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OZET

KEMIK DOKU MUHENDISLIGINE YONELIK BUYUME
FAKTORLERININ SIRALI SALIMINI SAGLAYAN NANOPARTIKUL
HAZIRLANMASI VE KiTOSAN YAPILARA EKLENEREK
KOMPOZIT DOKU DESTEKLERI OLUSTURULMASI

Kemik dokusunun laboratuvarda yapay olarak olusturulmasi, kemik hasarlarinda kullanilmak
iizere doku miihendisliginin umut verici bir yaklagimidir. Ancak dogayi taklit edebilen
tamamen fonksiyonel ii¢ boyutlu yapilarin olusturulmasi i¢in gerekli hiicre organizasyonu ve
aktivitelerinin yapay olarak kontrolii heniiz saglanamamistir. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla,
son yillardaki ¢alismalar, hiicre davraniglarini tetikleyecek ve kontrol edecek gerekli biyoaktif
ajanlarin  dogadakine yakin salimimi saglayabilen multi-fonksiyonel doku iskeleleri
olusturmak tiizerine konsantre olmustur. Bu proje kapsaminda yapilan g¢alismanin amaci,
kemik iyilesme siirecini taklit edebilmek amaciyla hazirlanmis bir sirali salim sistemi iceren
fonksiyonel polimerik doku iskeleleri olusturmaktir. Bunun elde edilmesi i¢in izlenen yontem,
osteojenik biiylime faktorleri olan ve kemik morfojenik proteinleri (BMP) olarak
isimlendirilen BMP-2 ve BMP-7’nin, dogada oldugu gibi sirali salimimi saglayabilmek
amaciyla bunlarin farkli bozunma hiz1 ve 6zelliklere sahip iki farkli polimerik nanokapsiil
(poli(laktik asit-ko-glikolik asit), PLGA, ve poli(3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat),
PHBV) igerisine hapsedilmesi ve erken donemde BMP-2 ve ge¢ donemde BMP-7 salimi
saglayabilen bir sistem olusturulmasidir. Proje kapsaminda nanopartikiiller hazirlanmis ve
BMP-2 ve BMP-7’nin tek, birlikte ve sirali salim kinetikleri 6rnek bir protein olarak secilen
sigir serum albumini (BSA) ile incelenmistir. Biyoaktif doku iskelelerinin tamamlanmasi igin,
nanopartikiiller kitosan bazli polimerik bir sistem igerisine yiiklenmistir. Bu sistemler tek
katmanli kitosan ve iki katmanli kitosan-aljinat iskeleler olmak iizere iki ¢esit hazirlanmais, ve
iki biiylime faktOriinii iceren nanotaneciklerin dogal olusma siralarini taklit ederek sirali
sekilde salinmasini saglayacak olan yapi1 iskelelerine yerlestirilmesinin salim kinetigi

tizerindeki etkisi incelenmistir.

Anahtar Sozciikler: Kemik Doku Miihendisligi, Nanopartikiiller, Islak Egirme, Biyobozunur

Polimerler.



ABSTRACT

PREPARATION OF A NANOPARTICULATE SEQUENTIAL GROWTH
FACTOR DELIVERY SYSTEM AND INCORPORATION INTO
CHITOSAN-BASED SCAFFOLDS FOR BONE TISSUE ENGINEERING

Tissue engineering is a promising strategy to produce artificial bone substitutes in the
laboratories to be used in bone defects. However, the control of the cell organization and cell
behavior to create fully functional 3-D constructs has not yet been achieved. To overcome this
problem, the research in the last decades is concentrated on the development of multi-
functional tissue engineering scaffolds capable of delivering the required bioactive agents to
initiate and control cellular activities close to natural manner. The aim of this study was to
prepare tissue engineered constructs composed of polymeric scaffolds carrying growth factor
delivery system that would sequentially deliver the growth factors in order to mimic the
natural bone healing process. To achieve this, the method followed is to encapsulate BMP-2
and BMP-7, osteogenic growth factors which are bone morphogenic proteins (BMP), in
different polymeric nanocapsules (poly(lactic acid-co-glycolic acid), PLGA, and poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), PHBV) having different degradation rates and
crystallinity properties, and therefore, different release rates to achieve the early release of
BMP-2 and late release of BMP-7, as it is in nature. In the concept of the project, the
nanoparticulate delivery systems were prepared and the effect of single, simultaneous and
sequential delivery of BMP-2 and BMP-7 from these delivery systems was studied by using a
model protein of bovine serum albumin (BSA). To complete the construction of the bioactive
scaffold, this nanoparticules were incorporated into chitosan based polymeric systems. Two
kinds of chitosan based polymeric scaffold systems were prepared as single layer chitosan
scaffolds and double layered chitosan-alginate scaffolds, and the the effects of incorporation
of nanoparticules into scaffols in a way to mimic the natural sequential delivery of bioactive

agents on the release kineticts were examined.

Keywords: Bone Tissue Engineering, Nanoparticles, Wet Spinning, Biodegradable Polymers.



GIRIS

1.1 Kemik

1.1.1 Kemigin yapisi

Insan viicudunun en sert kismii olusturan kemik dokusu, viicudu desteklemek, dik durusu
saglamak, i¢ organlari korumak, mineral depolamak ve kan iiretmek gibi 6nemli gorevleri
yerine getirir. Kemik yapist oldukga gelismis, diizenli ve siirekli degisime ugrayan bir
dokudur. Yetiskin bir insan iskeletinde kemiklerin %80’ini sert kemik dokusu, %20’sini ise
stingerimsi kemik dokusu olusturur. Sert kemik dokusu, %5-10 oranlar1 arasinda degisen
gozenekli yapisiyla kemigin yogun kismini ve kemigin dis ¢eperlerini olusturur. Kemigin i¢
kismi ise slingerimsi yapidadir, yogunlugu diisiiktiir, ve kemik iligi ve damarlar1 bu kisimda
bulunur. Siingerimsi kemik yapisinin etrafini sert kemik dokusu kaplar ve yapiyr korur.

(Buckwalter ve ark., 1995).

Kemik dokusu; organik bazli kolajen yapilar, inorganik bazli hidroksiapatit mineralleri ve
dogal bazli olan kemik hiicrelerinden (osteoblast, osteoklast, osteosit) olusan hiyerarsik bir
yapiya sahiptir. Temel yapt birimini birka¢ milimetre uzunlugunda ve yaklagik 0.2 mm
capinda silindirik bir yap1 olan Haversian sistemi (osteon) olusturur (Sekil 1.1). Her bir osteon
icinde sinirler ve damarlar1 barindiran ve kolajenden olusan bir ana kanal igerir. Bu ana kanala

Haversian kanali denir.

Osteon —

Haversian Canal

Sekil 1.1 Kemigin enine kesitinden bir goriintii (Gray, 2000).



Her kemikte fazla sayida osteon kemigin ekseni boyunca paralel olarak bir araya gelerek sert
kemik dokusunu olusturur. Bu diizenli yap1 kemigin iistiinde olusabilecek basing ve egilme
kuvvetlerine dayanmasint saglar. Kemiklerin u¢ kisimlarina dogru yaklastikca osteonlar
yayilarak ag orgiisii gibi bir yap1 olusturur ve siingerimsi kemik dokusunu meydana getirir.
Bu kisim ise kemik iizerinde olusabilecek ani baskinin bir noktada toplanmasini engelleyerek
kemik i¢inde hizla yayilmasini, kolayca absorblamasini ve dolayisiyla ani darbelerde kemigin

kirilmamasini saglar.

1.1.2 Kemikte Iyilesme Siireci

Kemik dokusu insan hayati boyunca, ilerleyen yasla azalan bir aktiviteyle kendini siirekli
yeniler. Kemik yapisi, kemik i¢inde bulunan hiicrelerden osteoklastlarin aktivitesiyle
bozulurken osteoblastlarin aktivitesi ile yeniden yapilandirilir. Bu yeniden modelleme
esnasinda ise kalsiyum dongiisii diizenlenir, kii¢iik boyutlu hasarlar giderilir ve iskelet
sekillendirilir. Kemik ayni zamanda kendi kendine iyilesebilme yetenegine sahip bir dokudur.
Kemikte iyilesme inflamatuvar, diizeltme ve yeniden yapilanma olmak {izere ii¢ ana
basamakta gerceklesir. Inflamatuvar tepki, hasar meydana geldigi anda hasarin oldugu
bolgede ortaya ¢ikan hematomla es zamanli olarak goriiliir. Hematom iginde lokal olarak
iretilen sitokinler ve biiylime faktorleri osteoprogenitor hiicreleri hasarli bolgeye
yonlendirerek bu hiicrelerin belirli kemik hiicrelerine 6zellesmesini saglar (Allori ve ark.,
2008). Bu siire¢ esnasinda pek c¢ok biliylime faktorii, degisik zaman ve farkh
konsantrasyonlarda ve isbirligi iginde aktiflik gosterirler ve kemik iyilesmesinin degisik
kisimlarimi diizenlerler (Hauschka ve ark., 1986). Osteokonduktif aktivitesi en yiiksek
biiyiime faktorlerinden olan BMP-2 ve BMP-7’nin, sirasiyla hasarin birinci giinii ve ikinci
haftas1 i¢inde viicutta yogun olarak salindigi, ve diger faktorlerin yani sira kemik

iyilesmesinde etkin oldugu literatiirde belirtilmistir (Cho ve ark., 2002).

Kemik iyilesmesinde ikinci basamak olan diizeltme kisminda, hasarin olugsmasindan sonra
yaklagik olarak ii¢ hafta icinde hasar bolgesinde kallus olusumu gozlenir. Ilerleyen
zamanlarda bu yapida asamali olarak yeniden yapilandirilir ve kemik 6-12 hafta i¢inde eski

sekline ve giiciine kavusur (Marieb ve Hoehn, 2007).
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1.2 Kemik Tedavisi ve Rejenerasyonunda Klinik Yaklasimlar

Kemik dokusunun kendini iyilestirme ve yenileme o6zelligi olmasina karsin bu onarma
stirecinin her zaman tatmin edici olmadig1 gézlemlenmistir. Kemik dokusunun rejenerasyon
yani yenilenme yetenegi, hasarin biiyiik ve/veya ¢ok pargali oldugu durumlarda veya kemik
timoriiniin neden oldugu vahim durumlarda yetersiz kalmaktadir (Carano ve Filvaroff, 2003).
Ayrica, siklikla goriillmemekle beraber, etkin bir iyilesmenin gozlemlenmedigi durumlar tiim
vakalar i¢inde %1-5 arasinda bir oranda kiiciik hasarlarda da gozlemlenebilmektedir
(Fernandez ve ark., 2001). Bu gibi durumlarda, kemikte meydana gelen boslugu doldurmak
ve kemigin seklini ve fonksiyonunu geri kazanmasina yardimci olmak icin hasarli bolgeye

uygun destek dolgular yerlestirmek iyilesmeyi saglamak agisindan gerekmektedir.

Gilinlimiizde kemik transplantasyonlar1 herhangi bir organ transplantasyonundan 10 kat daha
fazla yapilmaktadir (Sutherland ve Bostrom, 2005). Kemik dokusu i¢in kullanilacak ideal
dolgu, dogal dokuyu taklit edecek gbzenek ve yapiya sahip olan bir osteokonduktif destek
matrisine sahip olmalidir. Bu destegin, osteoinduktif faktorler ve osteogenik hiicreler ilavesi
ile tedavide gosterecegi etkinligi artirllabilir. Bu amag¢ dogrultusunda biyolojik ve sentetik

doku nakilleri klinik uygulamalarda kullanilmaktadr.

