinin yogunluk degerleri

Doku iskelesi Yogunluk (g/ml)
CS 0.096+0.03
CS/PDGF-BB 0.15+0.02
CS/BMP-6 0.17+0.05

CS/PDGF-BB+BMP-6  0.18+0.02

Cizelge 4.6 incelendiginde partikiil iceren doku iskelelerinin yogunluk degeri bos
kitosandan yiiksek olmakla birlikte jelatin ya da PHBV partikiilin varligi gruplar

arasinda yogunluk degerinde 6nemli 6l¢iide farkliliga neden olmamustir.

Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen kitosan doku iskelelerine ait temel

ozellikler ¢izelge 4.7°de toplu halde 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.7 Kitosan-temelli doku iskelelerine ait 6zellikler

Doku iskelesi Gozenek boyutu (um) Denge sisme degeri  Elastik modiil (kPa) Yogunluk (g/ml)
CS 30-150 19.86=1.70 3.04+0.73 0.096+0.03
CS/PDGF-BB 10-50 6.45+0.26 9.72+2.53 0.15+0.02
CS/BMP-6 40-200 24.22+1.20 2.13+0.17 0.17+0.05
CS/PDGF BB+BMP-6 5-50 6.41£1.10 2.90+1.08 0.18+0.02

4.9 Kitosan Doku iskelelerinden PDGF-BB ve BMP-6 Salim

PDGF-BB ve BMP-6 biiyiime faktorlerinin kitosan doku iskelelerinden salimi Boliim
3.12°de agiklandigi sekilde ELISA testi ile takip edilmistir. Belirli zaman araliklarinda
alman orneklerden 450 nm dalga boyundaki absorbans degerlerine karsilik gelen
derisim miktarlar1 hesaplanarak kiimiilatif salim degerlerine gec¢ilmistir. ~ Salim
deneyleri 21 giin boyunca siirdiiriilmiistir. PDGF-BBve BMP-6 sirali salimina iligkin

olarak elde edilen kiimiilatif salim grafigi sekil 4.20’de sunulmustur.
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Sekil 4.20 BMP-6 ve PDGF-BB’nin kitosan doku iskelelerinden salimi

Sekil 4.20 incelendiginde degradasyon hizit PHBV ye gore yiiksek oldugu bilinen jelatin
partikiillerden salim yaklasik 7 glinde tamamlanmigtir. Bu sonu¢ B6liim 4.5’de yer alan
BSA varliginda elde edilen salim siiresinden (4 saat) yiiksektir. Bunun nedeni bazik

karakterli PDGF-BB’nin asidik karakterli jelatin partikiiller arasinda poli-iyon
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kompleksi olusturmasina bagli olarak agiklanabilir. BMP-6 ya iligkin degerler
incelendiginde ise 15. giinde kiimilatif olarak %50.21£0.12 oraninda salim
gerceklesmistir. Elde edilen bu sonug¢ model protein BSA varliginda elde edilen
sonuglar ile uyumludur. Ayrica jelatinin sisme kontrollii salim mekanizmasi nedeniyle
kisa zamanda degradasyon gergeklesip salim tamamlanmaktadir. PHBV partikiillerden
ise erken donemde ylizeye yakin olan BMP-6 molekiilleri hizla salinmakta ve
sonrasinda salim diflizyon ve degradasyon kontrollii olarak devam etmektedir.
Literatiirde degradasyon hizlarinin birbirinden farkli oldugu PLGA ve PHBV
yapilarinda da benzer olarak sirali salim profilleri elde edilmistir. Yilgor vd. 2009
calismasinda degradasyon hizi birbirinden farkli olan PLGA ve PHBV partikiillere
sirastyla BMP-2 ve BMP-7 vyiiklemistir. Kiimiilatif salim grafikleri incelendiginde
degradasyon hizi yiiksek olan PLGA’dan BMP-2’nin 21 giinde tam olarak salindig:
gozlenirken PHBV’den BMP-7 salim orami kiimiilatif olarak yaklagik %60 oraninda

gozlenmistir.

Literatiirde yer alan yayinlarda sirali salimin takibine yonelik olarak doku iskelelerinin
farkli sekillerde polimer kombinasyonlarindan hazirlanmasi s6z konusu olmaktadir.
Bunlardan en sik tercih edileni doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak
kullanilan doku iskelesine direk yiikleme ya da partikiiller varliginda kitosan doku
iskelelerinden salim ¢alismalaridir (Kim vd. 2012, Raiche ve Puelo 2004, Kempen vd.
2009, Kanczler vd. 2010, De la Riva vd. 2010). Kim vd. 2012 tarafindan yapilan
calismada kitosan doku iskelelerinden BMP-2 ve IGF-1’in sirali salimina iliskin olarak
BMP-2’ direk olarak kitosan doku iskelesine yiiklenirken IGF-1 jelatin partikiiller
icerisinde kitosan doku iskelesine yiiklenmistir. Elde edilen kiimiilatif salim grafikleri
incelendiginde kitosan doku iskelesi ortaminda bulunan BMP-2’nin IGF-1’e gore hizl
salindig1r sonucu elde edilmistir. Kempen vd. (2009) tarafindan yapilan diger bir
caligmadax kemik doku miihendisligine yonelik olarak damar olusumu iizerine etkili
oldugu bilinen vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) ile kemik olusumu {izerine
etkisi oldugu bilinen BMP-2’nin sirali salim kinetigini incelenmis ve degradasyon hizi
PLGA’ya gore yiiksek olan jelatinde bulunan VEGF’in daha kisa siirede salindigi
sonucuna ulasilmistir. De la Riva vd. 2010 ¢alismasinda kalsiyum fosfat i¢eren kitosan

doku iskelesine VEGF ve PDGF yiikleyerek sirali salim kinetigini takip etmistir. Siral
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salim mekanizmasini olusturmak i¢in VEGF aljinat mikrokiirelere, PDGF ise direk
olarak doku iskelesine yiiklenmistir. PDGF’in direk olarak doku iskelesinde olmasi

sebebiyle VEGF’e gore daha hizli salindig1 sonucu elde edilmistir.

In vivo kosullardaki kemik doku rejenerasyonunda, yarali dokunun iyilesme siireci
genel olarak biiylime faktorlerinin sirali salimina bagli olarak gergeklesmektedir. Salim
kinetigi ¢alismalarinda biiyiime faktorlerinin direk olarak doku iskelesine yiiklenmesi
erken donemde salimi saglayabilirken, bliylime faktorlerinin yarilanma siirelerinin kisa
olmasma bagli olarak hedef dokuya ulasabilme potansiyellerinde azalmaya neden
olmaktadir. Bu nedenle tez ¢aligmasi kapsaminda kemik doku rejenerasyonuna yonelik
secilen biiylime faktorleri jelatin ve PHBV partikiillere yiiklendikten sonra doku

iskelesine yliklenmistir.

Sekil 4.20°de sunulan ve farkli salim hizlarmi gosteren grafik jelatin partikiillere
yiikklenen ve hiicre goc¢ii ve c¢ogalmasimni saglayan PDGF-BB’nin erken donemde
salindigini, hiicre farklilasmasi iizerine etkili olan ve PHBV partikiillere yiiklenen BMP-
6’nin daha ge¢ donemde salindigini gostermektedir. Bu durum in vivo kosullardaki

kemik rejenerasyonunu taklit eder niteliktedir.

4,10 Hiicre Kiiltiir Calismalar:

Tez calismasi kapsaminda gercgeklestirilen hiicre kiiltiir ¢alismalart Bolim 3.11°de
aciklanan sekilde bos kitosan (CS), PDGF-BB igeren jelatin partikiillerin yiiklendigi
kitosan (CS/PDGF-BB), BMP-6 iceren PHBV partikiillerin yiiklendigi kitosan
(CS/BMP-6) ve BMP-6 igeren PHBV ile PDGF-BB igeren jelatin partikiillerin birlikte
bulundugu kitosan doku iskeleri (CS/PDGF-BB+BMP-6) ile yiiriitiilmiistiir.
Preosteoblastik MC3T3-E1 hiicre hatt1 ile 21 giin boyunca durgun kosullarda hiicre

kiiltiir calismalart yapilmistir.

Doku iskelelerine yiiklenmesi gereken BMP-6 ve PDGF-BB miktarinin belirlenmesinde
literatiirdeki degerler esas almmustir (Soran 2006, Yilgor vd. 2009). Calisma
kapsaminda 10x2 mm boyutlarinda olan her bir doku iskelesinde yaklasik 100 ng BMP-
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6 igeren 2 mg PHBYV partikiil ve yaklagik 100 ng PDGF-BB iceren 1.5 mg jelatin
yiiklenmistir.

