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ONSOz

Bu projede, doku muhendisligi uygulamalari igin, kitosan-jelatin/hidroksiapatit iceren
kompozit destek yapilari olusturulmus, karakterizasyonlari yapiimis ve hucreler ile
etkilesimi  incelenmigtir.  Desteklerin  hazirlanmasinda, laboratuvarlarimizda
sentezlenen sinterli ve sintersiz hidroksiapatit tozlari farkl oranlardaki kitosan-jelatin
karigimlarina eklenmig, ¢ozeltiden kurutma teknigi ile hazirlanan 2-Boyutlu ve
dondurarak-kurutma teknigi ile hazirlanan 3-boyutlu desteklerin farkli 6zellikleri
incelenmistir. Elde edilen sonuclar c¢ercevesinde desteklerin hazirlanis sartlar

optimize edilmistir.
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laboratuvarlarinda vyiritilen bu proje, TUBITAK tarafindan 1002 Hizli Destek
Programi kapsaminda 109M325 proje koduyla 01 Agustos 2009 - 01 Agustos 2010

tarihleri arasinda desteklenmigtir.



ICINDEKILER

(0] N1 740N i
ICINDEKILER ...ttt en et n s aean e iii
TABLOLAR LISTESI ..ot v
SEKILLER LISTESI ...t vi
@ 74 = LR viii
S 1 O PSSR iX
1 GIRIS e ettt erete et eaeetean e 2
2 GENEL BILGILER ... .ottt ettt eaen 2aeeteneaeeaennees 3
2.1 Sert Doku MUNENAISIIGi......ciueeiiiiiiieiiiiie e 3
2.2 Doku Destek MalZemeleri.........coouiiiiiiiiiiiiie e 5
2.2 KHOSAN.....eiiiiiie e 7
2,22 JelAlin . 8
2.2.3  Hidroksiapatit..........ccoooiiiiii e 9

2.3 Sert Doku Mihendisliginde Kullanilan HUcreler...........cccccvveeeiiiiciiienee e 10
2.4 Doku Desteklerinin Karakterizasyonu .............ccooeiiiiiiiiiiiieeieniiieeeeee e 11

3 GEREC VE YONTEM. ..ottt ettt 13
3.1 MaIZEMEIET ..o 13
3.2  Hidroksiapatit SENIEZi..........ccccoiiiiiii e 13
3.3 Doku Destek Yapilarinin Hazirlanmasi .............eeeiiiiiiiiiiiiiiccee e, 14
3.4 Doku Destek Yapilarin Karakterizasyonu............cccccooeiiiiieiieniniiiiiieee e 14
ST ] 1 S 15
4.1 Hidroksiapatit SeNtezi..............ooooi i 15
4.2 Hidroksiapatit Karakterizasyon Sonuglari.............ccccccccvuvivririieeeeeeieeeeeeeeeeee. 15
4.2.1  X-IsInt Kirthm SONUGIAT ..o 15



4.2.2 Fourier Dénlsimli Kizil Otesi- Hafifletiimis Toplam Yansitma

(FTIR-ATR) AN@LIZI ..ottt 16
4.2.3 Hidroksiapatit Partikll YapISI ......cccooiiiiiiiiiii e 17
4.3 Film HazIfanmasl..........oooiiiiiiie e 18
4.4  Film KaraKterizasSyonu .........ccoooiiiiiiiiiiiicc e e e e e e e e e e 20

4.4.1 Fourier Transform Kizilotesi- Azaltiimig Toplam Reflektans

(FTIR-ATR) AN@LIZI ..ottt 20
4.4.2 Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Sonuglari ............ceevveeeeeeeenn..n. 22
4.4.3  Filmlerin Mekanik OZelliKIEri............c.ccoveueeeeeeeeeeee e 23
4.4.4 Yizey HidrofiliKlGi ........cccoeioeriiee e 24
4.4.5 Film Yapilarin Sisme Degerleri ........oocuviiiieeeiiiiieieee e 26
446 YUZEY YapISI ANAIIZI....cooiiiiiiiiiiiiei e 28
4.4.7 Filmlerin HUcre EtKileSimleri..........ooooiiiiiiieeeeeee e 29