1.2.1 Biyolojik Doku Nakilleri

Kemik dokusunda olusan hasarlarda tedavi amagli olarak en ¢ok otojenik, allojenik ve
ksenojenik kaynakli biyolojik doku nakilleri kullanilmaktadir. Kadavralardan elde edilen
kemik dokusu ile demineralize kemik matrisi ise biyolojik doku nakillerinde kullanilan diger

ana kaynaklardir (Ebraheim ve ark., 2001).

Ayn1 bireyin viiciidunun bir parcasindan alinip yine kendisine nakledilen dokuya otograft
denilmektedir. Giinlimiizde otograftlar, %80-90 arasinda degisen yiiksek basar1 oranlariyla en
cok tercih edilen biyolojik doku graftlaridir (Nystorm ve ark., 2002). Otograftlar viicutla
uyumlu, hastalik tasimayan ve canli osteoblastlar igeren dokulardir. Osteoblastlar, ameliyat
sonrasi iyilesme doneminde Ozellikle 6nem tasiyan, yumusak kallus olusumunu saglayan
hiicrelerdir (Sutherland ve Bostrom, 2005). Fakat kisitlh mevcudiyeti ve enfeksiyon riski,

sebep oldugu agri, uzun anestezi siiresi ve ameliyat esnasinda yasanan yogun kan kaybi bu

11



methodun tercih edilme orami oldukca azaltmakta ve otograft kullanimini azaltmaktadir

(Younger ve Chapman, 1989).

Allograft, bir bireyden alinip baska bir bireye nakledilen dokuya verilen isimdir. Bu tip
nakillerde, bulunabilirlik orani otograftlarda oldugu gibi kisith degildir. Allojenik
transplantasyon teknikleri ¢ok gelismis olsa da, nakledilen dokunun viicut tarafindan
reddedilme ve enfeksiyon riski halen siklikla karsilasilan komplikasyonlardir (Mankin ve ark.,
1992; Sutherland ve Bostrom, 2005). Ayrica, implantasyon 6ncesi gerekli olan sterilizasyon
ve detayl test islemleri allograftlarin osteoinduktif ve osteokonduktif 6zelliklerini olumsuz
olarak etkilemektedir. Ayrica, donor azlig1 nedeniyle taze doku elde edebilme zorlugu
bulunmaktadir. Bu sebeplerden dolayr allojenik kemik dokusu nadiren taze olarak
kullanilabilmektedir. Genellikle bu dokular topluca steril edilmekte ve -60°C’nin altinda veya
osteoprogenitor hiicreleri ve osteoinduktif faktorleri yok eden dondurarak kurutma islemi ile
dondurularak saklanmaktadir. Bir baska allograft kaynagi olarak kullanilan kadavra kemik
dokusu da benzer islemlerden gegirilmektedir. Degisen 6zellikleri nedeniyle allograftlar ancak

osteokonduktif yapr iskeleleri olarak kullanilabilmektedirler.

Demineralize kemik matrisi (DKM) allograft kemik dokusunun asitle 6ziitiinlin ¢ikarilmasi ile
elde edilmektedir. Bu da pek ¢ok mineralize bilesenin, kolajenin ve biiyiime faktorlerini de
iceren proteinlerin kaybedilmesine sebep olmaktadir (Khan ve ark., 2005). DKM nin kemik
graft1 olarak basarist matris i¢inde korunabilen BMPlerin konsantrasyonuna ve birbirlerine
oranlarima baglidir. DKM osteoinduktif 6zellik tasiyan tek allografttir fakat basari orani
yiiksek farkliliklar gostermektedir. Degisik kaynaklardan alinan allograftlarin spinal flizyonu
baslatmaktaki basarisinin allograftlarin elde edilme islemlerine bagli olarak degistigi bilimsel

caligmalarla gosterilmistir (Peterson ve ark., 2004). Giinlimiizde DKM toz, pargacik veya jel
formlarinda bulunabilmektedir (Sekil 1.2).

Ksenotransplantasyon, yasayan hiicre, doku veya organlarin baska bir tiirden alinip bir tiire
nakledilmesi islemidir. Ksenotransplantasyon diinya ¢apinda organ nakli ihtiyaci i¢in bir
¢ozlim sunmasina karsin tiirler arasi hastalik transferi gibi pek ¢ok tibbi, hukuki ve etik sorunu
da beraberinde getirmektedir. Tarihteki ilk ksenograft, insandaki bir kafatas1 hasarin1 onarmak
icin kopekten alinan kemik dokusunun kullanilmasiyla gergeklestirilmistir (van Meerkeren ve

ark., 1668). Graft malzemesi olarak biiyiik bag hayvan kemik dokusu ilk kez 1957 yilinda
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ortaya ¢ikmistir (Maatz ve Baurmeister, 1957) ve giliniimiizde pek cok ¢esiti Surgibone®
ismiyle ticari olarak kullanilmaktadir (Sekil 1.3).

Sitotoksik/sistematik etkileri, potansiyel antijen olusumu ve bagisiklik sistemi tepkilerini
onlemek ve pirojen maddelerden arindirilmak igin sterilize edilen ksenograftlar ancak

osteokonduktif matrisler olarak kullanilabilirler (Chau ve Mobbs, 2009).

Sekil 1.2 Ticari olarak bulunabilen degisik formlarda DKM c¢esitleri (Firma: Exactech,
Optecure® allograft cesitleri
(a) Optecure® jel allograft; (b) plaka (c) kiiresel (d) toz (e) Optecure kortikal siingerimsi

tanecikler (http://www.exac.com/ products /biologics/optecure-optecure-ccc).

Sekil 1.3 Degisik sekil ve boyutlarda ticari biiyiik bas Surgibone® ksenograftlar, (a) disk
seklinde, (b) dikdortgen prizma, (c) silindirik siinger. (www. canmedica.com/Unilab

Surgibone.htm).
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1.2.2 Sentetik Doku Nakilleri

Dinamik yasamin yogunlastigi, insanlarin hareketinin arttifi ve trafigin her gecen giin
hizlandig1 géz Oniine alinirsa, kazalar nedeni ile meydana gelecek kemik hasarlarinin da
artmasi beklenen bir olgudur. Bir yilda, sadece Amerika Birlesik Devletlerinde yaklasik 6,2
milyon kemik hasar1 meydana gelmekte ve bunlarin %15’1 bir ¢esit kemik transplantasyonu
gerektirmektedir (Sutherland ve Bostrom, 2005). Bu sebeple, yeni, biyouyumlu ve istenilen
saglamlik ve 6zellikte malzemelerin gelistirilmesi ve kemik doku naklinde kullanilmas1 biiytik
onem tasimaktadir. Ayrica, tahminlere gore 2020 yilina kadar 50 yasin istiinde, kemik
hastaliklarindan etkilenecek insan sayisinin su anda bulunan saymnin iki katina g¢ikmasi
beklenmektedir (Navarro ve ark., 2008). Biyolojik doku nakillerinin yukarida agiklanan kisitl
eldesi ve hastalik tasima riski sebebiyle, istenilen mekanik ve biyouyumluluk 6zelliklerine
sahip malzemelerin sentetik olarak {retilmesi i¢in arastirmalar yogun olarak
stirdiirilmektedir. Klinik uygulamalarda oncelikli olarak dogal ve sentetik polimerler,
seramik, metalik ve kompozit graftlar kullanilmaktadir. So6zi edilen ve canli olmayan bu
kemik doku graf malzemeleri, hasarli alan1 yapisal ve mekanik olarak uygun bir sekilde
doldurabilse bile komsu dokularla uygun bir etkilesim i¢ine girmekten ve tam bir biyouyum

saglamaktan yoksun kalmaktadir.

Metalik malzemeler; 6zellikle paslanmaz ¢elik, kobalt-krom alagimlari ve titanium ortopedik
cerrahide siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle uzun siireli implantlarda, asinmaya kars1 yiiksek
dayanikliligi ve kemik dokusu ile biitiinlesebilme o6zellikleri nedeniyle titanyum ortopedik

kullanimlarda tercih edilen bir malzeme olmustur.

Gilinlimiizde kullanilan kemik doku yedeklerinin %60°1n1 seramik malzemeler olusturmaktadir
(Laurencin ve ark., 2006). Seramiklerin sekillendirilmesi i¢in yiiksek sicaklik gerektirmesi ve
kirilgan olmalar1 sebebiyle baska malzemelerle hazirlanan kompozit yapilar1 tercih
edilmektedir. Kemikteki baglica anorganik maddenin hidroksiapatit (HAp) olmasi sebebiyle
ozellikle kalsiyum fosfat, sentetik hidroksiapatit ve mercanli hidroksiapatit iceren seramikler
oldukga revagtadir. Olusan yeni kemik dokusunun yapi iskelesine niifuz etmesini saglayan
gbzenekli hidroksiapatit kemik yedekleri, ticari olarak Neobone® ad1 altinda pek ¢ok cesitte
bulunabilmektedir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4 Neobone ® seramik kemik doku yedekleri, (a) mikroyapi, (b) silindirik ve
dikdortgen prizma silinger, toz ve parcacikli yapilart igeren c¢esitli formlar

(http://www.covalent.co.jp/eng/products/bio/neobone.html).

Polimerler, kemik doku yedegi olarak siklikla kullanilan malzemelerdir. Hench’in
simiflandirmasimna gore ortopedik cerrahide kullanilan birinci nesil polimerler, bagisiklik
tepkisi yaratmayacak ve yabanci cisim reaksiyonunu en aza indirecek etkisiz polimerlerdir.
Birinci nesil polimerler silikon, akrilik rezinler, polietilen (PE), polipropilen (PP),
polimetilmetakrilat (PMMA) gibi polimerleri igermektedir (Hench, 1980).

Ikinci nesil polimerler, yeni doku olustuk¢a ¢dziinmeye ugrayan biyobozunur malzemelerin
kullanilmasiyla gelistirilen ve biyolojik cevreyle etkilesime girebilen, doku ve implant
arasindaki baglanmay: arttiran biyoaktif malzemelerdir (Navarro ve ark., 2008). Bu tip
polimerler ortopedik uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica kullanilan polimerlerin
yiizeyleri HAp katmanlariyla modifiye edilerek minerallesme siireci hizlandirilabilmektedir

(Kato ve ark., 1996; Ma ve ark., 2002).

Ucgiincii nesil polimerler molekiiler diizeyde, 6zellesmis hiicresel aktiviteleri tesvik edebilen

malzemelerdir (Hench ve Polak, 2002). Hiicrelerin yapismasi ve ¢ogalmasini saglayan ii¢
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boyutlu gozenekli yapilar ve ekstraselliller matrisi taklit eden, peptit siralamalariyla
islevsellestirilmis ylizeyler ticiincii nesil polimerlerin kullanimryla gelistirilmistir (Hutmacher
ve ark., 2000; Temenoff ve Mikos, 2000; Agrawal ve Ray, 2001). Bu tip polimerlerin

gelistirilmesiyle olusturulan yapi iskeleleri kemik doku miihendisliginde kullanilmaktadir.

1.3 Kemik Tedavisinde Alternatif Bir Yontem: Doku Miihendisligi

Malzeme alanindaki biitiin gelismelere ragmen, kemik dokusu igin uygun bir yedek
malzemesi heniiz gelistirilememistir. Kemik dokusu yerine kullanilacak olan yedegin;
tercihen hastanin kendisine ait canli hiicreler icermesi, gerekli yapisal ve mekanik 6zellikleri
tastyan bir yapi iskelesine sahip olmasi1 ve hiicre davraniglarini diizenleyecek biyoaktif ajanlar
tasimas1 gerekmektedir. Doku miihendisligi bu tip {i¢ boyutlu ve canli 6geler tasiyan islevsel

yapilarin gelistirilmesinde umut veren alternatif bir yontemdir.