Hiicre kiiltiirii sliresince yapilan analizler ile preosteoblastik hiicrelerin kitosan temelli
doku iskeleleri tizerindeki canliliklari, morfolojileri ve osteoblastik farklilasmalari
incelenmistir. PDGF-BB ve BMP-6 biiyiime faktorlerini tek baslarina ve birlikte
kullanildigr durumlarda hiicresel davraniglara olan etkileri karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir.

4.10.1 MTT analizi

MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicrelerin kitosan doku iskelelerindeki iiremesi 21 giinliik
kiiltiir periyodunda Bolim 3.13.2°de agiklanan mitokondriyal aktivitenin belirlendigi
MTT analizi ile incelenmistir. Aktif metobolizmaya sahip hiicrelerin mitokondrisi
tetrazolyum bilesenini indirgeyerek formazan kristallerinin olusumunu saglamaktadir.
MTT’nin formazana indirgenme mekanizmast net olarak agiklanmamasina karsin
NAD(P)-H bagimli oksidorediiktaz enzimi varliginda pozitif yiikli MTT nin
indirgenmesi ger¢eklesmektedir (Vistica vd. 1991). MTT nin aktif metobolizmaya sahip
hiicre varliginda formazan kristallerine indirgenmesi sonucu olusan mor renkli
¢Ozeltinin absorbansi iiremesini devam ettiren canli hiicre miktar1 ile orantilidir. Tez
calismas1 kapsaminda gerceklestirilen MTT analizi sonucu elde edilen veriler 570

nm’de belirlenen optik yogunluk degerleri cinsinden sekil 4.21°de sunulmustur.
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HCS

1,8 = #
m C5/PDGF-BB -

B C5/BMP-6

B C5/PDGF-BE+EMP-5

Optik Yogunluk (570 nm)

Zaman (giin)

Sekil 4.21 CS, CS/PDGF-BB, CS/BMP-6, CS/PDGF-BB+BMP-6/kitosan doku
iskeleleri tlizerinde kiiltiire edilmis MC3T3-El’lere ait MTT sonuglar
(Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3, kontrol grubu CS iken *p<0.05;
kontrol grubu CS/PDGF-BB iken #p<0.05; kontrol grubu CS/BMP-6 iken
#p<0.05)

Doku iskeleleri ile yiiriitilen ¢aligmalarda hiicre canliliginin belirlendigi MTT
analizinden elde edilen sonuglar incelendiginde her dort iskelenin de hiicrelerin tutunup
¢ogalmasina uygun oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ ili¢ boyutlu, gozenekli ve
stingerimsi yapidaki kitosan doku iskelelerinin hiicre tutunmast ve c¢ogalmasini
destekledigini gostermektedir (Tigh vd. 2007, Beskardes vd. 2012). Bununla birlikte
gruplar arasindaki farkliliklar kiiltiiriin ilk gliniinden itibaren ortaya ¢ikmaktadir. PDGF-
BB iceren doku iskelelerindeki hiicre yogunlugunun diger doku iskeleleri ile
karsilagtirildiginda yiiksek oldugu goriilmektedir. Kiiltiirin ilk gilinlerinde goriilen bu
fark 21 giinliik kiltiir siiresince devam etmistir. PDGF-BB’nin erken ddnemdeki
mitojenik potansiyeli, hiicre iiremesini arttirdigi ve preosteoblast ve mezenkimal
kokenli hiicrelere karsi kemotaktik etkisinin oldugu bilinmektedir (Park vd. 2000).
Literatiirde yer alan ¢alismalar inclendiginde farkli yapidaki (kitosan-poli(L-laktid)
doku iskeleleri ile gergeklestirilen ¢alismalarda da PDGF-BB’nin osteoblast hiicrelerin

tiremesi iizerinde etkili oldugu sonucuna varilmistir (Lee vd. 2002). BMP-6’nin tek
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basma kullanildig1r doku iskelelerinde (CS-BMP-6) hiicre liremesi bos kitosan doku
iskelelerine (CS) benzer sekilde devam etmistir. Kiiltiirlin ilk bes giiniinde CS-BMP-6
ve CS doku iskelelerinde hiicre canliliglr acgisindan anlamli bir fark gézlenmemistir
(p>0.05). Bununla birlikte kiiltiiriin 7 ve 21. giinlerinde tek basina BMP-6 igeren doku
iskelelerindeki hiicre tliremesinin CS doku iskeleleri ile karsilagtirildiginda arttig1
sonucuna ulagilmistir. Bu sonu¢, BMP-6"nin sadece osteojenik farklilasmay1 degil ayni
zamanda hiicre iiremesinde de etkisinin oldugunu gostermistir. Akman vd. 2010
tarafindan yapilan c¢alismada MC3T3-E1 hiicrelerinin osteoblastik karakterlerini
arastirmak tizere BMP-6 yiiklii kitosan doku iskeleleri hazirlanmistir. BMP-6 varliginda
hazirlanan doku iskeleleri ile kontrol grubu karsilastirildiginda erken déonemde BMP
iceren yapt ile kontrol grubu arasinda fark gozlenmezken kiiltiiriin ilerleyen
donemlerinde BMP-6 iceren gruplarda yogun hiicre {remesinin oldugunu
belirtmislerdir. CS/PDGF-BB ve CS/BMP-6 doku iskelelerindeki hiicre canlilig
karsilagtirildiginda, PDGF-BB’nin beklenen etkisi sonucu CS/PDGF-BB doku
iskelelerine tutunan hiicre sayisinin ve kiiltiiriin ilerleyen siirelerindeki hiicre iiremesinin
CS/BMP-6 doku iskelelerine kiyasla anlamli olarak fazla oldugu belirlenmistir
(p<0.05).

Heri iki biiyiime faktoriinii igeren CS/PDGF-BB+BMP-6 doku iskelelerindeki hiicre
canliligi degerlendirildiginde her iki biliylime faktoriini de igeren CS ve CS/BMP-6
gruplarina kiyasla hiicre artisinin fazla oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte CS/PDGF-
BB+BMP-6 doku iskeleleri ile PDGF-BB’nin tek bagma kullanildigi CS/PDGF-BB
gruplar1 arasinda anlamli farklar bulunamamistir (p>0.05). Bu sonug, hiicre canliliginin
arttirllmasinda  PDGF-BB’nin etkinligini ortaya koymaktadir. BMP-6 tek basma
kullanildiginda hiicre ¢ogalmasinda fark yaratmasina karsin bu etki kiiltiiriin 7.
giiniinden itibaren ortaya ¢ikmaktadir. PDGF-BB igeren gruplarda ise hiicre sayisindaki
artis tim kiiltiir siiresince devam etmektedir. Bu veriler BMP-6’nin farklilagmis
hiicrelerin iiremesinde daha aktif rol oynarken PDGF-BB’nin hem erken dénem
preosteoblastlarda hem de farklilasmis osteoblastik hiicrelerin ¢oglamasinda etkili

oldugu sonucunu ortaya koymaktadir.
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4.10.2 Taramal elektron mikroskobu (SEM) ve EDX Analizi

Hiicrelerin doku iskeleleri {iizerine tutunmasit ve yayilmasi, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi agisindan onemlidir. Bu nedenle MC3T3-E1 hiicrelerinin CS, CS/BMP-6
CS/PDGF-BB ve CS/PDGF-BB+BMP-6 igeren doku iskelelerindeki morfolojileri SEM
ile analizlenmistir. Kiltiirin 4. 7. ve 14. ginlerine ait SEM goriintiileri

Sekil 4.22- 4.24°de sunulmustur.

Sekil 4.22 4. giin SEM goriintiileri

a. CS, b. CS/BMP-6, c. CS/PDGF-BB, d. CS/PDGF-BB/ BMP-6 (x5,000)

Sekil 4.22 incelendiginde kiiltiiriin 4. giininde CS doku iskelelerinde az sayida ve
kiiresel formda hiicrelerin oldugu goriilmustiir (Sekil 4.22.a). BMP-6 i¢ceren CS/BMP-6
doku iskelelerinde ise hiicre yogunlugu CS doku iskelesine gore daha fazla olmakla
birlikte hiicrelerin kiiresel yaplarin1 koruduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.22.b). PDGF-BB
iceren CS/PDGF-BB grubunda (Sekil 4.22.c) bos kitosan ve BMP-6 iceren gruplara

gore hiicre yogunlugunun arttig1r ve doku iskelelerinin duvarlarina tutunan hiicrelerin
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yayllmaya basladig1 goriilmiistiir. CS/PDGF-BB+BMP-6 doku iskelelerinde ise hiicre
morfolojisinin diger gruplarla kiyaslandiginda biiylik olgiide farklilik gosterdigini
s0ylemek miimkiindiir. Heri iki biiylime faktoriinii igeren bu iskelelerde yiizeye tutunup
yayilan hiicrelerin 4. gilinden itiberen hiicre-hiicre baglantilarim1 olusturmaya

basladiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.22.d).