4.5 Gozenekli Kitosan-jelatin (spxC-G), Kitosan-jelatin/nsHA (spxC-G/nsHA)

ve Kitosan-jelatin/sHA Yapilarin Karakterizasyonu.............cccccccvviviriieeeennen. 35

4.5.1 Gozenekli Stnger Yapilarin Morfolojileri..........ccuvvvereeiiiiciiiieee e, 35
452 Mekanik OZEIKIEr ..........c.ceieeeeeeeeceeee e 37
4.5.3 InVitro Test ANAlIZIEri .......cooiiiiiiieie e 39
BTARTISMA . ..ottt e et e e st e e aneeeeteeeenneeeaneeeaneeeanneeans 422
B KAYNAKLAR ...ttt ettt et e at e e e ne e e et e e e nnteeennee s 444



TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 1 KiMYaSallar.............ooiiiiiiiie e e e e e 13
Tablo 2 DSC analiz sonuglarindan elde edilen su buharlasmasi ve bozunma

S (o= | F= T e [ L= 5 = o SRR 23
Tablo 3 Karisim ve kompozit filmlerin mekanik test sonuglari ................................... 24
Tablo 4 Filmlerin su ile olusturdugu temas agisi degerleri..........cccvvvveeveeiiineeeeeenee.n. 25
Tablo 5 Filmlerin yUzey enerji degerleri.........cc.uueiiiiiiiiiiiii e 25
Tablo 6 Sunger yapilarin ve stingerimsi kemik dokusunun mekanik ozellikleri......... 38



SEKILLER LISTESI

Sekil 1 Doku miUhendisligi uygulamalarinda kullanilan elemanlar ................ccccceneeee. 3
Sekil 2 Doku desteklerinin taramali elektron mikroskobu mikrograflari (a) Polikapro-
lakton (PCL) bazli hizh prototip gelistirme yontemi ile hazirlanmis 3-D destek
yapl, (b) jelatin bazli dondurma-kurutma yéntemi ile hazirlanmis destek yapi,
(c) mikro desenli polimerik filmler, (d) elektro-egirme yontemi ile elde edilmis
Jelatin-PCL deStEK YaAPI ...cvieie et 6
Sekil 3 Kitinden deasetilasyon ile kitosan sentezi.............ccooociiiiiiiiiiii 7
Sekil 4 Hidroksiapatitin kimyasal yapisi (Rakamlar atomlarin sayisini gosterir.)....... 10
Sekil 5 Hidroksiapatit SENteZi..........ccccoiiiiiie e 15
Sekil 6 Hidroksiapatit icin XRD grafikleri (a) Sinterlenmemisg hidroksiapatit

(b) sinterlenmig hidroksiapatit............c.ueeiiieiiiiiii e 16

Sekil 7 Hidroksiapatit FTIR-ATR SPEKIrasI.........uuuuvuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 17

Sekil 8 Hidroksiapatit SEM mikrograflari (a, b) nsHA, (c, d) sHA ..., 18
Sekil 9 Kompozit filmlerin fotograflari, (a)xC, (b)xC-G:3-1, (c)xC-G:1-1, (d)xG,

(e)xC/nsHA, (f) xC-G:3-1/nsHA, (g) xC-G:1-1/nsHA, ve (h) xG/nsHA. ......... 19

Sekil 10 Jelatinin aktiflesme ve baglanma reaksiyonlari, (A) jelatin karboksil grup
aktivasyonu (B) aktif jelatinin jelatin ile reaksiyonu, (C) aktif jelatinin
kitosan ile reaksiyonu, (D) aktif jelatinin NHS-aktiflestirmis jelatin ile
(=YL G0 o 1 PP 19
Sekil 11 Filmlerin FTIR spektralari, (a) gapraz baglanmamis kitosan-jelatin,
(b) capraz baglanmis kitosan-jelatin, (c) kitosan-jelatin/nsHA ...................... 21