Doku miihendisligi; tip, malzeme bilimi, miithendislik, kKimya ve biyoloji gibi alanlar1 pek ¢ok
acidan birbirine baglayan cok disiplinli bir alandir. Siklikla kullanilan tanimina gore doku
mithendisligi, ‘bir dokunun yada organin islevini yerine getirmeye, korumaya veya
lyilestirmeye yarayacak biyolojik yedekler gelistirmek i¢in miithendislik ve yasam bilimlerini
birlestiren interdisipliner bir alandir’ (Langer ve Vacanti, 1993). Doku miihendisligi,
biyobozunur ve biyouyumlu yapr iskelelerinin, uygun kaynaklardan izole edilen hiicrelerin ve
biyoaktif ajanlarin doku destek malzemelerinin hazirlanmasi amaciyla kullaniminm

kapsamaktadir.

Kemik doku miihendisliginde izlenen genel strateji; kemik hiicrelerini kaynagindan izole
etmek, in vitro hiicre kiiltiir ortaminda ¢ogaltmak, hasarli kismin yapisal ve mekanik
gereksinimlerini karsilayabilecek Ozelliklere sahip biyouyumlu ve biyobozunur bir yapi
iskelesine yerlestirmektir. Ayrica, kemik olusumunu hizlandiracak uygun biiylime faktorleri
de iyilesmeyi hizlandirmak amaciyla kullanilmakta ve bu yapilara eklenmektedir. Hiicre
ekilmis bu yapinin tercihen biyoreaktdr kullanilarak in vitro ortamda olgunlastirilmasindan
sonra, hazirlanan destek yapi istenilen hedef bolgeye yerlestirilmektedir. Zaman iginde,
hiicreler ¢ogalarak kendi ekstraselliller matrislerini iiretecek ve sentetik yapi iskelesininin
yerini dolduracaktir. Bu esnada biyobozunur yapi iskelesi de parcalanmaya baslayacaktir.
Boylece kemik dokusunun kendini yenilemesi ve tekrar modellemesi icin gereken uygun

ortam olusturulabilecektir (Freyman ve ark., 2001).
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1.3.1 Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Yapi Iskeleleri

Doku miihendisliginde kullanilan yap1 iskeleleri rejenerasyonu destekleme ve yonlendirmede
ve son sekli tanimlamada 6nemli bir rol oynamaktadir. Doku miihendisliginde kullanilacak
olan yap1 iskeleleri asagida verilen kriterleri karsilamalidir (Spaans, 2000; Boccaccini, 2002):

— biyouyumlu olmalidir,

— biyobozunur olmalidir,

— dokunun iyilesme hizina uyumlu olarak bozunmalidir,

— bozunma sonucu ortaya ¢ikan tiriinler toksik olmamalidir,

— yik tasiyan konumlarda kemik dokusunun yenilenmesi i¢in uygun mekanik

ozelliklere sahip olmalidir,

— yeni kemik olusumunun ilk agsamalar1 boyunca biitlinliiglinii korumalidir,

— osteokonduktif olmalidir,

— hasarli kismin sekliyle uyumlu olmalidir,

— gerekli damarlagsma, doku biiyiimesi ve beslenmeye olanak saglayacak gézenekli

bir yapiya sahip olmalidir.

1.3.1.1 Yapi Iskelelerinde Kullanilan Malzemeler

Kemik doku miihendisliginde kullanilan malzemeler genel olarak dogal veya sentetik
kaynakli biyobozunur polimerlerdir. Buna ek olarak yapilara kalsiyum fosfat ve HAp

eklenmesi de revagtadir.

1.3.1.1.1 Dogal Polimerler

Pek cok dogal polimer kemik doku miihendislgi amacli yap1 iskelesi {liretiminde basariyla
kullanilmaktadir. Dogal polimerler, canli yapilarin dogal bilesenleri olmalar1 ve dogal
dokularla aralarinda biyolojik ve kimyasal benzerlikler bulunmasi sebebiyle kemik doku
miihendisliginde 6zellikle ilgi ¢gekmektedirler. Kollajen (Anselme ve ark., 2000; Xiao ve ark.,
2003; Kos ve ark., 2004; Ber ve ark., 2005; Lyons ve ark., 2010; Saeidi ve ark., 2011) ve ipek
(Altman ve ark., 2003; Meinel ve ark., 2005; Fuchs ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2009;
Sengupta ve ark., 2010; Wei ve ark., 2011) gibi proteinler; aljinik asit (Wang ve ark., 2003;
Grellier ve ark., 2009; Kolambkar ve ark., 2011), nisasta (Marques ve ark., 2002; Salgado ve
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ark., 2007; Martins ve ark., 2009; Gonalves ve ark., 2011) ve kitosan (Vandevord ve ark.,
2002; Khor ve Lim, 2003; Ho ve ark., 2005; Qiu ve ark., 2009; Abarrategi ve ark., 2010;
Wang ve ark., 2011) gibi polisakkaritler ve bakteri kaynakli poli hidroksialkanatlar (Kos eve
ark., 2003; Shishatskaya ve ark., 2006; Kenar ve ark., 2008; Wu ve ark., 2009; Ke ve ark.,

2010) gibi polyesterler pek ¢ok in vitro ve in vivo ¢alismada kullanilmastir.

Kitosan, kitinin deasetilasyonu ile elde edilen dogal bir polimerdir. Glikozanaminoglikanlarla
(GAG) arasindaki yapisal benzerlik ve enzimlerle bozunabilir olmasi sebebiyle pek ¢ok doku
mithendisligi uygulamasi i¢in ¢alisilmis ve iizerinde yogun arastirmalar yapilmistir. (1-4)-D-
glikozamin ve N-asetil-D-glikozaminlerden olusan dogrusal bir polisakkarit olup dogada en
¢ok bulunan organik maddelerden biridir (Drury ve Mooney, 2003). Kitosan, serbest amino
grubunun protonlanmasiyla seyreltik asidik ¢ozeltilerde ¢oziinebilir. Coziindiikten sonra ise,
pH arttirillarak veya bir ¢oktiirme ¢ozeltisi  kullanilarak jellestirilebilir.  Kitosan
biyouyumluluk, fizyolojik uyum, biyobozunurluk, antibakteriyel ozellikler gibi 6zellikleri
sebebiyle medikal uygulamalarda kullanilmak amaciyla tizerinde yogun calisilan bir
polimerdir (Nishimura ve ark., 1984; Tanigawa ve ark., 1992; Okamoto ve ark., 1993; Mori
ve ark., 1997; Tokura ve ark., 1997; Singla ve Chawla, 2001; Khor ve Lim, 2003; Jiang ve
ark., 2010; Depan ve ark., 2011). Kitosan- kalsiyum fosfat bilesimleri kullanilarak hazirlanan
gozenekli yapilar da 6zellikle kemik doku miihendisligi amaciyla ve sert doku iyilesmesinde
destek malzemesi olarak kullanabilmek amaciyla {lizerinde arastirmalar yapilan kompozit
malzemelerdir (Zhang ve Zhang, 2002; Martino ve ark., 2005; Tanese ve ark., 2011). Kitosan
ayrica HAp ile birlikte tibyal kiriklarin tedavisinde de kullanilmistir (Kawakami ve ark.,
1992).

1.3.1.2 Yapa iskelesi Uretim Teknikleri

Yap1 iskelelerinin sekil ve gozenekliligi, hiicresel aktivitelerin devami ve bag dokularin
olusumu agisindan olduk¢a dnem tasiyan parametrelerdir (Benya ve Schaffer, 1982). Bir yap1
iskelesinin sekli, hiicre tutunmasimin geometrisini ve dolayisiyla hiicre yayilmasimi ve
oryantasyonunu dogrudan etkilemektedir. Bu sebeple, hiicresel aktivitelerin kontroliinde yap1

iskelesinin mimarisinin biiyiikk 6nem tasidigina inanilmaktadir.
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Gozenekli yapi, ti¢ boyutlu bir yap1 iskelesinde oksijen gegisi, hiicre beslenmesi, damarlagsma
ve doku biiylimesine etki eden 6nemli bir faktordiir. Bu sebeple, ii¢ boyutlu gdzenekli yapilar

elde etmek amaciyla cesitli yontemler gelistirilmistir. Asagida bu yontemler agiklanmaktadir.

1.3.1.2.1 Islak Egirme

Doku miihendisligi amaciyla hazirlanan destek yapilarin gozenekli olmasi biiyilk 6nem
tagimaktadir ve 6zellikle son yillarda ¢alismalar lifli yap1 iskeleleri lizerine yogunlagmistir. Bu
yapilar, hiicre gecirgenligi, besin aligverisi ve doku biiyiimesi icin ideal gozenekli yapiya
sahip olacak sekilde tasarimlandirilabilirler.

Polimerik fiberler {i¢ ana yontemle elde edilebilmektedir: eriterek egirme, kuru egirme ve
1slak egirme. Eriterek egirme yonteminde, eriyik halde uygun akiskanliktaki polimerin yiiksek
basing altinda sabit hizda sikilmasiyla devamli lifler elde edilmektedir (Buttafoco ve ark.,
2004). Kuru egirme yonteminde ayni islem eriyik polimer yerine polimer c¢dzeltisi
kullanilarak gergeklestirilmektedir (Lazzeri ve ark., 2005). Islak egirme yonteminde ise
polimer ¢ozeltisi bir ¢oktiirme banyosu igine sikilmakta ve bu sekilde polimerik fiberler elde
edilmektedir (Nelson ve ark., 2003; Funakoshi ve ark. 2005; Chung ve ark. 2005; Leonor ve
ark., 2011). Son zamanlarda elektriksel potansiyel kullanarak polimer ¢ozeltisinden fiber elde
edilmesini saglayan elektrikli egirme metodu da siklikla kullanilmaya baglanmistir. Islak
egirme ve elektrikli egirme yontemlerinin birlestirilmesi, dogal ekstraselliiler matrisin mikro
ve makro yapisinin taklit edilmesinde umut vaat eden bir yontem olarak gosterilmistir

(Tuzlakoglu ve ark., 2005; Santos ve ark., 2008; Puppi ve ark., 2011).

1.3.2 Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Biiyiime Faktorleri

Biiytime faktorleri pek ¢ok hiicre ¢esidi tarafindan salgilanan isaret¢i molekiillerdir. Baslica
gorevleri hiicresel aktiviteleri diizenlemek olan biiyiime faktorleri konsantrasyon ve zamana

bagli olarak aktivite gostermektedirler.

Biiytime faktorleri basarili bir doku miihendisligi uygulamasinin en 6énemli 6gelerindendir ve
kademeli bir sekilde gerceklesen kemik rejenerasyonunu, hiicresel aktiviteleri kontrol ederek
yonlendirdikleri bilinmektedir. Kemik iyilesmesi ve rejenerasyonundan sorumlu olan biiyiime
faktorleri TGF-p st familyasinin iiyeleri olan kemik morfojenik proteinleri (BMP), insiilin

benzeri biiyiime faktorii (IGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), platelet iiretimi biiylime
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faktorii (PDGF) ve vaskiiler endoteliel biiytime faktorii (VEGF) diir (Allori ve ark., 2008).
Hiicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi ve farklilasmasi i¢cin bu faktorlerin bir veya birkaginin

kullanilmast biiylik 6nem tagimaktadir.