Kiiltiiriin 7. glinline ait SEM goriintiileri incelendiginde tiim gruplarda hiicrelerin

kiiresel formdan uzaklasarak yayilmaya basladiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.23.a-d).

Sekil 4.23 7. glin SEM goriintiileri
a. CS, b. CS/BMP-6, c. CS/PDGF-BB, d. CS/PDGF-BB/ BMP-6 (x5,000)

Bos kitosan doku iskelelerinde (Sekil 4.23.a) hiicre yogunlugu 4. giine benzer olarak
azdir. Bu durum MTT analizinden elde edilen sonuglarla da uyumludur. CS/BMP-6
doku iskelelerinden alman SEM goriintiilerinde hiicre yogunlugunun CS doku
iskelelerine benzer oldugu goriilmektedir. Buna karsin, CS/BMP-6 ylizeyine tutunan

110



hiicrelerin 7. giin sonundaki morfolojileri CS doku iskelesine tutunmus olan hiicrelerden
farklidir. Bu sonug, BMP-6’nin hiicre farklilasmasinin baglangic basamagini
olusturabilecek ve farklilasmay1 indiikleyebilecek morfolojik degisimlerde etkili
oldugunu gostermektedir. PDGF-BB’nin tek basina kullanildigi doku iskelelerinde ise
4. glinde yiizeye tutunmus olan hiicrelerin yayilarak fibroblastik morfolojiyi
olusturduklart ve doku iskeleleri gozenekleri arasina lamellipodiol uzantilar ile
tutunduklar1 gézlenmistir. SEM goriintiilerinde belirlenen kiiresel formdaki hiicreler ise
CS+PDGF-BB yiizeyindeki hiicre yogunlugunu arttiracak hiicrelerin doku iskelesi
yapisina katildigini gostermektedir. Her iki biiylime faktoriinii de igeren CS/PDGF-
BB+BMP-6 doku iskelelerindeki hiicre yogunlugu MTT analizinde elde edilen
sonuglara paralel olarak CS/PDGF-BB doku iskelelerindeki hiicre yogunluguna
benzerdir (Sekil 4.23.d). 7. giiniin sonunda elde edilen goriintiilerde hiicrelerin doku
iskelelesinin yapisini olusturan duvarlarda tamamen yayilarak gozenek bosluklarini

kapattigi goriilmektedir (Sekil 4.23.d).

Kiiltiiriin 14. giinitinde alinan SEM goriintiileri incelendiginde kiiltiiriin 4. ve 7. giiniine
benzer sekilde CS doku iskelelerine tutunmus az sayida hiicre gozlenmistir (Sekil

4.24.3).
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Sekil 4.24 14. giin SEM goriintiileri

a. CS, b. CS/BMP-6, c. CS/PDGF-BB, d. CS/PDGF-BB/ BMP-6 (x5,000)

Diger taraftan BMP-6 igeren grupta kiiltiiriin diger gilinlerine gore hiicre yapismasi ve
yayilmasinda belirgin artis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.24.b). Bu durum kiiltiirin 14.
gliniine ait MTT analizi sonuglart ile uyumludur. CS/BMP-6 doku iskelesine tutunan
hiicrelerdeki morofolojik yapt da goze ¢arpmaktadir. PDGF-BB iceren doku
iskelelerinden alinan SEM goriintiisiinde hiicrelerin tamamen doku iskelesi {izerinde
yayildigi gozlenmistir. Hiicreler arasi baglantilar doku iskelelerinin gozeneklerini
kapatacak sekilde hiicre dis1 matrikse 6zgii yogun bir ag yapr olusturmustur (Sekil
4.24.c). BMP-6 ve PDGF-BB igeren gruplardaki yogun hiicre iiremesi hiicre dist
matriksin tiretimi ile sonuglanmistir (Sekil 4.24.d). Hiicre farklilasmasi {izerinde etkili
oldugu BMP-6nin kemik olusumuna yonelik olarak mineral olusumu {izerine etkisinin
incelenmesi amaciyla yiiriitiilen ¢alismaya ait EDX spektrumu ve SEM goriintiisii sekil

4.25’de sunulmustur.
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Sekil 4.25 CS/PDGF-BB/BMP-6 doku iskelesi SEM (x 2,500) ve EDX spektrumu

Sekil 4.25’deki EDX spektrumu incelendiginde Ca pikinin varhigi yapida mineral
olusumunu dogrulamaktadir. Ayrica kiiltiiriin 7. giiniinde alinan SEM goriintiisiinde de

mineral olusumunun meydana geldigi goriilmektedir.
4.10.3 Hiicre farkhilasmasinin incelenmesi

von Kossa analizi

Hiicrelerin matriks mineralizasyonunun belirlenmesi i¢in von Kossa analizleri

gerceklestirilmistir. Von kossa analizi sonuglari sekil 4.26’da sunulmustur.

a0 flc]d]

Sekil 4.26 von Kossa analizi
a. CS, b. CS/PDGF-BB, ¢. CS/BMP-6, d. CS/PDGF-BB/ BMP-6
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Sekil 4.26 incelendiginde biitlin gruplarda pozitif yonde mineral olusumu gozlenmistir.
Akman vd. 2010 g¢alismasinda kitosan doku iskelesine matriks olusumuna yonelik
gerceklestirdigi von Kossa deneylerinde gerek BMP-6 yiiklii gerekse de bos gruplarda
mineral olusumuna bagli olarak renk degisimi meydana geldigi gozlenmistir. Fakat
BMP-6’nin osteoindiiktif kapasitesinden kaynakli olarak diger gruplardan daha fazla
mineral olusumu ve buna bagli olarak daha fazla renk degisimi meydana geldigi
belirtilmistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda BMP-6 igeren gruplarda beklenenden daha az
renk degisimi olmasi BMP-6 varliginda daha az hiicre yapismasinin olmasindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Gerc¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi

Gergek zamanli protein zincir rekasiyonu DNA’nin belirli bir bélgesinin in vitro
ortamda hizli bir sekilde ¢ogaltilmasi ile niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilan bir yontemdir (Gibson vd. 1996). PCR yonteminde izole edilen DNA veya
RNA spesifik kisa zincirli oligonikleotid primerler yardimiyla sayisal olarak
cogaltilmaktadir. Yontemde ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresan 1s1ma yapan
SYBR Green gibi boyalar kullanilmakta ve boylece ¢ogalmaya bagli DNA artis1 floresan
miktar ile dl¢iilmektedir. RNA molekiilii varliginda gergeklestirilen PCR ¢alismalarinda
oncelikte tamamlayict DNA (cDNA) sentezi gerceklestirilmektedir. Bu nedenle
retroviriislerden elde edilen ters transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi varliginda
mRNA’nin kalibt olusturulmakta ve elde edilen ¢cDNA dogrudan PCR isleminde
kullanilmaktadir. Sicaklik dongiileri ve floresan okunmasi ayni cihaz icinde
gerceklestiginden elektroforeze gereksinim duyulmadan hedef  bolge
saptanabilmektedir. Analizin ger¢eklesmesi i¢in olusturulacak tepkimedeki bilesenler su
sekildedir: 1) ¢ogaltilacak olan kalip DNA 2) DNA dizisini spesifik olarak taniyip
baglanacak olan primerler 3) Taq polimeraz enzimi 4) deoksiniikleotid fosfatlar ve 5)
uygun pH ve iyon dengesini saglayacak tampon ¢ozelti. PCR denatiirasyon, birlesme ve
sentez basamaklarindan olusan analizin bir dongii halinde tekrarlanmasi ile gerceklesir.
Denatiirasyon basamaginda 95°C’ye 1sitilan DNA yapisindaki iki zincir birbirinden
ayrilir ve DNA tek iplik¢ik haline gelir. Birlesme basamaginda sicaklik 50-52°C’ye

diisiiriilerek reverse ve forward primerler tek iplik¢ik halindeki DNA molekiilii izerinde
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yer alan spesifik bolgeleri taniyarak baglanir. Sentez asamasi olan son basamakta ise
sicaklik 70-72°C’ye ¢ikarilarak Taq polimeraz enzimi varhiginda zincir ucuna

niikleotidler yerlesir ve boylece hedeflenen DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir.

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda kitosan temelli doku iskelelerine ekilen MC3T3-E1
preosteoblastik  hiicrelerin  osteojenik  farklilagsmasinin  belirlenmesi  amaciyla
hiicrelerdeki tipl kollajen (KOL I), Runx2, Osteokalsin (OCN) ve Osteopontin (OPN)
gen ifadeleri RT-PCR ile belirlenmistir.