Sekil 12 Filmlerin DSC grafikleri, (a) ¢apraz baglanmis kitosan-jelatin filmleri,

(b) kitosan-jelatin/nsHA kompozit filmleri ..., 22
Sekil 13 Filmlerin sisme degerleri, (a) capraz baglanmigs kitosan-jelatin filmleri,

(b) kitosan-jelatin/hidroksiapatit kompozit filmleri.............ccoocoiiiiiiiiiieeen. 27
Sekil 14 Film yapilarin SEM mikrograflari ...............uveeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee, 28
Sekil 15 Filmler Gzerindeki Saos-2 huicrelerinin 1. ve 7. gln sayllari......................... 30

Sekil 16 Capraz bagli kitosan-jelatin filmlerin Saos-2 hiicre ekimi sonrasi
1. ve 7. gun floresan mikroskop fotograflart (20X) .........ccccoieeeeiiiiiiiennnen. 31
Sekil 17 Capraz bagdli kitosan-jelatin/hidroksiapatit filmlerin Saos-2 hucre ekimi

sonras! 1. ve 7. gun floresan mikroskop fotograflari (20X) ..........cccccccerrnne 32

Vi



Sekil 18 Capraz bagli kitosan-jelatin filmlerin Saos-2 hiicre ekimi sonrasi

1.ve 7. gin SEM miKrograflart ... 33
Sekil 19 Capraz bagdli kitosan-jelatin/hidroksiapatit filmlerin Saos-2 hticre ekimi

sonrasi 1. ve 7. giin SEM mikrograflari .............ccccooiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 34
Sekil 20 Gozenekli stinger yapilarin FTIR-ATR spektralari ........ccccoeveviieeeeeeeccnnee, 35
Sekil 21 Gozenekli yapilarin taramali elektron mikroskop mikrograflari.................... 36

Sekil 22 Hidroksiapatit eklenmis destek yapilarin gézenek duvarlarinin SEM
MIKIOGraflarts ... 37
Sekil 23 Slnger yapilarin basma deney sonuglari, (a) elastik modulus (E),
(b) maksimum sikisma direncCi (UCS)........cccuuumiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 38

Sekil 24 Gozenekli stinger yapilarin MTS testi ile yapilan hiicre gcogalmasi
EST0] 10 o7 = o PP 39

Sekil 25 Saos-2 hicreleri ekilmis gapraz bagl kitosan-jelatin, kitosan-jelatin/nsHA

ve kitosan-jelatin/sHA kompozit sunger destek yapilarin 1. ve 7. gun

konfokal fotograflart ..............oo oo 40
Sekil 26 Saos-2 hiicreleri ekilmis capraz baglh kitosan-jelatin, kitosan-jelatin/nsHA