1.3.2.1 Kemik Morfojenik Proteinleri (BMP)

BMPler simdiye kadar tanimlanmis, osteoinduktif etkisi en yiiksek biiyiime
faktorleridir (Cowan ve ark., 2005). BMPler mezensimal kok hiicrelerin in vivo ortamda
osteoblastik ve kondroblastik farklilasmalarini ve cogalmalarini saglayarak kemik ve kikirdak
dokusu olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Urist, 1965; Wang ve ark., 1990). Kemik
morfojenik proteinleri iginden BMP-2’den BMP-18’¢ kadar numaralandirilmis olanlar
insanda tanimlanmistir. Bunlar arasindan BMP-2, 4, 6, 7 ve 9 kemik morfojenezine sebep
oldugu bilinen ve yiiksek osteojenik Ozellik tasiyan biliyiime faktorleridir (Bessa ve ark.,
2008). BMP-2 ve BMP-7 kemik olusumunu baslatma ve olgunlastirma siireglerinde yiiksek
etkinlik gosteren ve FDA tarafindan kollajen tasiyicilar i¢inde spinal fiizyon uygulamalarinda
kullanilmak {izere onaylanmis biiyiime faktorleridir (White ve ark., 2007; McKay ve ark.,
2007).

BMPlerin zamana bagl aktivitesi sebebiyle, bu bilyliime faktorlerinin kombinasyonlar halinde
veya salim zamanlar1 ve araliklarr ayarlanarak sirali sekilde viicuda verilmesi, kemik doku
mithendisliginde kullanilan geleneksel yontemler karsisinda bilyiik bir avantaj yaratabilir.
Kullanilacak BMPnin konsantrasyonu ve salinacak dozun kontrol edilebilmesine olanak
saglayacak uygun bir tasiyici osteojenik potansiyeli arttirmak i¢in azami énem tasimaktadir.
Dolayistyla, bu proje kapsaminda bu iki biiylime faktorii se¢ilmis ve hazirlanan desteklere

yiiklenerek salim kinetikleri incelenmistir.

1.4 Doku Miihendisliginde Kontrollii Biiyiime Faktorii Salimi

Daha once de aciklandigi gibi, doku miihendisliginde kullanilan genel strateji hiicrelerin
uygun bir yapi iskelesine yiiklenmesi ve implantasyondan once in vitro ortamda
cogaltilmasidir. Fakat boyle bir sistemde arastirmacinin implantasyondan 6nce veya sonra,
hiicrelerin olgunlasma hizi ve farklilagsmasi {izerinde bir kontrolii bulunmamaktadir.
Implantasyona uygun bir yap:1 iskelesi hazirlanmasinda, hiicrelerin olgunlasma hizi ve

farklilagsmast da en az yapinin minerallesmesi kadar onemli bir faktér oldugundan, bu
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ozellikler {izerinde daha fazla kontrole sahip olmak arzu edilen bir olgudur. In vivo ortamda
bu ozellikler biiyiime faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Bu biiyiime faktorlerinin
dozajinin ve salim siiresinin dogal ortamda biyolojik olarak siki bir sekilde kontrol edildigi

bilinmektedir.

Klinik ortopedik uygulamalarda biiyiime faktorleri, bir seferde ya da tekrar eden enjeksiyonlar
halinde yiiksek dozlarda viicuda verilmektedir. Fakat bu uygulamalarda s6z konusu biyoaktif

ajanin biiyiik bir kism1 hedef alandan sizint1 veya denatiirasyon sonucu kaybedilmektedir (Lee

ve Shin, 2007).

Bu sebeple, biiyiime faktorlerinin koruyucu bir tastyict igine hapsedilmesi, olduk¢a pahali
olan biiyiime faktorlerinin biyoaktivitesinin ve lokal konsantrasyonunun korunmasi agisindan
biliylik 6nem tasimaktadir. Bu faktorlerin belli bir tasarim iginde bir yap1 iskelesi icine
yerlestirilmesi, hem faktorlerin salim hizinin hem de yapi iskelesinin toplam olarak
etkinliginin ayarlanmasina olanak verebilecek ve bdylece kemik biiyiimesi kontrol altina
aliabilecektir. Dolayisiyla, kemik doku miihendisliginin, yap1 iskeleleriyle kontrollii salim
sistemlerini birlestirerek dogal ECMi taklit etmesi ve ¢ok fonksiyonlu destek yapilar ortaya
cikarmasi beklenir. Tasiyict sistem, yapay ECM islevi gérmenin yani sira hapsedilen biiyiime
faktorlerini de koruyacaktir. Ancak, ozellikle protein tasima sistemlerini iiretmek, yiikleme
esnasinda proteinlerin denatiire veya deaktive olma olasilig1 sebebiyle zor bir siiregtir. Bu
sebeple, tasima sistemleri hazirlanirken agir sartlar, giiclii ¢oziiciiler veya yiiksek sicaklik

gerektirmeyen metotlar kullanmak gibi zorunluluklar bulunmaktadir.

BMPlerin kemik rejenerasyonu iizerindeki biiyiik etkisinin fark edilmesi tizerine (Urist,
1965), stirekli salimlarim1 saglamak i¢in pek cok strateji gelistirilmistir. Nano ve mikro
boyutlarda, genellikle sentetik malzemeler (Lee ve ark., 1994; Schrier ve ark., 2001; Kempen
ve ark., 2008; Jeon ve ark., 2008; Lee ve ark., 2011); dogal polimerler (Tabata ve ark., 1998;
Wang ve ark., 2003; Chen ve ark., 2007; Bessa ve ark., 2008; Patel ve ark., 2008; Haidar ve
ark., 2010) ve HAp temelli pargaciklar (Matsumoto ve ark., 2004; Akazawa ve ark., 2006; Xie
ve ark., 2011) tasiyict olarak ¢alisilmistir. BMPlerin taginmasinda siklikla galisilan ve kemik
doku miihendisliginde basaris1 gosterilmis 6nemli bir malzeme de poli(laktik glikolik asit),
PLGA, dir (Lee ve ark., 1994; Schrier ve ark., 2001; Jeon ve ark., 2008).
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1.4.1 Nanoteknolojinin Kontrollii Salim Uzerindeki Etkisi

Nanoteknoloji alanindaki gelismeler ve bu teknolojinin biyomedikal alandaki uygulamalari
ilag salim sistemlerinin gelistirilmesi lizerinde 6énemli rol oynamistir. Nanoparcaciklar kilcal
damarlarda hareket edebilme Ozellikleri sonucu hiicreler tarafindan alinabilmekte ve yogun
ESM icinde mikro boyutlu pargaciklara gore daha rahat dagilabilmektedirler.
Nanoparcaciklarin kullanimiyla daha 6nce ulasilamayan hedef bolgelere ulagilabilmekte ve

daha az ilag kullanilarak daha etkili hedefleme yapilabilmektedir.

Farkli tanimlamalar yaninda, genellikle boyutu 10-100 nm arasinda degisen pargaciklara
nanopargacik denilmektedir (Brigger ve ark., 2002). Biyoaktif ajanlar nanopargaciklarla
yiizeye tutunma, baglanma, icine hapsedilme veya ajanin dogrudan nanopargacik icinde
coziinmesi metotlariyla birlestirilebilmektedir. Hazirlama metoduna gore kati ve oyuklu
nanokiireler, nanokapsiiller, nanotiipler, veya gézenekli nanopargaciklar elde edilebilmektedir.
En ¢ok tercih edilen tasima sistemleri, iiretim agamasinda boyutlar1 kiigiiltiilebilen mikro ve
nanokiireler, mikro ve nanokapsiiller, misel ve lipozomlardir. Biiyiime faktorii, ilag veya
protein gibi aktif ajanlar, nanokiireler i¢inde diizgiin dagilirken, ig¢i oyuk nanokapsiiller
kullanildiginda yapinin i¢ine hapsolmaktadirlar (Sahoo ve Labhasetwar, 2003). Miseller ve

dendrimerler de ilag tasimada dikkat ¢ceken diger tasiyicilardir.

Biyouyumlu ve biyobozunur polimerler olan PLGA ve PHBVnin nanopargaciklari biyoaktif
ajan tasinmasinda basarisi bilimsel ¢alismalarla gosterilmistir (Kempen ve ark., 2008; Wei ve
ark., 2007; Jaklenec ve ark., 2008; Kang ve ark., 2008; Kim ve ark., 2006; Baran ve ark.,
2002). Bu polimerlerin kullanimiyla elde edilen degisik salim hizlari, sz konusu polimerlerin
farkli hidrofilik ozellikleri, kristallilikleri ve bozunma hizlarindan kaynaklanmaktadir. Bu
parametreler daha 6nce de salim hizlarin1 kontrol etmek amaciyla kullanilmigtir (Burgess ve
Hickey, 1994). Bunlara ek olarak molekiil agirligi ve tasiyici karakteristikleri de ( pargacik
boyutu, yiikkleme prosediirii) salim hizin1 degistiren faktorlerdir (Lemaire ve ark., 2003;
Zolnik ve ark., 2006; Cui ve ark., 2005). PHBYV ile karsilastirildiginda, benzer kimyasal
yapilarina ragmen PLGA in vivo ortamda ¢ok daha hizli bozunmaktadir (K6k ve Hasircl,
2003). Dolayisiyla diger biitiin degiskenler birbirine yakin oldugunda da (molekiil agirligi,
kristallikleri vb.) PLGA’in daha hizli bozunmas1 beklenmektedir.
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1.4.2 Doku Miihendisligi Amac¢h Hazirlanan Yapilardan Coklu Biiyiime Faktorii Salim

Doku miihendisligi amagli bliylime faktorii saliminda en son yaklasim, birlestirilmis bir yap1
iskelesi/ kontrollii salim sistemi ile ayn1 yapi iskelesinden ¢oklu biiylime faktorii salinmasidir.
Kemik iyilesmesinde dogay: taklit etmek etkili bir metot olsa da bu konu tizerinde literatiirde

cok fazla ¢caligma bulunmamaktadir.

Daha once de belirtildigi gibi BMPler osteoinduktif etkisi en fazla olan ve kemik iyilesmesi
ve olusumunda fonksiyon gosteren biiyiime faktorleridir. BMP-2 ve BMP-7 nin (BMP
ailesinin FDA onayl iiyeleri) kemik olusumu ve rejenerasyonu siiresince sirali olarak etkinlik
gosterdikleri bilinmektedir. BMP-2, kemikte hasar olusumundan hemen sonra ortaya
cikarken, BMP-7 hasarin 14. giiniinde olugsmaktadir. Bu sebeple, bu iki biiylime faktoriiniin
sirali salimi, dogal siireci taklit ederek kemik iyilesmesini hizlandirmada umut vaat eden bir

strateji olarak gortilmektedir.

1.5 Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci dogadaki kemik iyilesme siirecini taklit ederek BMP-2 ve BMP-7
faktorlerinin sirali salimin1 yapacak ¢ok fonksiyonlu polimerik yapi iskeleleri tasarlamak ve
olusturmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda BMP-2 ve BMP-7 proteinleri, bozunma hizlari
birbirinden farkli olan polimerik nanokapsiiller igine hapsedilmistir. Bunlardan BMP-2,
bozunma hizi daha fazla olan PLGA, ve BMP-7 ise bozunma hiz1 daha yavas olan PHBV
nanotanecikler i¢ine yiiklenmistir. Bu yolla, hazirlanan ilag¢ tasiyici sistemin, sirali Salim
saglayacak kinetik yapiya sahip olmasi saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan nanotanecikler
icine oncelikli olarak 6rnek bir protein olarak BSA yiiklenmistir, ve her iki tip nanotanecikten
BMP-2 ve BMP-7’nin salim kinetigi incelenmistir. Calismanin devaminda ise, biiyiime
faktorlerinin tek tek ve birlikte farkli tip kiirelere veya ayni tip kiirelere yiikklenmesinin salim
kinetigi tizerindeki etkileri incelenmistir. Nanokiireler ve salim kinetigi optimize edilmis
tastyicilar, daha sonra kitosandan hazirlanan fibroz ve gozenekli polimerik yap1 iskeleleriyle
iki degisik yontem ile birlestirilmistir. Nanotanecikler ya kitosan fiberlerin i¢ine hazirlanis
sirasinda konmus veya fiberler hazirlandiktan sonra basing-vakum dongiisii ile eklenmistir.