25

[
o

15

uCs

m CS/PDGF-BB
10 u CS/BMP-6

B CS/PDGF-8B+BMP-6

Bagil Runx2 ekspresyonu (1/Baktin)

7 14 21
Zaman (giin)

Sekil 4.27 CS, CS/PDGF-BB, CS/BMP-6, CS/PDGF-BB+BMP-6/kitosan doku
iskeleleri lizerinde kiiltiire edilmis MC3T3-E1’lere ait bagil Runx2 gen
ekspresyonu (Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3, kontrol grubu CS
iken *p<0.05; kontrol grubu CS/PDGF-BB iken #p<0.05; kontrol grubu
CS/BMP-6 iken #p<0.05)

Hiicresel farklilasma genel olarak ii¢ asamadan meydana gelmektedir: Ilki iireme fazi
(erken donem), ikincisi ekstraseliiler matriksin olugmasi ve matiirasyon fazi (orta
donem), son adim ise mineralizasyon fazidir (gecikme fazi). Her asama belli genlerin

ekspresyonu ile tanimlanir. Osteoblast spesifik faktor olarak bilinen Runx2 erken
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donemde kemik matriks proteinlerinim ekspresyonlarini baslatan bir gendir. (Lee vd.
2010). Tez calismasi kapsaminda Runx2 gen ifadesi incelenmis ve elde edilen sonuglar
Sekil 4.27°de verilmistir. 7. glinde CS/PDGF-BB ve CS/PDGF-BB+BMP-6 gruplarinda
Runx2 ekspresyon seviyesinin CS ile karsilastirildiginda anlamli derecede fazla oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Biiylime faktorlerinin her ikisinin de bulundugu doku
iskelelerinden elde edilen Runx2 seviyeleri, BMP-6’nin tek basina kullanildigi duruma
gore oldukea yiiksektir. Tiim gruplar i¢in Runx2 seviyesi 14. giinde en yiiksek degerine
ulagmistir. Doku iskeleleri iizerindeki Runx2 ekspresyonu kiiltiiriin 14. giiniinde bos
kitosan grubuna gore CS/PDGF-BB’de 2.7 kat, CS/PDGF-BB+BMP-6’da 1.2 kat daha
fazladir. Kiiltiiriin erken donemlerinde PDGF-BB grubunda Runx2 ekpsresyonunun
daha yiiksek olmasinin bu grupta yiiksek hiicre liremesi sonucuna bagli oldugu

diistiniilmektedir.

20 +

18

16 -

14 -

12 -
uCs

m CS/PDGF-BB
w CS/BMP-6

g CS/PDGF-BB+8MP-6

10 -

Bagil KOL | ekspresyonu (1/faktin)

7 Zashn (giin) 21

Sekil 4.28 CS, CS/PDGF-BB, CS/BMP-6, CS/PDGF-BB/BMP-6/kitosan doku
iskeleleri iizerinde kiiltiire edilmis MC3T3-E1’lere ait bagil KOL I gen
ekspresyonu (lstatistiksel olarak anlamli farklilik n=3, kontrol grubu CS
iken *p<0.05; kontrol grubu CS/PDGF-BB iken #p<0.05; kontrol grubu
CS/BMP-6 iken #p<0.05)

116




Kollajen, organik matriksin yaklasik %90’in1 olusturmakla birlikte osteoblastlar
tarafindan sentezlenir. Kollajenin organizmada en fazla bulunan ¢esidi kollajen tip-I’dir.
Kollajen kemiginin temel yapisidir ve mekanik dayanimin saglanmasinda oldukga
onemlidir (Gordon vd. 2007). Tez calismasi kapsaminda doku iskeleleri iizerindeki
hiicrelerin kollajen I ekspresyonlari incelendiginde CS doku iskelelerinde KOL-I
seivyesinde kiiltiir siiresi boyunca bir artisin olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.28). bu
sonu¢ biiyiime faktorlerini igermeyen kitosan yapisinin  kemik olusumunu
desteklemedigi seklinde yorumlanabilir. Tiim doku iskelelerinde 7 ve 14. giinlerde elde
edilen KOL 1| seviyeleri arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. Kollajen tip 1
yeni kemigin olusumu sirasindaki hiicre ¢ogalmasi sirasinda g¢ogalan osteoblastlar
tarafindan salgilanmaktadir. Tip 1 kollajen iiretiminin farklilagma ve olgunlasma
doneminde azaldigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Tuncay 2013). Tez calismasi
kapsaminda KOL-I ekspresyon seviyeleri incelendiginde KOL-I’in 21. glinde baska bir
deyisle ge¢ donemde artis gosterdigi sonucuna varilmistir. 21. giin degerleri kendi
icinde incelendiginde KOL-I seviyesinin PDGF-BB igeren gruplarda bos kitosana
oranla oldukca fazla oldugu goriilmektedir. BMP-6"nin tek basina kullanildigi doku
iskelelerinde de KOL-I ekspresyonu bos kitosan gore yaklasik 7.58 kat fazladir
(p<0.05). Geg¢ donemde gozlemlenen KOL-I ekspresyonu hiicrelerin farklilasma
adiminda hiicre dis1 matriksi sentezlemesine devam etmeleri seklinde yorumlanabilir

(D’Alonzo 2002).
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Sekil 4.29 CS, CS/PDGF-BB, CS/BMP-6, CS/PDGF-BB+BMP-6 kitosan doku
iskeleleri tizerinde kiiltiire edilmis MC3T3-El’lere ait bagil OPN gen
ekspresyonu (Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3, kontrol grubu CS
iken *p<0.05; kontrol grubu CS/PDGF-BB iken #p<0.05; kontrol grubu
CS/BMP-6 iken «p<0.05)

Kemik hiicrelerinde mineralizasyon diizenlenmesinde goérev alan ve 6nemli bir araci
protein olan osteopontinin ekspresyonlarinin incelendigi ¢aligmalarda (Sekil 4.29)
7. giinde BMP-6 igeren gruplardaki ekspresyon seviyelerinin diger gruplara gore yliksek
oldugu sonucu bulunmustur. Tiim gruplarda osteopontin seviyesi kiiltlir sliresi boyunca

artis gostermis ve 21. giinde en yiiksek seviyelere ulagmistir.
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Sekil 4.30 CS, CS/PDGF-BB, CS/BMP-6, CS/PDGF-BB+BMP-6/kitosan doku
iskeleleri tlizerinde kiiltiire edilmis MC3T3-E1’lere ait bagil OCN gen
ekspresyonu (Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3, kontrol grubu CS
iken *p<0.05; kontrol grubu CS/PDGF-BB iken #p<0.05; kontrol grubu
CS/BMP-6 iken #p<0.05)

Osteokalsin, kemik dokusunda mineralizasyon ve kalsiyum iyon dengesini saglamakla
gorevli bir proteindeir. Kemigin temel iki bileseni olan kollajen ve hidroksiapatite
baglanabilmektedir. Serumda yiiksek oranda bulunan osteokalsin kemik mineral
yogunlugunun artigina isarettir. Olgun osteoblast olusumunun bir godstergesi olan
osteokalsin farklilasmanin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikar (Tungay 2013). Tez ¢alismasi
kapsaminda doku iskeleleri iizerinde iireyen hiicrelerin osteokalsin ekspresyonlari
incelendiginde (Sekil 4.30), BMP-6 igeren gruplarda CS ve CS/PDGF-BB doku
iskelelerine oranla OCN seviyelerinde onemli bir fark oldugu sonucuna varilmistir.
BMP-6’nin osteoindiiktif kapasitesine bagli olarak osteoblastik farklilasma adiminda
kemik olusumunu arttirict yonde matriks mineralizasyonunu desteklemektedir (Cetin
2010). Her iki biiyiime faktorlerini igeren doku iskelelerinde PDGF-BB’nin etkisiyle
¢ogalan hiicre sayisinin CS/BMP-6 doku iskelelerinden fazla olmasi (Sekil 4.21)
CS/PDGF-BB+BMP-6’daki OCN ekspresyon seviyelerindeki artis1 agiklamaktadir.
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5. SONUCLAR

Sunulan tez caligmasi kapsaminda kemik doku rejenerasyonunu saglamak amaciyla

toksik olmayan ve biyobozunur yapidaki doku iskelelerinin iiretilmesi hedeflenmistir.

Hazirlanan sistemde kemik dokunun dogal iyilesme siirecine benzer sekilde PDGF-BB

ve BMP-6’nin farkli hizlarda ve kontrollii salimini saglamak tizere degradasyon hizlari
birbirinden farkli olan jelatin ve poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV)

partikiiller kullanilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler

halinde 6zetlenmistir.