ve kitosan-jelatin/sHA kompozit stinger destek yapilarin 1. ve 7. giin SEM

0T eT o | == 1 o ISR 41

vii



OZET

Doku muhendisligi, zarar gérmus ve islevini yerine getiremeyen doku ve organlara
destek vermek, gerekirse tamamen yerini almak ve onlarin fonksiyonlarini yeniden
kazanmasini saglamak Uzere, hlcre digi yapay bir yapi Uzerinde belli hicrelerin
buylatilmesi ile doku-benzeri organsi yapilar gelistirmek ve onlar vicuda
yerlestirmek temeline dayanir. Hasarli doku bdlgesine destek olmak amaciyla gesitli
polimerler ve 6zellikle dogal polimerler buylk énem tasimaktadir. Dogal bir polimer
olan kitosan, lineer amino polisakkarit yapisindadir ve doku yenilenmesi surecinde
uygun fizyolojik ortami sagladigi igin biyomalzeme olarak ¢ok ¢alisilan ve kullanilan
bir kimyasal olmustur. Kitosan, biyouyumlulugunu artirmak ve mekanik dayanimini
gelistirmek amaci ile, bagka polimerler ve katki maddeleri ile birlikte kullanilabilir. Bu
calismada, kitosan jelatin ile birlikte kullaniimig ve mekanik dayanimini arttirmak
amaci ile yapiya inorganik kalsiyum fosfat seramigi olan hidroksiapatit (HA)
eklenmistir. Bu amagla, ¢oktirtlmus sinterlenmemis (nsHA) ve ylksek kristaliniteye
sahip sinterlenmis (sHA) olmak Uzere iki ¢esit HA sentezlenmis ve elde edilen HA
tozlari iki-boyutlu (2-D) film ve Gg¢-boyutlu (3-D) slinger yapilar Gretmek icin kitosan
(C) ve jelatin (G) karisimlarina eklenmigtir. Sentezlenen HA yapilarinin 6zellikleri
taramali elektron mikroskobu (SEM), X-Isini Kirihmi (XRD) ve Fourier Dénustimlu
Kiziliétesi-Azaltiilmis Toplam Reflektans spektroskopisi (FTIR-ATR) ile incelenmis,
tim hazirlanan 2-D ve 3-D polimer-HA kompozit yapilarinin fiziko kimyasal 6zellikleri,
SEM, FTIR-ATR, DSC, temas acisiI ve yuzey enerji dlcumleri, sisme deneyleri ile ve
mekanik ydénden, gerilme ve basma testleri ile incelenmistir. Orneklerin hiicrelere
karsi ilgisi, in vitro ¢alismalarinda Saos-2 hucreleri kullanilarak belirlenmigtir. Destek
yapilar Uzerindeki hicre yapismasini ve c¢ogalmasini goézlemlemek icin MTS
Olcimleri yapilmistir. Hulcrelerin destek yapilar Uzerindeki yapisma ve yayillma
morfolojileri konfokal, floresan ve taramali elektron mikroskoplari ile incelenmistir.
XRD ve FTIR sonuglari saf hidroksiapatit sentezlendigini kanitlamistir. Mekanik test
verileri ve hicre etkilesimleri 2-D ve 3-D kitosan-jelatin/hidroksiapatit yapilarin sert

doku muhendisliginde kullanima uygun 6zelliklere sahip oldugunu gdstermisgtir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, Jelatin, Hidroksiapatit, Biyouyumluluk, Doku

muhendisligi
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ABSTRACT

Tissue engineering involves to develop “tissue-like” structures by growing specific
cells on an artificial extracellular matrix (ECM) type scaffold and replace them in to
the body in order to support, if necessary replace, and to restore the function of
damaged and failed tissues and organs. Many polymeric structures were developed
as supports to be used in damaged parts of the tissue, and natural polymers have
great attention among all. In the natural polymers, chitosan, which is a linear amino
polysaccharide, is intensely studied and used as biomedical engineering material
since it provides convenient physiological environment in biological media during
tissue regeneration. To improve chitosan’s mechanical and biological properties, it
can be blended with other polymers or other ingredients. In this study, chitosan was
used with gelatin; and an inorganic calcium phosphate ceramic, hydroxyapatite, was
incorporated to improve the mechanical strength. For this reason, two types of
hydroxyapatite (HA) were synthesized either as-precipitated non-sintered (nsHA) or
highly crystalline sintered (sHA) and blended with mixtures of chitosan (C) and
gelatin (G) to produce two dimensional (2-D) film and three dimensional (3-D) sponge
structures. The synthesized HA structures were examined with scanning electron
microscopy (SEM), X-Ray Diffraction (XRD), and Fourier Transform Infrared-
Attenuated Total Reflectance spectrometer (FTIR-ATR); and physico-chemical
properties of the prepared 2-D and 3-D polymer-HA composite structures were
evaluated by SEM, FTIR-ATR, differential scanning calorimetry (DSC), contact angle
and surface free energy measurements, swelling tests and for mechanical properties
by tensile and compression tests. Cell affinites of the prepared samples were
determined by in vitro tests using Saos-2 cells. MTS assays were achieved to study
cell attachment and proliferation on scaffolds. Attachment and spreading
morphologies of the cells on the scaffolds were determined by several methods such
as confocal, fluorescence and scanning electron microscopy. XRD and FTIR results
confirmed the purity of the synthesized hydroxyapatite. Mechanical test and cell
affinity results showed that 2-D and 3-D chitosan-gelatin/hydroxyapatite constructs

have proper properties to be used in bone tissue engineering applications.