Hazirlanan sistemlerden BMP-2 ve BMP-7’nin salim kinetikleri incelenmistir.
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1.6 Cahsmamin Ozgiin Degeri

Doku miihendisliginde yeni yaklasim, biyoaktif ajanlar i¢eren ¢ok fonksiyonlu yapi iskeleleri
hazirlamaktir. Literatiirdeki ¢alismalarda bu tip yapi1 iskelelerinin genellikle biliyiime
faktorlerinin polimer ¢ozeltisi i¢ine karistirilarak hazirlandigr goriilmektedir. Fakat bu sekilde
hazirlandig: takdirde, salim sistemi iizerinde herhangi bir kontrol kurulamamaktadir. Diger
bazi ¢alismalarda ise, biiyiime faktorleri mikropargaciklar ile yapi iskelelerine yiiklenmis bu
da iskelelerin yapisinda bozulmalara sebep olmustur. Bu proje kapsaminda iki 6nemli
osteojenik biiyiime faktori, BMP-2 ve BMP-7, bozunma hizlar1 farkli olan iki farkli tip
biyouyumlu nanokapsiiller i¢ine hapsedilmis ve sonrasinda ii¢ boyutlu yap1 iskelelerine yapiy1
bozmadan yerlestirilmistir. Boylelikle dogal iyilesme siirecini taklit edebilecek ¢ok

fonksiyonlu ve tiglincii jenerasyon yapi iskeleleri tiretilmistir.
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GEREC VE YONTEM

2.1 Malzemeler

Bu c¢alismada kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin alindigi firmalar Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1 Kimyasallar

KIMYASAL FIRMA
Polilaktik-co-glikolik asit (PLGA) (50:50) | Boehringer-Ingelheim (Almanya)
Resomer RG 503 H
Polihidroksibiitirat-ko-hidroksivalerat Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)
(PHBV)

Kitosan (deasetilasyon derecesi % 90.85) Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)
Bovin serum albumin Fluka (ABD)

Poli(vinil alkol) (PVA) Fluka (ABD)

BMP-2, InductOs® Wyeth Pharmaceuticals (ABD)
BMP-7 Prospec Tany Technogene (Israil)
BMP-2 tayin Kiti R&D Systems (ABD)

BMP-7 Elisa kit Ray Biotech (ABD)

Aljinik asit Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)
Bradford BSA tayin Kiti Pierce (ABD)

Sodyum hidroksit (NaOH) J.T. Baker (Hollanda)

Metanol (CH3;OH) Merck (Almanya)

Sodyum siilfat (Na;SO4) Merck (Almanya)

Asetik asit (HAC) Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)
Kloroform Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)
Diklorometan Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)
Tris-HCI Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)

25



2.2. Yontem

2.2.1 Kemik Doku Mihendisligi Amach Yapi Iskelelerinin Hazirlanmasi

2.2.1.1 Kitosan bazh daginik fiber ag yapida ii¢ boyutlu doku desteginin hazirlanmasi

Dagimik fiber ag yapilar, saf kitosan veya kitosan-PEO karisimi kullanilarak, 1slak egirme
yontemiyle hazirlanmistir (Sekil 2.1). Kisaca, kitosan veya kitosan-PEO (2:1) karisimi asetik
asit i¢inde % 4 liik kitosan ve % 2 lik PEO ¢ozeltisi olusturacak sekilde ¢oziilmiis ve 0.6 mL
¢ozelti, 0.5 mm ¢apli bir igne ucuyla, siringa pompasi kullanilarak saatte 5 mL hizla ¢oktiirme
banyosunun i¢ine enjekte edilmistir. Coktiirme banyosu, belli bir tuz karisimi igeren bazik
ortam (Na;SO,4 (0.5 M):NaOH (1.0 M):distile su = 3:1:6, v/v) olarak hazirlanmistir. Kitosan
bazli fiberler ¢oktiirme banyosu i¢inde bir gece bekletildikten sonra distile su ile yikanmis ve
dehidrasyon igin bir saat boyunca % 50 lik metanol, devaminda ise {i¢ saat boyunca %100 liik
metanol i¢inde bekletilmistir. Elde edilen fiberler, 1.2 cm ¢apinda ve 0.8 cm yiiksekliginde
plastik kaliplarda 4 saat boyunca 60°C de kurutulularak sekillendirilmistir. Elde edilen doku

desteklerinin ¢ap1 0.6 cm, yiiksekligi 0.4 cm olarak Sl¢iilmiistiir.

Kitosan veya
kitosan-PEO karigimi

O

bekleme = yikama ve dehidrasyon fes==eeg Kaliba alma ve kurutma

B e
/

Coktiirme Banyosu

Sekil 2.1 Islak egirme yontemiyle kitosan bazli fiber yapilarin hazirlanmasi
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Optimum o6zelliklere sahip doku destekleri elde etmek amaciyla ¢ozelti igindeki kitosan
derisimi, PEO oran1 ve asetik asit (HAc) derisimi degistirilerek farkli 6rnekler hazirlanmistir
(Tablo 2.1). Hazirlanan doku destekleri donma-kurutma sonrasi karbon bantlara tutturulmus
ve yapilart Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM, Quanta 400F Field Emission SEM, the

Netherlands) ile analiz edilmistir.

Tablo 2.2 Kitosan bazli doku destegi hazirlanmasinda kullanilan ¢ozelti igerigi

Cozelti icerisindeki derisim

. CHI PEO HAC
Ornek kodu

(%, wiv) (%, wiv) (%, viv)
CHI4-HAc2 4 - 2
CHI6-HACc?2 6 - 2
CHI4-PEO2-HAC2 4 2 2
CHI4-PEO2-HAC5 4 2 5

2.2.1.2 Kitosan Bazh Cift Katmanh Doku Desteklerinin Hazirlanmasi

Kitosan bazli ¢ift katmanli doku destekleri kitosan doku desteklerinin yukarida tarif edilen
sekilde hazirlanmasindan sonra aljinat ile kaplanmasiyla tiretilmistir. Hazirlanan kitosan doku
destekleri oda sicakliginda kurutulduktan sonra 0.3 mL %2’lik aljinat ¢6zeltisi vakum-basing
dongiisii ile doku desteklerinin iizerine eklenmis ve %10’luk kalsiyum kloriir ¢ozeltisi
kullanilarak aljinat katmani1 doku destekleri iizerine ¢apraz baglanma ile stabilize edilmistir.
Son olarak, hazirlanan yapilar saf suyla yikanmis ve oda sicakliginda vakum altinda

kurutulmustur.

2.2.2 Bilyiime Faktorlerini Tasiyacak Nanokapsiillerin Hazirlanmasi

Model protein BSA ve biiyiime faktorleri BMP-2 ve BMP-7 yiiklenecek PLGA and PHBV
bazli nanopartikiiller ¢ift emiilsiyon yontemiyle hazirlanmistir (Sekil 2.2). Kisaca, biyoaktif
molekiillerin sivi ¢ozeltileri (2 mg BSA veya 1 ug BMP-2 veya BMP-7, 0.1 mL distile su
icinde) diklorometan (0.6 mL) i¢inde hazirlanan PLGA veya PHBV c¢ozeltisinde (5, 10 ve
20% w/v) prob sonikasyonu ile 50 W giicte 15 s boyunca emiilsifiye edilmistir. Ilk emiilsiyon
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(w1/0), su i¢inde hazirlanan PVA ¢ozeltisine (2 mL, 4% w/v) eklenerek wi/0/w, sistemi elde
edilmistir. Bu ¢ift emiilsiyon daha sonra 50 mL PVA ¢ozeltisine (0.3% w/v) eklenmis ve
karisim bir gece boyunca manyetik karistiriciyla karistirilarak ortamdaki organik ¢oziici

ugurulmustur.

Elde edilen nanopartikiiller, 15000 rpm hizda 10 dakika santrifiij yapilarak toplanmis, Tris-
HCI1 (pH 7.4) ile yikanmis ve en son olarak tampon ¢dzeltide dagitilarak liyofilizasyon
yontemiyle kurutulmustur. In situ salim deneylerinden 6nce BSA yiiklii nanopartikiiller

4°C’de saklanmustir.

2.2.3. Nanokapsiillerin Doku Desteklerine Yiiklenmesi

I¢lerinde biyoaktif ajanlar iceren PLGA ve PHBV nanokapsiiller, kitosan fiber ag yapili doku
desteklerine, ya fiberlerin i¢ine (NP-IN) veya fiberlerin iistiine (NP-ON) olmak {izere iki
farkl sekilde yiiklenmistir.

2.2.3.1 NanoKapsiillerin Kitosan Doku Desteklerinin i¢ine Yiiklenmesi (NP-IN)

Yapisinda nanokapsiil iceren kitosan fiberler, BSA yiikli PLGA ve PHBV nanokapsiillerin,
kitosan polimer ¢dzeltisinin i¢ine ¢oktiirme banyosuna enjekte edilmeden dnce eklenmesiyle
elde edilmistir. Kisaca, BSA tasiyan 2 mg PLGA ve 10 mg PHBYV nanokapsiiller asetik asit
cozeltisi i¢cinde hazirlanmis 0.6 mL kitosan ¢ozeltisiyle karistirilmis ve bu karigim ¢oktiirme
banyosu i¢ine enjekte edilmistir. Devaminda uygulanan prosediir kitosan fiber ag yapili
desteklerin hazirlanmasi i¢in kullanilan prosediiriin aynisidir. Doku destegi basimna 2 mg
PLGA ve 10 mg PHBV nanokapsiil kullanilmistir. Son olarak elde edilen yapilar etilen oksit

ile sterilize edilmistir.
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Sekil 2.2 Cift emiilsiyon yontemi ile PLGA ve PHBV nanopartikiillerinin hazirlanmasi
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2.2.3.2 Nanokapsiillerin kitosan doku desteklerinin iistiine yiiklenmesi (NP-ON)

Nanopartikiillerin kitosan doku desteklerinden sirali salimi i¢in ikinci olarak NP-ON metodu
kullanilmistir. Nanokapsiillerin kitosan doku desteklerinin iistiine yiiklenmesi, 20 mg/mL lik
PLGA ve 100 mg/mL lik PHBV nanokapsiil slispansiyonundan 100 pL alinarak doku
desteklerinin istiine eklenmesi ve siispansiyonun doku desteklerinin ig¢ine girmesini ve
dagilmasini saglamak amaciyla vakum-basing uygulamasi yapilmasi ile saglanmistir. Doku
destekleri daha sonra bir gece boyunca vakum firininda oda sicakliginda kurutulmustur. Son

olarak elde edilen yapilar etilen oksit ile sterilize edilmistir.

2.2.3.3 Cift Katmanh Kitosan Bazli Doku Desteklerine BSA eklenmesi

Cift katmanli yapilara BSA, kitosan tabakasi igine (Ch-IN) ve aljinat tabakasi i¢ine (Alg-IN)
olmak tizere iki farkli sekilde yiiklenmistir. Ch-IN yiiklemede, her bir doku destegi i¢in 50 pg
BSA kullanilan %4 liikk kitosan ¢ozeltisi i¢ine karistirilmis ve daha sonra 1slak egirme
yapilmustir. Alg-IN yiiklemede de aym sekilde her doku destegi icin 50 ng BSA %2’lik 0.3
mL aljinat ¢ozeltisi i¢ine karistirllmis ve bu ¢ozelti vakum-basing dongiisii kullanilarak

kitosan yapilar iizerine kaplanmistir.

2.2.4 Karakterizasyon
Tiim hazirlanan nanotaneciklerin, destek fiber yapilarin ve olusturulan kompozit desteklerin

degisik ozellikleri asagida belirtilen farkl teknikler ile incelenmistir.