PHBV partikiillerin ~ iiretimi amaciyla emiilsiyon diflizyonu yontemi
kullanilmistir. Protein igermeyen PHBV nin iiretim kosullarinin belirlenmesine
iliskin gergeklestirilen caligmalarda polimer derigimi, ¢oziict tiirii ile ¢oziicii
kombinasyonlari, yilizey aktif madde tiirii/derisimi ve homojenizasyon
parametreleri incelenmistir. Sonug olarak % 2 (w/v) polimer derisiminde, DCM
varhginda, % 4 (w/v) non-iyonik PVA ile 17,500 rpm ve 15 dakika
homojenizasyon kosullarinda PHBV partikiiller sentezlenmistir. PHBV
partikiillerin iiretim kosullarinin belirlenmesinin ardindan karakterizasyon
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu kapsamda SEM, TEM, FTIR DSC, par¢acik
boyut dagilimi ile zeta potansiyeli analizleri yapilmigtir. PHBV partikiillerin
ortalama partikiil ¢ap1 530£150 nm olarak bulunmustur. TEM analizinden elde
edilen goriintiilerde ortalama pargacik boyutu 367121 nm olarak belirlenmistir.
Benzer olarak DSC analizine ait parcacik boyut dagilimi grafikleri
incelendiginde 300-400 nm arasinda partikiil boyutu goriilmektedir. FTIR
analizine iligkin spektrumlarda ise partikiil formundaki PHBV polimerinde

yapisal bir degisikligin meydana gelmedigi goriilmiistiir.

Jelatin partikiiller su-yag emdiilsiyonu ile hazirlanmistir. Jelatin partikiillere ait
karakterizasyon calismalar1 kapsaminda SEM, su tutma kapasitesi tayini ve
FTIR analizleri gerceklestirilmistir. SEM analizlerinden elde edilen sonuglar
dogrultusunda jelatin partikiillerin ortalama boyut dagiliminin 50-100 pm
arasinda oldugu goriilmiistiir. Su tutma kapasitesi deneylerinde hidrofilik yapida
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olan jelatine ait denge sisme degeri 19.08+1.86 ml su/gmikrokiire olarak
belirlenmistir. Bu deger salim c¢aligmalar1 kapsaminda yiiklenecek proteinin

miktarinin belirlenmesinde 6nem tasimaktadir.

BMP-6 ve PDGF-BB ile gergeklestirilen ¢alismalar 6ncesinde model protein
BSA varliginda salim ve degradasyon calismalar yiiriitilmistiir. BSA yiikli
PHBYV partikiiller ikili emiilsiyon yontemi ile hazirlanmistir. BSA yiiklii PHBV
partikiiller icin de SEM, TEM, DSC analizleri yapilmistir. SEM ve TEM
analizleri incelendiginde BSA varliginda partikiil boyutunun arttig1 ve yapiya
homojen olarak katildigi goriilmiistir. DSC analizinde ise BSA varliginda
BSA’nin amino gruplari ile PHBV nin karbonil gruplarinin etkilesimine bagl
olarak BSA’ya ait olan 45.53°C ve 216.11°C’de yer degistirmesi gdzlenmistir.
BSA igeren PHBV partikiillerin degradasyon c¢aligmalar: kapsaminda 21. giiniin
sonunda paritkiillerin mekanik bitiinliigiiniin bozulup koagiile agregatlarin

olustugu gbrilmistiir.

Jelatin partikiiller emdirme yontemi ile hazirlanmistir. Elde edilen sonuglara
gore jelatinden PHBV’ye gore oldukea kisa siirede (5 saat) salimin gergeklestigi
gozlenmistir. Daha sonra PHBV ve jelatinden BSA saliminin matematiksel
analizi gercgeklestirilmis ve elde edilen kinetik parametre degerlerinden PHBV
partikiilden salimin difiizyon kontrolli, jelatinden salimin ise sisme kontrollii
oldugu sonucuna varilmistir. BSA’nin PHBV’ye enkapsiilasyon verimliligi ise
Bradford yontemi ile % 21+2.20 olarak hesaplanmistir. Model protein BSA nin
jelatin paritkiillerin denge sisme degerine bagli olarak emdirme yontemi ile
yiiklenmesi nedeniyle enkapsiilasyon verimliligi % 100 olarak kabul edilmistir.
Bu ¢alisma kemik doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak BMP-6 ve

PDGF-BB’nin kullanildig1 ¢alisma i¢in model olusturmustur.

Kontrollii salim ¢aligmalar1 6ncesinde PHBV ve jelatin partikiilleri ayr1 ayr1 ve
birlikte i¢eren kitosan doku iskeleleri hazirlanmis ve karakterizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda gozenek boyut dagilimi, sisme deneyleri,

mekanik dayanim testleri ve yogunluk tayini deneyleri gerceklestirilmistir. Elde
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edilen gozenek boyut dagilimi grafiklerine gore jelatin igeren gruplarin daha
homojen ve dar gozenek boyut dagilimina sahip oldugu sonucuna varilmistir.
Gergeklestirilen sisme deneyleri kapsaminda ise en yiiksek su tutma kapasitesine
sahip olan grup PHBV iceren grup olarak belirlenmistir. Mekanik dayanim
testlerinde ise jelatin partikiillerin yer aldigir grupta yliksek mekanik dayanim
oldugu sonucuna varilmistir. Yogunluk tayini deneylerinde ise partikiiller

varliginda kitosan doku iskelelerinin yogunlugu artmaistir.

PHBV partikiilere iliskin olarak yapilan 6n calismalarin ardindan hiicre
farklilasmas1 ve kemik olusumu iizerinde etkili oldugu bilinen BMP-6’nin
PHBV partikiillere yiliklenmesi ikili emiilsiyon yontemi ile gerceklestirilmistir.
Hiicre gocii ve tliremesi iizerine etkili olan PDGF-BB jelatin partikiillerin
karakterizasyon caligmalar1 kapsaminda yiiriitiilen denge sisme degerine baglh
olarak yiiklenmis ve enkapsiilasyon verimliligi model protein BSA’ya benzer
sekilde % 100 olarak kabul edilmistir.

Kontrollii salim calismalarinin gergeklestirilmesi amaciyla liyofilize haldeki
BMP-6 iceren PHBV ve PDGF-BB igeren jelatin partikiiller kitosan doku
iskelesine yiiklenmis ve salim kinetigi ELISA analizi ile incelenmistir. Salim
deneyleri 21 giin siire ile gergeklestirilmis ve 15. Giinde jelatin partikiillere
yiiklii kitosan doku iskelelerinden PDGF-BB’nin salindigi sonucuna varilmistir.
Diger taraftan aym siirede PHBV’den BMP-6 % 50.21+0.12 oraninda

salinmigtir.

MC3T3-E1 pre-osteoblastik hiicre hatt1 ile gergeklestirilen hiicre kiiltiir
caligmalarinda yapilan MTT ve SEM analizleri sonucunda PDGF-BB’nin hiicre
liremesi ve yapismasint arttirdigr  goriilmiistiir. Hiicre farklilagmasiin
belirlenmesi amaciyla yapilan RT-PCR analizinde BMP-6 varliginda geg

donemde osteojenik farklilasma gozlenmistir.

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda PDGF-BB ve BMP-6’nin birlikte yiiklendigi

ve farkli hizlarda salindigi doku iskelelerinin biiytime faktorlerinin tek tek
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kullanildig1 doku iskelelerine gore hiicre iiremesi ve farklilasmasinda avantaj

sagladigi sonucuna varilmastir.

123



KAYNAKLAR

Akman, A.C., Tigh, R.S., Giimiisderelioglu, M. and Nohutcu, R.M. 2010. Bone
morphogenetic protein-6-loaded chitosan scaffolds enhance the osteoblastic
characteristics of MC3T3-EL1 cells, Artificial Organs, 34(1); 65-74

Akman, A.C. 2007. Periodontal Doku Miihendisligi Uygulamalari I¢in Kitosan Temelli
Doku Iskelelerinin Uretilmesi, Kemik Morfojenetik Protein-2 (BMP-2), Bazik
Fibroblast Biiylime Faktorii (bFGF), Deksametazon (DEX) Salim
Kinetiklerinin ve In Vitro Etkinliklerinin Tayini. Doktora Tezi. Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Amini, A.R., Laurencin, C.T. and Nukavarapu, S.P. 2012. Bone tissue engineering:
Recent advances and challenges. Critical Reviews in Biomedical Engineering,
40(5); 363-408.

Arikan, A. 2013. Doku Iskelelerinin Siiperkiritik Karbondioksit Ortaminda
Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi. Ankara Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Astete, C.E. and Sabliov, C.M. 2006. Synthesis and characterization of PLGA
nanoparticles. Journal of Biomaterials Science Polymer Edition, 17; 247-89.