Keywords: Chitosan, Gelatin, Hydroxyapatite, Biocompatibility, Tissue Engineering



1 GIRIS

Doku muhendisligi, kimya, biyoloji, malzeme muhendisligi, tip gibi dallari barindiran
disiplinlerarasi bir bilim koludur ve dogal canh dokuyu taklit edebilen sistemler
yardimiyla hasarli doku bdlgesinde doku iyilesmesinin saglanmasini hedefler. Son
yillarda doku miuhendisligi alaninda yapilan arastirmalarin artmasinin ana nedenleri,
vicud ile biyouyumlulugu yuksek, biyobozunur ve biyoemilimli oldugu icin zamanla
dogal doku tarafindan yeri alinabilen, toksik etkisi olmayan biyomalzemelerin
sentezlenmesi ve bu malzemelerin hicre ile etkilesimininin kontrol edilebiliyor
olmasidir. Bu nedenlerle, damar dokusu, kalp kapakgidi, sinir dokusu, kikirdak ve
kemik dokusu gibi bir¢cok farkli doku tipi degisik doku muhendisligi yaklagimlariyla
laboratuvarlarda yapilabilir hale gelmistir. Yapilan arastirmalara gore hastalik veya
kaza sonucu zarar gormus bir organin fonksiyonunu yerine getirememesi nedeniyle
yeni organ nakli i¢in bekleyen hastalarin yilda yaklasik 8000 tanesi organ beklerken
hayatini kaybetmektedir. Bu nedenlerle, dokunun kendini yenileyebilmesi icin gerekli
malzeme ve sistemleri hazirlama stratejisine dayali bir bilim dali olan doku
muhendisligi alani gelismeye devam etmektedir. Trafik kazalarinin ¢cok fazla oldugu
ulkemizde, kaza sonucu kirilmis kemikleri veya hasarli dokulari olan ¢ok fazla hasta
bulunmaktadir. iste bu nedenlerle (ilkemizde de 6zellikle gerek yumusak doku

gerekse sert dokuya yonelik doku mihendisligi arastirmalari hizla artmaktadir.

Bu calisma kitosan-jelatin/hidroksiapatit doku destek yapilarinin sert doku
mihendisligi  uygulamalarina yonelik iki-boyutlu ve Ug-boyutlu formlarda
hazirlanmasina ve karakterizasyonuna odaklanmistir. Bu amagla, biri polipeptit
(jelatin) ve digeri polisakkarit (kitosan) olan iki dogal polimer secilmis ve kemik
olusumunu aktive edecek ydnde biyoaktif bir seramik olan hidroksiapatit ile kompozit
hazirlanmasi1 amaglanmistir. Calismada sinterlenmis ve sinterlenmemis olmak tzere
iki farkli hidroksiapatit (HA) sentezlenmis ve kullaniimistir. HA tipinin ve kitosan-jelatin
oranlarinin hazirlanan iki-boyutlu ve Ug-boyutlu yapilar Gzerindeki etkileri, fiziksel ve
kimyasal yapilarinin yani sira mekanik analizler ve hicre testleri ile incelenmigstir ve

optimize edilmigtir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Sert Doku Miihendisligi

Doku muhendisligi, canli hucrelerle yuklenmis ya da hucre eklenmemis destek
malzemeleri kullanarak dogal doku ortamini taklit etmeyi ve hasarli dokulari
onarmayi amaglayan ve Ozellikle son yillarda gelismekte olan bir bilim dalidir. Doku
transplantasyonu veya organ nakli gibi tedavi yontemlerinde karsilagilan en buylk
problemler, verici bulmadaki zorluk ve bulunsa bile vericiden alinan organin veya
dokunun hastanin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmesidir. Dolayisiyla, doku
veya organlari laboratuvarlarda olugturabilmek veya en azindan destek olabilecek
malzemeleri hazirlayabilmek amacina dayanan doku muhendisligi alani, temel
bilimler, muhendislik ve tip alanlarini igine alan disiplinlerarasi bir ¢alisma alani
olarak buyluk énem kazanmistir ve bu alanda yapilan arastirmalar her gegen gin
artmaktadir. Doku muhendisliginin ana elemanlarini; polimerik doku destekleri,
hicreler (LANGER, 2000) ve gerekliyse buylume faktorleri gibi aktif ajan molekuller
olusturmaktadir. Sekil 1, hlcre eklenmis doku desteklerinin hazirlanmasini ve

hastaya uygulanmasini sematik olarak gostermektedir.