2.2.4.1 Taramah Elektron Mikroskopisi

Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) analizi sonucunda hazirlanan nanopartikiillerin boyut
ve yapilar1 incelenmistir. Ornekleri SEM analizine hazirlamak icin PLGA ve PHBV
nanokapsiil ¢ozeltilerinden 50 ser pL alinmis ve karbon bantlar {izerinde oda sicakliginda
kurutulmugtur. Daha sonra altin ile kaplanan 6rneklerin SEM fotograflar1 alinmis ve sekil

incelemeleri yapilmustir.
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2.2.4.2 Parcacik Boyutu Analizi

PLGA and PHBV bazli nanopartikiillerin pargacik boyutlar1 Zeta Potansiyel ve Mobilite
Olgiim Cihaz1 (Malvern Nano ZS90, UK) kullanilarak belirlenmistir.

2.2.4.3 in Situ Bozunmanin Degerlendirilmesi

2.2.4.3.1 PLGA ve PHBYV Nanokapsiillerin Bozunmasi

Hazirlanan nanokapsiillerin in situ bozunmasini tayin etmek i¢in, BSA yiikli PLGA ve PHBV
naokapsiillerden 5 mg alinmis ve 37°C de steril PBS ¢ozeltisi (1 mL, 10 mM, pH 7.4) igine
konularak orbital karistiricida inkiibe edilmistir. 3, 10, 15 ve 21. gilinlerde 6rnekler santrifiij
edilmis, saf suyla yikanmis, liyofilize edilmistir ve SEM ile incelenmistir. Nanokapsiillerin
bozunmayla ortaya ¢ikan asidik tirtinlerinin miktarini belirlemek amaciyla ¢oziicii ortamin pH

degeri olgtilmistiir (CyberScan 510 pH, Eutech Instruments, USA).

2.2.4.3.2 Doku Desteklerinin Su Tutma ve Bozunma Karakteristiklerinin incelenmesi

Kitosan doku desteklerinin fiziksel Ozelliklerindeki (fiber kalinligi, ornek agirligi, yilizey
ozellikleri vb.) degisimleri incelemek amaciyla drnekler 37°C de steril PBS ¢ozeltisi (1 mL,
10 mM, pH 7.4) icine orbital karistiricida 6 hafta boyunca inkiibe edilmistir. Belirlenen zaman
araliklarinda (1, 2, 3 ve 6. haftalar) O6rnekler alinmis, kurutulmus ve SEM analizi ile

ylizeylerindeki degisimler incelenmistir.

Her zaman aralifinda 6rnekler inkiibasyondan ¢ikarilmais, liyofilize edilmis ve kiitle kaybini
belirlemek i¢in tartilmistir. Tartilan Ornekler tekrar inkiibe edilmistir. Alti hafta sonunda
orneklerin boyutlari mikrometre ile Olgiilmistiir. Fiber kalinliklarindaki degisimler ise

florosan mikrografi (Leica TCS SPE, Germany) ile belirlenmistir.

2.2.4.4 Mikrobilgisayarh Tomografi (u-CT)

Ug boyutlu (3-D) kitosan ve kitosan/PEO doku desteklerinin ortalama gozenekliligi ve
gozeneklilik dagilimi mikro-CT cihazi (u-CT 20, Scanco Medicals, Switzerland) ile

belirlenmistir. Doku destekleri, 7 pm kalinligindaki ve 200 dilimler halinde taranmis olup,
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elde edilen goriintiiler CT Analizatérii ve CT Vol Realistic 3-D Visualization (SkyScan,

Belgium) yazilimlari ile 3-D goriintiilere doniistiiriilmiistiir.

2.2.5 In Situ Salim Cahsmalar1

2.2.5.1 Serbest Halde ve Doku Destegi Icine Yerlestirilmis Nanokapsiillerden BSA

Salim

PLGA ve PHBV nanokapsiillerin enkapsiile etme verimliligi ve salim kinetikleri model
protein olarak bovin serum albumin (BSA) kullanilarak ¢alisilmistir. Salinan protein miktari
Coomassie Plus Bradford tayininin mikro protokolii kullanilarak saptanmistir. PLGA ve
PHBV nanokapsiillerden BSA salimi, 5 mg nanokapsiiliin PBS ¢6zeltisine konularak (1 mL,
pH 7.4) eppendorf tiip icinde 37°C de inkiibe edilmesiyle incelenmistir. Cesitli zaman
araliklarinda (3 s ve 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 21, 28, 36 and 45. giinler) drnekler santrifiij edilmis
ve inkiibasyon ortaminda bulunan ve ortama gegen protein miktar1 Bradford tayini
kullanilarak saptanmistir. Kisaca, {ist fazdan 150 pL alinarak 96 kuyucuklu kaba konulmus ve
iistiine 150 uL Bradford belirteci eklenmistir. Ornekte bulunan proteinler Coomassie boyasina
baglanarak kirmizimsi kahverengiden (Amax 465 nm) maviye (Amax 610 nm) giden bir spektral
kaymaya sebep olmustur. Oda sicakliginda 10 dakika bekledikten sonra, boyanin iki formu
arasindaki sogurma farkinin en yiiksek oldugu 595 nm de sogurma, plaka okuyucu (plate
reader) kullanilarak saptanmistir. Kalibrasyon egrisi kullanilarak sogurma ile protein
konsantrasyonu arasinda bir korelasyon saglanmistir. Kalan ¢okeltinin {istiine 1 mL taze PBS
cozeltisi eklenerek inkiibasyona devam edilmistir. PLGA ve PHBV nanokapsiillerin
enkapsiile etme verimliligi nanokapsiiller dikloro metan i¢inde ¢oziilerek bulunmustur. Bunun
icin, 5 mg PLGA ve ya PHBV nanokapsiil cam test tliplere konulmus ve iistiine 2 mL
diklorometan eklenerek ortam vortekslenmistir. Daha sonra nanokapsiillerdeki proteinleri
ayirmak i¢in ¢ozeltiye 2 mL su eklenmis ve ortam tekrar vortekslenmistir. Bu islemin birkag
kez tekrar edilmesinden sonra su fazi ayrilmis ve i¢indeki protein miktar1 daha 6nce belirtilen
tayin yontemi ile saptanmistir. Kitosan yapilara konulan nanokapsiillerden protein salimi,
BMPleri temsilen BSA kullanilarak calisilmistir. BSA yiikli 2 mg PLGA ve/veya 10 mg
PHBYV nanokapsiil eklenmis yap1 iskeleleri 24 kuyucuklu kaplara konularak {istlerine 1 mL
PBS ¢6zeltisi eklenmis ve 37°C de inkiibe edilmistir. Degisik zaman araliklarinda (1, 3, 5, 10,
15 ve 25. giinler) sivi kisim ortamdan uzaklastirilmis ve igerisindeki protein miktari

Coomassie Plus tayini kullanilarak spektrofotometrik olarak hesaplanmistir. Devaminda her
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ornegin lstiine 1 mL PBS eklenerek inkiibasyona devam edilmistir. Deneyler 3 er kez tekrar

edilmis ve ortalama degerler alinmistir.

2.2.5.2. Serbest Haldeki Nanokapsiillerden BMP Salimm

Yiikleme verimliligi ve salim karakteristiklerinin BSA kullanarak optimize edilmesinden
sonra, BMP-2 ve BMP-7 yiiklii nanokapsiillerin salim kinetikleri ilgili ELISA kitler
kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla BMP-2 yiikli PLGA ve BMP-7 yiikli PHBV
nanokapsiilleriden 2 ser mg alinarak eppendorf tiipler icinde 37°C de 1 mL steril PBS ile
inkiibe edilmistir. Belirli zaman araliklarinda (1, 3, 10, 15 ve 21. giinler) o6rnekler santrifiij
edilmis ve iist faz alinarak yerine taze PBS ¢ozeltisi (1 mL) konulmustur. Ortama gecen BMP

miktarlari ilgili ELISA kitleri kullamlarak tayin edilmistir.
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SONUCLAR

3.1. Nanoparcacikl Sirali Salim Sistemlerinin Hazirlanmasi

3.1.1. Parcacik Sekli ve Boyutu

PLGA ve PHBYV nanopartikiiller, farklt bozunma hizlarina sahip olmalari nedeniyle tasidiklari
proteinlerin farkli zamanlarda ve sirali olarak salimini gergeklestirirler. Bu calismada,
PHBV’ye gore daha hizli biyobozunma hizina sahip olan PLGA nanopartikiiller, sirali salim
sisteminin “erken donem salim” basamagini, ve daha uzun siirede biyobozunma &zelligine
sahip olan PHBV nanopartikiilleri ise “uzun dénem salim” basamagim olusturacak sekilde
hazirlanmistir. S6z konusu polimerlerin %5, %10 ve %20 derisimdeki ¢ozeltileri hazirlanmis
ve polimer derisiminin partikiil olusumu {izerindeki etkisi incelenmistir. Bu ¢ozeltiler iginde,
%S5 derisimde hazirlanan polimer ¢ozeltilerinde nanopartikiil olusumu gézlemlenememistir ve
dolayistyla bu calismalara konsantrasyonda devam edilmemistir. Nanopargaciklar ig¢in
optimum boyut degerleri %10 ve %20 derisimindeki c¢ozeltiler kullanilarak elde edilmistir.
SEM analizi sonucunda polimer derisiminin arttirilmasiyla nanopartikiillerin daha kiigiik ¢apli
bir sekilde tretilebildigi gézlemlenmistir (Sekil 3.1). Buna ek olarak, ayn1 kosullarda iiretilen
PLGA nanopartikiillerin PHBV nanopartikiillere gore daha kiigiik ve boyut dagilim1 agisindan
daha homojen ve bir 6rnek oldugu belirlenmistir. Ayrica, SEM mikrograflari incelendiginde,
iiretilen nanoparcacik capinin 400 nm - 900 nm araliginda oldugu, kapsiil duvar kalinliginin

200 nm civarinda oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 BSA vyiiklii nanokapsiiller (a) PLGA: 10% (x50,000), (b) PLGA: 20% (x5,000),
(c) PHBV: 10% (x20,000), (d) PHBV: 20% (x1,000).

Zeta Potansiyel ve Mobilite Olgiim Cihaz1 ile, %10 PLGA ve %10 PHBV c¢ozeltilerinden
hazirlanan nanopartikiillerin parcacik boyutlari belirlenmis olup, PLGA nanopartikiillerin
ortalama tanecik biytkligi 327 nm (190 - 615 nm) ve PHBV nanopartikiillerin ortalama
tanecik biiylkligi 438 nm (255-712 nm) olarak belirlenmistir. Bu nanopargaciklar igin
parcacik boyutu dagilimi Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2 PLGA ve PHVB nanoparcaciklar i¢in tanecik bliylikligi dagilimi

3.1.2. Yiiklii PLGA ve PHBYV Nanokapsiillerin Bozunmasi

Biyoaktif ajanlarin tasiyicilardan salimi nanokapsiillerin bozunmasina da bagli oldugundan,
PLGA ve PHBV nanokapsiillerin in situ ortamda bozunma karakteristikleri incelenmistir.
Bozunmanin bir isaret¢isi olarak ortam (PBS) pH’s1 21 giinliik inkiibasyon siiresince
kaydedilmistir (Sekil 3.3). Ortam pH’smnin zamanla azaldigi gozlemlenmis ve bu sonug
nanokapsiillerin  hidrolitik bozunmaya ugramasiyla ortaya ¢ikan asidik iriinlerle
iligkilendirilmistir. Ortam pH’sindaki diisiis inkiibasyonun ilk giinlerinde daha hizli olmustur,

bu da PLGA’nin bozunma hizinin fazla olmasina baglidir.