Banerjee, 1., Mishra, D., and Maiti, K.T. PLGA 2009. Microspheres incorporated
gelatin scaffold: Microspheres modulate scaffold properties. International
Journal of Biomaterials, 9 pages.

Baran, E.T., Ozer, N. and Hasirci, V. 2002. Poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate)
nanocapsules as enzyme carriers for cancer therapy: an in vitro study. Journal
of Microencapsulation, 19; 363-76.

Bennett, N.T. and Schultz, G.S. 1993. Growth factors and wound healing: Biochemical
properties of growth factors and their receptors. The American ournal of
Surgery, 165 (6); 728-737.

Beskardes, 1., Demirtas, T., Durukan, M. and Giimiisderelioglu M. 2012. Microwave
assisted fabrication of chitosan-hyroxyapatite superporous hydrogel composites
as bone scaffolds. Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine
(Baskida).

Bhatt, Y. and Shah, D. 2012. Influence of additives on fabrication and release from
protein loaded PLGA microparticles. Journal of Chemical and Pharmaceutical
Research, 4 (3); 1708-1715.

Bhardwaj, V., Ankola, D.D., Gupta, S.C., Schneider, M., Lehr, C.M. and Ravi Kumar,
M.N.V. 2009. PLGA nanoparticles stabilized wtih cationic surfactant: safety
studies and application in oral delivery of paclitaxel to treta chemical-induced
breast cancer in rat. Pharmaceutical Research, 26 (11); 2495-2503.

124



Boerckel, J.D., Kolambkar, Y.M., Dupont, K.M., Uhrig, B.A., Phelps, E.A., Stevens,
H.Y., Garcia, AJ. and Guldberg, R.E. 2011. Effects of protein dose and
delivery system on BMP-mediated bone regeneration. Biomaterials, 32 (22);
5241-5251.

Bose, S., Roy, M. and Bandyopadhyay, A. 2012. Recent advances in bone tissue
engineering scaffolds. Trends in Biotechnology, 30 (10); 546-554.

Bradford, M.M. 1976. Rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biocehmistry. 72; 248-254.

Budhian, A., Siegel, S. and Winey, K. 2007. Haloperidol-loaded PLGA nanoparticles:
Systemic study of particle size and drug content. International Journal of
Pharmaceutics, 336; 367-75.

Cardea, S. , Pisanti, P. and Reverchon, E. 2010. Generation of chitosan nanoporous
structures for tissue engineering applications using a supercritical fluid assisted
process. The Journal of Supercritical Process, 54 (3); 290-295.

Chaisri, W., Hennink, W.E. and Okonogi, S. 2009. Preperation and characterization of
cephalexin loaded PLGA microspheres. Current Drug Delivery, 6; 69-75.

Chaudhari, A., Vanmellart, L., Bauwens, M., Vermaelen, P., Deroose, C.M., Naert, I.
and Cardoso M.V. 2013. In vitro and in vivo investigation of the potential of
amorphous micro porous silica as a protein delivery vehicle. BioMed Res Int,
2013, 10 pages.

Chen, F., Zhang, M. and Wu, Z. 2010. Toward delivery of multiple growth factors in
tissue engineering. Biomaterials, 31, 6279-6308.

Chen, G.X. Hao, G.J., Guo, T.Y., Song, M.D., Zhang, B.H. 2002. Structure and
mechanical properties of  poly(3-hydroxybutyrateco-3-hydroxyvalerate)
(PHBV)/clay nanocomposites. Journal of Materials Science Letters. 21; 1587-
1589.

Choi, J. and Park W.H. 2004. Effect of biodegradable plasticizers on thermal and
mechanical properties of poly(3-hydroxybutyrate). Polymer Testing, 33; 455-
460.

Croisier, F. and Jérome, C. 2013. Chitosan-based biomaterials for tissue engineering.
European Polymer Journal, 49; 780-792.

Cun, D., Jensen, D.K., Maltesen, M.J., Bunker, M., Whiteside, P., Scurr, D., Foged, C.,
Nielsen, HM. 2011. High loading efficiency and sustained release of SiRNA
encapsulated in PLGA nanoparticles: Quality by design optimization and
characterization. European Journal of Pharmaceurtics and Biopaharmaceutics,
77; 26-35.

125



Cetin, D. 2010. Poli(2-hidroksietil metakrilat) Bazli Stipergézenekli Doku Iskeleleri ile
Kemik Rejenerasyonu. Yiiksek Lisans Tezi. Hacettepe Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

D'Alonzo, R.C., Kowalski, A.J., Denhardt, D.T., Nickols G.A. and Partridge, N.C.
2002. Regulation of collagenese-3 and osteocalcin gene expression by collagen
and osteopontin in differentiating MC3T3-E1 cells. The Journal of Biological
Chemistry. 277 (27); 24788-24798.

De la Riva, B., Sanchez, E., Hernandez, A., Reyes, R., Tamimi, F., Lopez-Cabarcos, E.,
Delgado, A. and Evora C. 2010. Local controlled release of VEGF and PDGF
from a combined brushite-chitosan system enhances bone regeneration. Journal
of Controlled Release, 143; 45-52.

Demirtag, T.T., Karakecili, A. and Giimsderlioglu, M. 2008. Hydroxyapatite containing
superporous hydrogel composites: Synyhesis and in vitro characterization.
Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 19 (2); 729-735.

Dinarvand, R., Sepehri, N., Manoochehri, S., Rouhani, H. and Atyabi F. 2011.
Polylactide-co-glycolide nanoparticles for controlled delivery of anticancer
agents. Intenational Journal of Nanomedicine, 6; 877-95.

Duan, B., Wang, M., Zhou, W.Y. and Cheung, W. L. 2010. Synthesis of Ca-P
nanoparticles and fabrication of Ca-P/PHBV nanocomposite microspheres for
bone tissue engineering applications. Applied Surface Science, 255 (2); 529-
533.

Farago, P.V., Raffin R.P., Pohlmann A.R., Guterss S.S. and Zawadzki S.F. 2008.
Physicochemical characterization of a hydrophilic model drug-loaded PHBV
microparticles obtained by the double emulsion/solvent evaporation technique.
Journal of the Brazilian Chemical Society, 19(7); 1298-1305.

Gasparini, G., Kosvintsev, S.R., Stillwell, M.T. and Holdich R.G. 2008. Preparation and
characterization of PLGA particles for subcutaneous controlled drug release by
membrane emulsification. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 61; 199-207.

Gibson, U.E., Heid, C.A. and Williams, P.M. 1996. A novel method for real time
quantitative RT-PCR. Genome Research, 6; 995-1001.

Ginty, P.J., Barry, J.J.A, White, L.J., Howdle, S.M. and Shakesheff, K.M. (2008).
Controlling protein release from scaffolds using polymer blends and
composites. European Journal of Pharmaceurtics and Biopaharmaceutics, 68;
82-89.

Gordon, J.A.R., Tye, C.E., Sampaio, A.V., Underhill, T.M., Hunter, G.K. and Goldberg,

H.A. 2007. Bone sialoprotein expression enhances osteoblast differentiation
and matrix mineralization in vitro. Bone, 41; 462-473.

126



Grillo R., de MElo, N., Lima, R., Lourengo, R.-W., Rosa, A .H. and Fraceto, R.F. 2010.
Characterization of atrazine-loaded biodegradable poly(Hydroxybutyrate-Co-
Hydroxyvalerate) microspheres. Journal of Polymers and the Environment.
18;26-32

Giimiisderelioglu, M. 2011. Doku miihendisligi ders notlari, Hacettepe Universitesi,
Ankara.

Giirsoy A.Z. 2002. Kontrollii Salim Sistemleri,Kontrollii Salim Sistemleri Dernegi
Yayini No:1, Istanbul.

Higuchi, T. 1963. Mechanism of sustained action medication: theoretical analysis of
rate of release of solid drugs dispersed in solid matrices. Journal of
Pharmaceutical Science 52;1145-1148

Holland, T.A., Tabata, Y., Mikos, A.G. In vitro release of transfromin growth factor-
beta-1 from gelatin microparticles encapsulated in biodegradable injectable
oligo(polyethylene glycol) fumarate hydrogels. Journal of Conrolled Release,
91 (3); 299-313.

Hsieh, E., Chang, C.,Lin S. 2007. Morphology and characterization of 3D micro-porous
structured chitosan scaffolds for tissue engineering. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 57; 250-255.

Huang, W., Shi, X., Rem, L., Du, C., and Wang, Y. 2010. PHBV microspheres-PLGA
matrix composite scaffold for bone tissue engineering. Biomaterials, 31; 4278-
4285.

Hughes, Gareth A. 2005. Nanostructure-mediated drug delivery. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology, and Medicine, 1; 22- 30.