2.Dya da 3-D doku destek yapilan BNy
I v
=3 - \
D L
f,/‘/
SRR ROR In vitro ortamda cogaltl
i i o gpanhims

Ekilmis hlcrelere doku destek yapisinin yaral iilgeye inplamntaayonu

Sekil 1. Doku mihendisligi uygulamalarinda kullanilan elemanlar



Doku muhendisligi amacli kullanilan polimerik destek yapilarin vicut igerisinde belli
sure icinde bozunmasi ve bu bozunma sonrasi ortaya ¢ikan Urunlerin vicuda
herhangi bir zarar vermemesi, toksik etki gostermemesi gerekmektedir. Polimerik
yaplya ekilecek hucre tipleri ve blytume faktorleri, uygulanacak doku bdlgelerine goére
cesitlilik gostermektedir. Doku muhendisligine ait ana elemanlarin 6zellikleri ilerleyen
bélimlerde agiklanmigtir.

insan bedenindeki her organ tipi farkli 6zellik gésterdiginden doku miihendisligi
calismalari da zamanla Uzerinde calisildigi organ ya da doku tiplerine goére
isimlendiriimeye baglanmigtir. Ornegin kardiyak doku muhendisligi, sinir doku
muhendisligi ve kemik doku muhendisligi bunlardan bazilaridir.

Kemik iyilesmesi diger yumusak dokulara gore daha zor oldugu, ancak hucre tipi
olarak daha basit oldugu icin, kemik ve kikirdak doku muhendisligi ¢calismalari en
yogun arastirma yurutilen dokular olmustur. Bu c¢alisma da, kemik tedavilerine
yonelik malzemeler gelistirmek igin sert doku muhendisligi Uzerine odaklanmistir.
2006 yihna ait arastirma sonuglarina gére dunyada 1.5 milyon insan kemige bagli
hastaliklardan sikayetci olmustur (WHITE, 2006). Kemikteki sert doku iki farkli yapiya
sahiptir; gbzenekli stingerimsi kemik yapisi ve koruyucu katmanlardan olusan sert
kemik yapisi. Kemik dokusu ayni zamanda iki farkl faz icerir; kemige ¢ekme glcu
veren, kolajen ve glikozaminoglikanlardan meydana gelen organik kisim; ve ylksek
sikisma gucu saglayan hidroksiapatit benzeri mineraller iceren inorganik kisim. Bu iki
fazin kombinasyonu kemige oldukg¢a gelismis mekanik Ozelliklerin yani sira taklit
edilmesi zor bir yap! kazandirir. Yagayan kemik dokusu dinamik bir doku ortamina
sahiptir ve kemigin iyilesmesi kemik depozisyonu, rezorpsiyonu ve kemik olusumu
ana asamalarindan olusur. Farkli hormonal ve patolojik yapilarin da etkisiyle yeni
kemik olugsumu gerceklesir. lyilesme sirecine bu kadar farkl faktoriin etki etmesi
doku muhendisligi malzemelerinin tasarimini iyice karmasik bir hale getirmektedir.
Bazi zorluklari olmasina karsin, kemik kiriklarinin 6 ay igerisinde tedavisini saglayan
bazi doku muhendisligi malzemelerinin klinik uygulamalari raporlanmistir (QUARTO,
2001). Sert doku muhendisligi uygulamalarinin basarili sonu¢ vermesi, ana
elemanlarinin dogru secimine ve ozelliklerine baglidir. Bu nedenle, ilerleyen bolumler

sert doku muhendisligine ait elemanlarin 6zellikleri Gzerine odaklanmistir.