PH of Supernatant

Time (days)

Sekil 3.3 PLGA ve PHBYV nanokapsiillerin inkiibasyonu siiresince ortamin pH degisimi.
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PLGA ve PHBV nanokapsiillerin in situ ortamda bozunmalar1 SEM analizi ile de takip
edilmistir. inkiibasyon siiresinin 21. giiniinde, PLGA nanokapsiillerin biitiinliigiinde fazla
miktarda kayip ve bozunma goézlemlenmistir. PLGA nanokapsiillerdeki bozunma PHBV
kapsiillere gore ¢cok daha fazladir (Sekil 3.4). Bu sonuglarda PLGA nin hizli, PHBV nin yavas

salim i¢in se¢ilmesinin dogrulugunu desteklemektedir.

Sekil 3.4. BSA yiiklii nanokapsillerin 37°C de steril PBS (pH 7.4) iginde bozunmasi
(@) PLGA, giin 0 (x50,000), (b) PLGA, giin 15 (x50,000), (c) PLGA, giin 21 (x50,000),
(d) PHBV, giin 0 (x10,000), (€) PHBV, giin 15 (x10,000), (f) PHBV, giin 21 (x10,000).

3.1.3 Enkapsiilasyon Etkinligi ve Salim Kinetikleri

Degisik derisimlerinde (%5, %10 ve %20) hazirlanan PLGA ve PHBV nanopartikiillerin BSA
ile yiiklenebilme etkinligi ve BSA salim kinetikleri incelenmistir. Uretilen nanopartikiillerin
icerisine yiiklenebilen maksimum protein miktari, proteinin su ile ekstrakte edilmesi ve
timiiniin nanokiirelerden ayristirilmasi sonrasinda belirlenmistir. Hem PLGA hem de PHBV
nanokapsiil kullaniminda BSA’nin maksimum yiiklenebilme etkinligi i¢in optimum polimer

derisimi %10 olarak belirlenmistir (Tablo 2).
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Polimer konstrasyonunun %10 oldugu c¢ozeltilerden hazirlanan tanecikler icinde, PLGA
nanopartikiillerin BSA’y1 yiikleyebilme etkinliginin, PHBV ’ye gore hemen hemen 5 kat daha
fazla oldugu saptanmistir. Bu degerler, PLGA i¢in 84.75+1.47 ve PHBV igin 16.72+1.06
olarak bulunmustur.

Bu nedenle, en yliksek protein yiikleme yiizdesinin elde edilebilmesi i¢in optimal kosulun

%10 derisime sahip polimer ¢dzeltisi kullanilmasi oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.1. BSA nin hapsedilme etkinligi

Polimer konsantrasyonu Yiikleme etkinligi
(%, wiv) PLGA PHBV
5 74.30+2.33 12.55+0.12
10 84.75+1.47 16.72+1.06
20 70.66+1.34 12.06+0.53

Salimlarin kinetik hesaplamalar1 en uygun sekilde Higuchi model ile hesaplanmistir. Higuchi
modelde kullanilan esitlik Mt/Mo = k.t“? olarak verilir. Bu modele yonelik hesaplanan
degerler, Tablo 3.2 de verilmistir. Higuchi hiz sabitinin (k) degeri, Mt/M degerlerinin t+2
degerlerine karsi ¢izilmesi ile elde edilen salim profilinin ilk egiminden hesaplanmistir.

Nanopartikiillere ait salim grafikleri Sekil 3.5 de verilmistir.
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Tablo 3.2 Higuchi Modeline gére BSA proteinin PLGA ve PHBV nanopartikiillerinden salim
kinetik degerleri

Polimer Cesidi ve

Baslangi¢ Polimer Kapsul Igerigi Kn r?
Konsantrasyonu (w/v)
PLGA, 5% BSA 0.0306 0.9454
PLGA, 10% BSA 0.0908 0.9842
PLGA, 20% BSA 0.0924 0.9141
PHBV, 5% BSA 0.0754 0.9834
PHBV, 10% BSA 0.0789 0.9869
PHBV, 20% BSA 0.1081 0.9289
PLGA, 10% BMP-2 0.0987 0.9525
PHBV, 10% BMP-7 0.0636 0.9941

Salim kinetigi, hapsetme etkinligi ve pargaciklarin boyut dagilimi géz 6niine alindiginda, %10
luk polimer ¢zoeltisiyle hazirlanan PLGA nanokapsiillerin hizli salim elemani, %10 luk
polimer c¢ozeltisiyle hazirlanan PHBV nanokapsiillerin ise yavas salim elemani olarak

kullanilmasina karar verilmistir.

Nanotaneciklerden BMP-2 igin gozlemlenen salim profile de, BSA ile olan salima gore biraz
daha hizli olmas1 diginda biiyiik benzerlik gostermektedir. Bunun yaninda BMP-7 nin salim
profilinin de BSA ya gore daha yavas oldugu gozlemlenmis ve bu iki biliylime faktorii

birlestirildiginde siral1 bir salim sisteminin ortaya ¢ikacagi ongdrilmiistiir.
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Sekil 3.5 Degisen konsantrasyonlarda polimer ¢ozeltileriyle hazirlanan nanokapsiillerden

BSA salimi, (a) PLGA kapsiiller, (b) PHBV kapsiiller.
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Sekil 3.6 Polimerik nanokapsiillerden BMP salim1 (BMP-2, %10luk PLGA nanokapsiillerden;
BMP-7, %10luk PHBV nanokapsiillerden).

3.2 Kitosan Doku Desteklerinden Biiyiime Faktorii Salim

3.2.1 Fiber Ag Yapida Kitosan Doku Desteklerinin Hazirlanmasi

Uc¢ boyutlu (3-D) fiber kitosan doku destekleri, 1slak egirme ydntemiyle hazirlanmustir.
Destek hazirlanmasinda, ¢6zelti igerisindeki kitosan miktarimin, PEO ve asetik asit

derisimlerinin, fiberlerin yapilar1 {izerine etkisi ¢alisilmistir.

Ik olarak, farkli kitosan konstrasyonlarmin (%4; CHI4-HAC2 &rnegi; ve %6 ; CHI6-HAC2
ornegi) fiber yapilara etkisi incelenmistir. Kitosan konsantrasyonunundiisiik oldugu
durumlarda, 6rnegin %4’lin altinda hazirlanan kitosan ¢ozeltilerinde fiber yapilarin diizgiin
olustugu goézlemlenmistir. %4 ‘lik hazirlanan kitosan ¢6zeltisinin, %6’lik hazirlanan kitosan
cozeltisine gore daha iyi viskositeye sahip oldugu ve hazirlanan fiberlerin yiizeylerinin daha
piirlizsiiz oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.7). Diger taraftan, %8’lik hazirlanan kitosan

¢ozeltisinin diizgiin fiber yapilar olusturmadigini tespit edilmistir.

Optimum konsantrasyon olarak %4 liikk kitosan ¢ozeltisi se¢ilmistir ve kitosan ¢ozeltisi %2 lik
PEO ile 2:1 oraninda karistirilarak, kitosan (4%) / PEO (2%) destekleri (CHI4-PEO2-HAC2)
hazirlanmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7 Desteklerin SEM fotograflar1 a-c: CHI4-HAc2 fiber ag yapili doku destekleri, (a)
x15, (b) x100, (c) x1,000; d-f: CHI6-HAC2 fiber ag yapili doku destekleri (d) x15, (e) x100,
(f) x1,000. Olgek cubugu (a, d) 2 mm, (b, €) 200 pm, (c, f) 20 pm.

Kitosan ¢ozeltilere PEO eklenmesinin, 1slak egirme yontemi ile elde edilen kitosan doku
desteklerinin yapisal 6zelliklerini gelistirdigi gézlenmistir. PEO derisiminin %2’nin iizerine
ciktiginda ise 1slak egirme yapilamayacak kadar viskoz ¢ozeltiler elde edilmistir. Sekil 3.7 ve
Sekil 3.8’de, kitosana PEO eklenmesi ile elde edilen yapilarin SEM goriintiileriyle,

sunulmustur. Kitosana PEO eklenmesi, fiber yiizeylerinin piiriizliliiglinde herhangi bir
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degisime yol agmasa da, fiber kalinliklarinda artisa neden olmustur. Fiber yiizey 6zelliklerine
polimer derisimlerin etkisinin yan1 sira, ¢oziicli konsantrasyonun etkisi de incelenmistir. Bu
amagla, kitosan ¢ozeltisi %2 ve %S5 asetik asit icerisinde hazirlanmistir. %2’lik asetik asitle
hazirlanan cozeltilerle elde edilen fiberlerin yiizeylerinin daha diizgiin ve piirlizsiiz oldugu

gbzlemlenmistir (Sekil 3.8)

Yiizey oOzelliklerinin hiicre-malzeme iliskisini degistirebilecegi icin, farkli kosullarda
hazirlanan doku destekleri arasindan, ylizey piiriizliiliigii en az olan CHI4-HACc2 ve belirgin
bir yiizey piriizliliigiine sahip olan CHI4-PEO2-HACS segilerek karakterizasyon

calismalarina devam edilmistir.
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Sekil 3.8 Desteklerin SEM fotograflari

a-c: CHI4-PEO2-HAc?2 fiber ag yapili doku destekleri, (a) x15, (b) x100, (c) x1,000;
d-f: CHI4-PEO2-HACS fiber ag yapili doku destekleri, (d) x15, (e) x100, (f) x1,000.
Olgek cubugu (a, d) 2 mm, (b, €) 200 um, (c, ) 20 um.

3.2.2 Kitosan Bazh Cift Katmanh Doku Desteklerinin Hazirlanmasi

Kitosan doku desteklerinin yukarida anlatildigi sekilde hazirlanmasindan sonra, fiber
yiizeylerinin aljinat ile kaplanmasi ve nanokiirelerin aljinat ile fiber yilizeylerine konulmasina

karar verilmis, ve bu tiir eklemenin salim hizina etkisi incelenmistir. Bu amagcla, %2 ve
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%4’1iik aljinat ¢ozeltileri hazirlanmistir. %4°liik aljinat ¢6zeltisinin viskozitesinin ¢ok yiiksek
olmas1 sebebiyle, vakum-basing dongiisii ile desteklere eklenmesinin etkin olarak
yapilamadigl gozlemlenmis ve ¢alismanin devaminda %2’lik aljinat ¢6zeltisi kullanilmistir.

Kitosan ylizeyleri bu ¢ozeltiler ile kaplanmustir.

Kitosan ve aljinatin kimyasal yapilarinda bulunan zit kutuplu fonksiyonel gruplar, bu iki
polimer arasinda polielektrolit kompleks olusumuna sebebiyet vermektedir. Bdylece, cift
katmanl yapilarin olusumu saglanmis ve bu yap1 SEM goriintiileriyle agikca gézlemlenmistir

(Sekil 3.9).

Sekil 3.9 Hazirlanan ¢ift katmanli doku desteklerinin kesit SEM mikrograflari. (a) x100,
(b) x1000, (c) x8000

Nanokapsiillerle saglanan sirali salim sisteminin, kitosan doku desteklerinde, ¢ift katmanh
yapida katmanlarda kullanilan degisik polimerlerin bozunma hizlarindaki fark ile saglanmasi

ve bu katmanlarin salim kinetigi iizerine etkileri de incelenmistir.