Hui, H.W., Robinson, J.L. 1987. Design and Fabrication of Oral Controlled Release
Drug Delivery Systems. Controlled Drug Delivery. Eds. J.R.Robinson VHL
Lee Marcel Dekker New York, 373.

Jacklenec, A., Hinckfuss, A., Bilgen, B., Ciombor, D.M., Aoron, R and Mathiowits, E.
(2008). Sequential release of bioactive IGF-1 and TGF-p1 from PLGA
microsphere-based scaffolds. Biomaterials, 29; 1518-25.

Jana, S., Florczyk, S.J., Leung, M. and Zhang, M. 2012. High-strength pristine porous
chitosan scaffolds for tissue engineering. Journal of Materials Chemistry. 22;
6291-6299.

Kanczler, J.M., Ginty, P.J., White, L., Clarke, N.M.P, Howdle, S.M., Shakesheff, K.M.
and Oreffo, R.O.C. 2010. The effect of vascular endothelial groeth factor and
bone morphogenic protein-2 nto osteoprogenitor cell populations on bone
formation. Biomaterials, 21; 1242-1250.

Karageorgiu, V. and Kaplan D. 2005. Porosity of 3D biomaterial scaffold and
osteogenesis. Biomaterials, 26; 5474-5491.

127



Kavya, K.C., Jauakumar, R., Nair, S. and Chennazhi, K.P. 2013. Fabrication and
characterization of chitosan/gelatin/nSiO2 composite scaffold for bone tissue
eng,neering. International Journal of Biological Macromolecules, 59; 255-263.

Kempen, D., Lu, L., Heijink, A., Hefferan, T., Creemers, L., Marn, A., Yaszemski, M.
and Dhert, W. 2009. Effect of local sequential VEGF and BMP-2 dlivery on
ectopic and orthopedic bone regeneration. Biomaterials, 30; 2816-2825.

Khor, E. and Lim, Y. 2003. Implantable applications of chitin and chitosan.
Biomaterials 24; 23-39.

Kim, S., Kang, Y., Krueger, C.A., Sen M., Holcomb J.B., Chen D., 5, Wenke J.C. and
Yang Y. 2012. Sequential delivery of BMP-2 and IGF-1 using a chitosan gel
withgelatin microspheres enhances early osteoblastic differentiation. Acta
Biomaterilia,8 (5); 1768-1777.

Kim, S.E., Park, J.H., Cho, Y.W., Chung, H. Jeong, S.Y., Lee, E.B. and Kwon, I.C.
2003. Porous chitosan scaffold containing microspheres loaded with
transforming growth factor-betal: implications for cartilage tissue engineering.
Journal of Controlled Relese, 4 (91); 365-374.

King, W.J. and Krebsbach, P.H. 2012. Growth factor delivery: how surface intearctions
modulate release in vitro and in vivo. Advanced Drug Delivery Rewievs, 64
(2); 1239-1256.

Klouda, L., Mikos, A.G. 2008. Thermoresponsive hydrogels in biomedical applications
- a review. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 68(1);
34-45,

Kwon, H., Lee, J.,, Choi, S., Jang, Y. and Kim, J. 2001. Preperation of PLGA
nanoparticles containing estrogen by emulsification-diffusion method. Colloids
and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 182; 123-30.

Lanza, R. Langer, R., and Vacanti, J. 2007. Principles of Tissue Engineering. 3rd edn.
Elsevier: Boston.

Lao, L.L., Peppas, N.A., Boey, F.Y.C. and Venkatraman, S.S. 2011. Modeling drug
release from bulk-degrading polymers. International Journal of Pharmaceutics,
418; 28-41.

Lauzon, M.A., Bergeron, E., Marcos, B. and Faucheux, N. 2012. Bone repair: new
developments in growtha factor delivery systems and their mathematical
modeling. Journal of Controlled Release, 162; 502-520.

Lee, K., Eduardo A. S. and Mooney D.J. 2011. Growth factor delivery-based tissue

engineering: general approaches and a review of recent developments. Journal
of the Royal Society Interface, 8; 153-170.

128



Lee, J., Nam, S., Im, S., Park, Y., Lee, Y., Seol, Y., Chung, C. and Lee, S. 2002.
Enhanced bone formation by controlled growth facyor delivery from chitosan-
based biomaterials. Journal of Controlled Release, 78; 187-197.

Lee, S.J., Kang, S.W., Do, H.J.,, Han, I., Shin, D.A., Kim, J.H. and Lee, S.H. 2010.
Enhancement of bone regeneration by gene delivery of BMP2/Runx2
bicistronic vector into adipose-derived stromal cells. Biomaterials,
31(21):5652-5659.

Levengood, S.K.L. and Zhang, M. 2014. Chitosan-based scaffolds for bone tissue
engineering. Journal of Materials Chemistry B, 2; 3161-3184.

Li, Z., Ramaya, H., Hauch Kip, D., Xiao, D. and Zhang M. 2005. Chitosan-alginate
hybrid scaffolds for bone tissue engineering. Biomaterials 26; 3919-3928.

Li, B.,Yoshii, T., Hafeman, A.E., Nyman, J.S., Wenke, J.C. and Guelcher S.A. 2009.
The effects of rhBMP-2 released frombiodegradable polyurethane/microsphere
composite scaffoldson new bone formation in rat femora. Biomaterials,
30(35); 6768-6779.

Lienemann, P.S., Lutolf, M.P. and Ehrbar, M. 2012. Biomimetic hydrogels for
controlled biomeolecule delivery to augment bone regeneration. Advanced
Drug Delivery Rewievs, 64; 1078-1089.

Lima, P.A., Resende, C.X., Soares, G.D., Anselme, K. and Almeida, L.E. 2013.
Preparation, characterization and biological test of 3D-scaffolds based on
chitosan, fibroin and hydroxyapatite for bone tissue engineering. Material
Science and Engineering C, 33(6); 3389-3395.

Mantripragada, V.P. and Jayasuriya, A.C. 2014. Injectable chitosan microparticles
incorporating bone morphogenic protein-7 for bone tissue regeneration. .
Journal of Biomedical Materials Research Part A, 1-13.

Mehta, M., Schmidt-Belek, K., Duda, G.N. and Mooney, D.J. 2012. Biomaterial
delivery of morphogens to mimic the natural healing cascade in bone.
Advanced Drug Delivery Reviews, 64; 1257-1276.

Mendonga, R.H., Meiga, T., Costa, M. and Thire, R. 2012. Production of 3D scaffolds
applied to tissue engineering using chitosan swelling as a porogenic agent.
Journal of Applied Polymer Science, 129(2); 614-625.

Mikos, A.G., Bao, Y., Cima, L.G., Ingber, D.S., Vacanti, J.P. and Langer, R. 1993.

Preperation of poly(glycolic) acid bonded fiber structures for cell attachment
and transplantatiton. Journal of Biomedical Materials Research, 27; 183-189.

129



Nandagiri, V.K., Gentile, P., Chiono, V., Tonda-Turo C., Matsiko, A., Ramtoola, Z.,
Montevecchi, F.M. and Ciardelli, G. 2011. Incorporation of PLGA
nanoparticles into porous chitosan-gelatin scaffolds: Influence on the physical
properties and cell behavior. Journal of Mechanical Behavior of Biomedical
Materials, 4 (7); 1318-1327.

Oest, M.E., Dupont, K.M., Kong, H.J., Mooney, D.J. and Guldberg, R.E. 2007
Quantitative assessment of scaffold and growth factor-mediated repair of
critically sized bone defects. Journal of Orthopaedic Research, 25;941-950.

Palamoor, M. and Jablonski, M.M. (2014). Comparative study on diffusion and
evaporation emulsion methods used to load hydrophilic drugs in poly(ortho
ester) nanoparticle emulsions. Powder Technology, 253; 53-62.

Park , Y.J., Lee, Y.M., Lee, J.Y., Seol Y.J., Chung, C.P. and Lee, S.J. 2000. Controlled
release of platelet-derived growth factor-BB from chondroitin sulfate-chitosan
sponge for guided bone regeneration. Journal of Controlled Release, 67; 385-
394.

Park , Y.J., Lee, Y.M., Park, S.N., Sheen ,S.Y., Chung, C.P. and Lee, S.J. 2000. Platelet
dersved growth factor releasing chitosan sponge for periodontal regeneration.
Biomaterials, 21; 153-159

Patel, Z.S., Yamamoto, M., Uedea, H., Tabata, Y. and Mikos, A.G. 2008.
Biodegradable gelatin microparticles as delivery systems for the controlled
release of Bone Morphogenetic Protein-2. Acta Biomaterilia, 4 (5); 1126-1138.

Patel, Z.S., Young, S., Tabata, Y., Jansen, J.A., Wong, M.E.K. and Mikos, A.G. 2008.
Dula delivery of an angiogenic and osteogenic growth factor for bone
regeneration in a critical size defect model. Bone, 43; 931-940.

Perets, A., Baruch, Y., Weisbuch, F., Shoshany, G., Neufeld, G. and Cohen, S. 2003.
Enhancing the vascularization of three-dimensional porous alginate scaffolds
by incorporating controlled release basic fibroblast growth factor microspheres.
Journal of Biomedical Materials Research Part A, 65 (4); 489-497.

Peter, M., Ganesh, N., Selvamuragan, N., Nair S.V., Furuike, T., Tamura, H. And
Jayakumar, R. 2010. Preperation and characterization of chitosan-
gelatin/nanohydroxyapatite composite caffolds for tissue engineering
applications. Carbohydrate Polymers, 80; 687-694.

Poletto, F.S., Fiel, L., Donida, B. and Re, M. 2008. Controlling the size of PHBV
nanoparticles prepared by emulsification-diffusion technique using ethanol as
surfactant agent. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects, 324; 105-12.

Raiche, A.T. and Puleo, D.A. 2004. In vitro effects of combined and sequential delivery
of two bone growth factors. Biomaterials, 25 (4); 677-685.

130



Rao, J.P. and Geckeler, K.E. 2011. Polymer nanoparticles: Preperation techniques and
size-control parameters. Progress in Polymer Science, 36 (7); 887-913.

Ratanavaraporn, J., Furuya, H., Kohara, H and Tabata Y. 2011. Synergistic effects of
the dual release of stromal cell-derived factor-1 and bone morphogenic protein-
2 from hdrogels on bone regeneration. Biomaterials, 32; 2797-2811.

Reis, C.P., Neufeld R.J., Ribeiro, AJ. and Veiga F. 2006. Nanoencapsulation I.
Methods for preparation of drug loaded polymeric nanoparticles.
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 2; 8 - 21.

Reyes, R., De la Riva, B., Delgado, A., Hernandez, A., Sanchez, E. and Evora, C. 2012.
Effect of triple growth factor controlled delivery bu a brushite-PLGA system
on a bone defect. Injury, 43; 334-342.

Sahana, D.K., Mittal, G., Bhardwaj, V. and Ravi Kumar, M.N.V. (2008). PLGA
nanoparticles for oral delivery of hydrophobic drugs: influence of organic
solvent on nanoparticle formation and release behavior in vitro and in vivo
using estradiol as a model drug. Journal of Pharmaceutical Sciences, 97; 1530-
42,

Sahoo, Sanjeeb K., Panyama J., Prabhaa S. and Labhasetwar V. 2002. Residual
polyvinyl alcohol associated with poly (D,L-lactide-coglycolide) nanoparticles
affects their physical properties and cellular uptake. Journal of Controlled
Release 82; 105-114.

Salgado, A.J., Coutinho, O.P. and Reis, R.L. 2004. Bone tissue engineering: State of the
art and future trends. Macromolecular Bioscience, 4; 743-765.

Simmons, C.A., Alsberg, E., Hsiong, S., Kim, W.J. and Mooney, D.J. 2004. Dual
growth factor delivery and controlled scaffold degradation enhance in vivo
bone formation by transplanted bone marrow stromal cells. Bone. 35; 562-569.

Sinno, P. and Prakash S. Complements and the wound healing cascade: an updated
review. 2013. Plastic Surgery and International, 7 pages.

Song, X., Zhao, Y., Hou, S., Xu, F., Zhao, R., He, J., Chai, Z., Li, Y. and Chen, Q.
(2008). Dual agents loaded PLGA nanoparticles: Systemic study of particle
size and drug entrapment efficiency European Journal of Pharmaceurtics and
Biopaharmaceutics, 69; 445-53.

Soran Z. 2010. BMP-6 Yiiklii Aljinat Mikrokiireler ve Kitosan Doku Iskeleleri ile
Periodontal Doku Miihendisligi. Yiiksek Lisans Tezi. Hacettepe Universitesi,

Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Steenfos, H.H. 1994. Growth factor and wound healing. Journal of Plastic Surgery and
Hand Surgery, 28 (2); 95-105.

131



Stevens, M.M. 2008. Biomaterials for bone tissue engineering. Materials Today, 11 (5);
18-25.

Strobel, C., Bormann, N., Kadow-Romacker, A., Schmidmaier, G. and Wildemann B.
2011. Sequential release kinetics of two (genatimicin and BMP-2) or three
(gentamicin, IGF-1 and BMP-2) substances from a one-component polymeric
coating implants. Journal of Controlled Release, 156; 37-45.

Subramanian, A. and Lin, H.Y. 2005. Crosslinked chitosan: its physical properties and
the effects of matrix stiffness on chondrocyte cell morphology and
proliferation. Journal of Biomedical Materials Research Part A, 75 (3); 742-
753.

Tabata, Y. 2009. Biomaterial technology for tissue engineering applications. Journal of
the Royal Society Interface, 6; 311-324.

Tabata, Y. and lkada, Y. 1998. Protein release from gelatin matrices. Advanced Drug
Delivery Reviews, 31; 287-301.

Tanir, T.E., Hasirci, V. and Hasirci, N. 2014. Preparation and characterization of
chitosan and PLGA-Based scaffolds for tissue engineering applications.
Polymer Composites, 1-14.

Teng, L., Jiang, C., Lin, X., Dong, Y., L1, C., Meng, Q. and L1, Y. (2010). Preperation
of tolterodine metabolite loaded biodegradable PLGA microspheres. Chemical
Research in Chinese Universities, 26; 75-80.

Tigh, S., Karakeg¢ili, A. and Giimiisderelioglu, M. 2007. Invitro characterization of
chitosan scaffolds: Influence of composition and deacetylation degree. Journal
of Material Science: Materials in Medicine, 18; 1665-1674.

Tuncay, O.E. 2013. Biyomimetik Yé&ntemle Bor Katkili Doku Iskelelerinin
Gelistirilmesi ve Kemik Doku Miihendisligindeki Etkinliklerinin Arastirilmasi,
Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Vilos, C., Constandil, L., Herrera, N., Solar, P., Escobar-Fica, J. and Velasquez, L.A.
2012. Ceftiofur-loaded PHBV microparticles: A potential formulation for a
long-acting antibiotic to treat animal infections. Electronic Journal of
Biotechnology, 15 (4); 1-13.

Vistica, D.T., Skehan, P., Scudiero, D., Monks, A., Pittman, A. and Boyd, M. 1991.
Tetrazolium-based Assays for Cellular Viability: A Critical Examination of
Selected Parameters Affecting Formazan Production. Cancer Research, 51,
2515-2520.

Vladkova, T.G. 2010. Surface engineered polymeric biomaterials with improved
biocontact properties. International Journal of Polymer Science, 1-22.

132



Vo, T.N., Kasper, F.K. and Mikos A.G. 2012. Strategies for controlled delivery of
growth factors and cells for bone regeneration. Advanced Drug Delivery
Systems, 64; 1292-1309.

Vonau, R.L., Bostrom, M.P., Aspenberg, P. and Sams, A.E. 2001. Combination of
growth factors inhibits bone ingrowth in the bone harvest chamber. Clinical
Orthopaedics and Related Research, 243-251.

Weast, R.C. 1974. Handbook of Chemistry and Physics. Boca Raton, FL, U. S: CRC
Press Inc.

Wei, G., Jin, Q., Giannobile, W.V. and Ma, P.X. 2007. The enhancement of
osteogenesis by nanofibrous scaffolds incorporating rhBMP-7 nanospheres.
Biomaterials, 28 (12); 2087-2096.

Yeo, Y. and Park, K. (2004). Control of encapsulation efficiency and initial burst in
polymeric microparticle systems. Archives of Pharmacal Research, 27; 1-12.

Yilgor, P., Hasirci, N. and Hasirci, V. 2009. Sequential BMP-2/BMP-7 delivery from
polyester nanocapsules. Journal of Biomedical Materials Research Part A, 93
(2); 528-536.

Zhang, Z., Guo, X., Herrera, C.,Yunlong, T.,Wu, Q., Wu, A., Wang H., Bartnikas, T.B.

and Wang, F. 2014. Bmp6 expression can be regulated independently of liver
iron in mice. PLoS One. 9(1); 1-9.

133



EKLER

EK 1 BSA kalibrasyon grafigi
EK 2 PHBV ve jelatin partikiilden BSA saliminin matematiksel analizi
EK 3 Kitosan doku iskelelerinin gézenek boyut dagilimi
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EK 1 BSA kalibrasyon grafigi
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EK 2 PHBYV ve jelatin partikiilden BSA saliminin matematiksel analizi
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EK 3 Kitosan doku iskelelerinin gdzenek boyut dagilimi
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