3.2.3 Doku Desteklerinin Karakterizasyonu

Secilen doku desteklerinin (CHI4-HAc2 ve CHI4-PEO2-HAcS) yapilarinda, p-CT analiziyle
elde edilen 3-D goriintiilerinde belirgin bir degisiklik gézlemlenmemistir (Sekil 3.10). CHI4-
HAc2 ve CHI4-PEO2-HAcS doku desteklerinin gozeneklilik degerleri sirasiyla 85.4+3.5 %
ve 86.7+4.8 % olarak tespit edilmistir. CHI4-HACc2 doku desteklerinin her tarafinda devamli
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ve diizenli gozeneklilik dagilimi gozlemlenmistir (Sekil 3.11). Buna ek olarak, yap1 lizerinde
ve altinda gozenekliligin belirgin sekilde degismedigi ve doku desteginin iist kisimlarinda
%98’e ulastigi, alt kisimlarina dogru %85 degerine diistiigii gézlemlenmistir. Elde edilen
kitosan doku desteklerinin devamli ve diizenli gézeneklilik dagilimi, bu destek dokularinin
icine dogru yeterli oksijen ve besin taginabilmesi ve destek doku igerisinde yeterli hiicre

yogunluguna ulagilabilmesi agisindan olduk¢a 6nemli bulgulardir.

Sekil 3.10 Doku desteklerinin p-CT kullanilarak elde edilmis 3-D  goriintiileri
(a, b) CHI4-HAC2; (c, d) CHI4-PEO2-HACS.
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Sekil 3.11 CHI4-HAc2 doku desteginin gozeneklilik dagilimi

CHI4-HAc2 ve CHI4-PEO2-HACS doku desteklerinin fiziksel degisimleri, doku desteklerinin
PBS (10 mM, pH 7.4) tampon c¢ozeltisi igerisinde 37°C’de 21 giin siire boyunca inkiibe
edilerek ve inkiibasyonun 7, 14 ve 21. giinlerinde donma-kurutma ile elde edilen kuru
hallerine gore fiziksel boyut degisimi, ve fiber boyutu ile agirlik degisimleri belirlenerek

gozlemlenmistir. Islak fiberlerin boyutlar1 ve agirliklar1 21. giin sonunda belirgin bir sekilde

degismistir (Tablo 3.3).

21. giin sonunda, her iki doku desteginin agirliklarinin kiitlece % 500-600 kadar arttigi

gozlemlenmistir. Her iki doku desteginin, fiberlerinin kalinhgindaki artisgin % 55,

yiiksekligindeki artisin % 20 oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 3.3 Kitosan doku desteklerinin 6zelliklerinin PBS i¢inde 21 giin inkiibasyon sonrasi

degisimi
CHI4-HAc2 CHI4-PEO2-HACS

Fiber Kalinlig1 (%) 53 59

Doku Destegi
18 29

Yarigap1 (%)

Doku Destegi
25 29

Yiiksekligi (%)

Doku Destegi
600 500

Agirhigt (%)

Kitosan-bazli doku desteklerinin bozunma mekanizmasinin incelenmesi amaciyla, PBS
tampon ¢ozeltisi igerisinde 37°C” de 21 giin siire boyunca inkiibe edilen ve inkiibasyonun 21.
giinlinliin sonunda alman destekler donma-kurutma teknigi ile kurutulmus ve fiber yiizey
yapilarindaki degisimler SEM ile analiz edilmistir. Ayrica, baslangicta ve 21 giin inkiibasyon
sonrast tartilan Ornekler arasindaki agirlik farkindan gravimetrik olarak bozunan miktar

belirlenmistir.

Gravimetrik analize gore kitosan doku desteklerinde, 3 hafta sonunda belirgin bir agirlik farka
gozlemlenmemistir. CHI4-HAc2 doku desteklerinin fiber yapilarinda belirgin bir degisim
gozlenmemis olup (Sekil 3.12 a,c), CHI4-PEO2-HAC5 doku desteklerinde ise yiizeydeki
PEO’in ¢ézlinmesinden dolayi ylizey piiriizliiliigiliniin, ilk giine gére arttig1 goriilmiistiir (Sekil
3.12 b,d). Aslinda kitosanin ¢ok saglam bir yapisi olmasi ve kristallenebilme 6zelligi, sulu
ortamlarda ona biiyiik dayanim saglamaktadir. Ancak, in vivo sartlarda, viicut i¢inde bulunan

enzimlerin etkileri sonucu kitosanin degredasyon hizinin artmasi beklenmektedir.
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Sekil 3.12 Inkiibasyon dncesi ve PBS iginde 21 giin inkiibasyon sonrasi fiber desteklerin SEM
goriintiileri.

Inkiibasyon 6ncesi, (a) CHI4-HAc2, (b) CHI4-PEO2-HACS5;

Inkiibasyon sonras1 21. giin, (c) CHI4-HAc2, (d) CHI4-PEO2-HACS.

3.2.4 Nanoparcaciklarin Kitosan Doku Desteklerine Yiiklenmesi

PLGA ve PHBV nanokapsiiller, hazirlanan kitosan fiber ag yapili doku desteklerinin igerisine
(NP-IN) ve iistiine (NP-ON) olmak tizere iki farkli yontemle yiiklenmistir. NP-IN yontemiyle
hazirlanan nanokapsiil yiiklii CHI4-HAc2 ve CHI4-PEO2-HACS doku destekleri, PHBV ve
PLGA nanokapsiillerin kitosan ve kitosan/PEO ¢dzeltilerinin icerisine eklenerek 1slak egirme
yontemiyle elde edilmistir. PHBV ve PLGA nanokapsiilleri iceren CHI4-HAc2 fiberleri,
nanokapsiil yiiklii olmayan CHI4-HAC2 fiberlerle karsilagtirildiginda yiizey piiriizliliigtindeki
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farklilik acik¢a goriilmektedir. CHI4-PEO2-HACS5 doku desteklerinde ise, nanokapsiil
icermeyen fiberlerin de yiizeyleri piiriizlii oldugu i¢in, dnemli bir farklilik gézlenmemistir

(Sekil 3.13).

Sekil 3.13 PLGA nanokapsiil yiiklenmis (NP-IN) doku desteklerinin SEM mikrograflar (a)
CHI4-HACc2 fiber, (b) CHI4-PEO2-HACS fiber (x1,000, kiigiik mikrograflar dahil).

Ikinci metotta, PLGA ve PHBV nanokapsiiller CHI4-HAc2 doku desteklerinin iizerine
ekilmistir (Sekil 3.14 a,b). Nanokapsiillerin zamanla fiberler iizerindeki durumu 21 giin

stiresince SEM mikrograflari ile hiicre kiiltiir ortami1 (DMEM 20% fetal bovine serum (FBS),
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100 pg/mL penisilin and 100 pg/mL streptomycin) (37°C, % 5 CO,) igerisinde
degerlendirilmistir. SEM mikrograflarinda (Sekil 3.14 ¢, d) nanokapsiillerin 21. giin sonunda

bile halen fiberler iizerinde bulundugu gézlenmistir.

e~

188Hm b QlBPm
METU ~ 28KU %209 4 X2,800

Sekil 3.14 NP-ON yontemiyle hazirlanan CHI4-HAc2 doku desteklerinin {izerine yiiklenmis
PLGA ve PHBV nanokapsiillerin SEM mikrograflar (a) x200; ilk giin, (b) x2,000; ilk giin, (¢)
x6,000; 21.giin, (d) x12,000; 21.giin.
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3.2.5 Salim Karakteristigi

3.2.5.1 Kitosan Doku Desteklerinin Salim Karakteristigi

Salim kinetigi ¢alismalari i¢in, serbest nanokapsiillerden BSA salim grafikleri ile NP-ON and
NP-IN olmak iki sekilde hazirlanan CHI4-HAc2 doku desteklerinden BSA salim grafikleri
karsilastirilarak yiikleme basamaginin etkileri incelenmistir. PLGA ve PHBV nanokapsiillerin

CHI4-HACc?2 doku desteklerine eklenmesinin ani ve hizli salinimi yavaslattigi tespit edilmistir
(Sekil 3.15).

100

90 - % ________________ Lo

30
70
60

Salim (%)
A
=

---0---PLGA ---0--PHBV
—e—PLGA (NP-ON) —=—PHBV (NP-ON)
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Zaman (Giin)

Sekil 3.15 PLGA ve PHBV nanokapsiillerden ve bu kapsiillerle yiiklii doku desteklerinden
BSA salim grafikleri.

PLGA ve PHBV nanokapsiillerden salim oranlar arasindaki farkliliklar ilk 3 giin icerisinde
gbzlenmistir. Daha 6nce, PLGA nanokapsiillerin, en yiiksek protein tasima yiizdesine sahip
olmasinin yani sira en yiiksek protein salim hizina sahip olmalar1 nedeniyle sirali bir salim

sisteminin kisa donem salim parcast olarak kullanilmasi optimal kosul olarak belirlenmisti.
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Inkiibasyonon 21. giiniiniin sonunda, PLGA nanokapsiillerine yiiklenmis BSA proteinin
tamaminin salindigt gozlenmesine ragmen, PHBV nanokapsiillerine yiliklenmis BSA
proteininin tamaminin salinmadigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, NP-IN ydntemiyle
hazirlanan CHI4-HAc2 doku desteklerinin igerisinde yliklenen PLGA ve PHBV
nanokapsiillerinin salim hizinin, NP-ON yontemiyle hazirlanan yiiklii doku desteklerine gore
cok daha yavag oldugu tespit edilmistir. 25. giin sonunda, NP-IN yontemiyle hazirlanan doku
destekleri igerisinde bulunan PLGA ve PHBV nanokapsiillerin sirastyla BSA salim
miktarlarinin % 70 ve % 40 oldugu gozlenmistir. Bu bulgulara ek olarak, salim miktarlarinin
ve dolayistyla salim kinetiginin, nanokapsiiliin bulundugu yere (NP-IN veya NP-ON) gore de
degistigi agikca goriilmektedir. Hazirlanan doku desteklerinin salim miktarlarinda,
nanokapsiiller fiberler iizerinde bulundugunda (NP-ON), BSA model proteininin katlanmasina
bagl olarak sadece difiizyonal kisitlama s6z konusu iken nanokapsiiller fiber yapisi igerisinde
hazirlandiginda (NP-IN) fiber yapisindan kaynakli ek bir engelden de -etkilendigi

distiniilebilir.

3.2.5.2 Kitosan Bazh Cift Katmanh Doku Desteklerinin Salim Karakteristigi

Cift katmanli doku desteklerine BSA yiiklenmesi, 1slak egirme yontemi ile hazirlanan kitosan
fiberlerin i¢ine (Ch-IN) veya kitosan fiberler hazirlandiktan sonar aljinat ile kaplanirken bu
tabakanin igine (Alg-IN) olmak fiizere iki farkli katmandan da gergeklestirilmistir. Bu
durumda, nanotanecik kullanilmadan BSA direk kitosan veya aljinat icine yiiklenmistir. Bu
iki tip yiikleme sonucu elde edilen salim karakteristigi s6z konusu sistemin nanoparcacik
kullanilmasina gerek kalmadan sirali salim yapabilecegini gostermektedir (Sekil 3.16). Bu tiir

bir sistem de daha ekonomik bir uygulama i¢in ayrica dnerilmektedir.

53



100

90

80

—m — —a  Alg-IN

5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

zaman (giin)

Sekil 3.16 Cift katmanli doku desteklerinden BSA salimi

SONUC

Cift katmanl veya multi katmanl fiber yapilar ve degisik biyoaktif ajanlar ile yiiklenmis
farkli yapidaki nanotanecikler, amaca uygun olarak bir araya getirilerek ¢cok degisik kompozit
sistemler hazirlanabilir. Bu sistemlerin iglerinde bulunan aktif ajanlar1 dogada oldugu gibi
farkli hizda, farkl siirede, ve farkli diizeyde salmasi saglanabilir. Diger taraftan doku destek
malzemesi biyobozunur kimyasallar ile hazirlanirsa, destek yok olurken doku kendini
yenilemis olacaktir. Bu sekilde hazirlanacak ilag tasiyicilar doku miihendisligi amagli oldugu

gibi tedavi edici tasiyici cihazlar olarakta dnem tagimaktadir.
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