2.2 Doku Destek Malzemeleri

Genellikle polimerlerden ve kompozitlerden oldukga fazla gbzenekli yapida
hazirlanan iki-boyutlu ve Ug¢-boyutlu doku desteklerinin fonksiyonu, éncelikle hiicre
yapismasi ve sonrasinda hicre ¢ogalmasi igin ihtiya¢ duyulan uygun ortam sartlarini
saglamaktadir. Doku muhendisligi yaklagimlarinda, zarar gérmus doku bdlgesindeki
iyilesmenin artmasi icin kullanilan doku destek malzemeleri, hazirlandigi sekliyle
yalnizca destek olarak kullanildigi gibi, hulcrelerle ve aktif molekillerle
aktiflestirildikten sonra da kullanilabilir. Malzemelerin vicut igine yerlesimi
sonrasinda, vucut ortaminin ve enzimlerin etkisiyle doku desteginin bozunmasi, bazi
bozunma drunlerinin ortaya ¢ikmasi ve bu kimyasallarin vicut icinde allerjik ve
kanserojenik reaksiyonlara, enkapsulasyon ya da bagisiklik sistemi tepkilerine yol
acmasi gibi riskler bulunmaktadir. Bagarili bir doku mihendisligi uygulamasi igin bu
risklerin ortadan kalkmasi gerekmektedir. Bu amacgla, doku destek malzemeleri
secilirken dogal dokuya hem biyolojik acidan hem de kimyasal agidan benzerligi
yuksek olan malzemeler secilmeye calisilir. Biyouyumluluk ozellikleri gosteren ve
vucut icinde hidroliz veya enzimatik etkilerle bozunan polimerik yapilar
laboratuvarlarda sentezlenmektedir. Ayrica, Ozellikle dogal olmalari, kimyasal
yapilarinin biyolojik ortama kolay uyum saglamasi, kolay bozunabilmeleri ve
bozunma drUnlerinin de toksik etki gdstermemesi agisindan dogal polimerler,
biyomedikal mihendisligi uygulamalarinda blyuk 6nem tagimaktadir.

Malzemelerin kimyasal yapilarinin yani sira, fiziksel sekilleri, mekanik glgleri ve
termal dayanimlari da, biyouyumluluk acgisindan onemli parametrelerdir. Ayrica
hdcrelerin yapisabilmesi ve rahatga gogalabilmesi agisindan malzemenin yuzey alani
ve gozenekliligi de 6nemli parametrelerdendir. Malzemelerin hazirlanma kosullari
fiziksel ozelliklerini, sekillerini ve gdzeneklilik boyutlarini etkilemektedir. Literatirde
gerek sungerimsi, gerek lifsi ve gerekse desenli 2-D ve 3-D ¢ok degisik fiziksel
formda doku destedi hazirlama ydntemi bulunmaktadir. Bunlardan bazilari su sekilde
siniflandirilabilir: ¢ézlcu ugurma, dondurma-kurutma, elektro-egirme, fiber baglama,
hizli prototip gelistirme, mikro desenleme vb. Farkli yontemlerle hazirlanmis doku
desteklerinin nasil farkli gériinimlere sahip oldugu Sekil 2'de goérulebilir.

Bu calismada, biyobozunur 6zelliklere sahip 2-D film doku desteklerinin hazirlanisi
sirasinda ¢dzlucu ugurma yontemi kullanilirken, 3-D slnger yapilari hazirlamak igin

dondurma-kurutma yontemi kullaniimigtir.



Sekil 2. Doku desteklerinin taramali elektron mikroskobu mikrograflari.
(a) Polikaprolakton (PCL) bazli hizli prototip gelistirme yontemi ile hazirlanmisg
3-D destek yapi, (b) jelatin bazli dondurma-kurutma yontemi ile hazirlanmis
destek yapi, (c) mikro desenli polimerik filmler, (d) elektro-egirme yontemi ile
elde edilmis jelatin-PCL destek yapi

Doku desteklerinin hazirlanmasi i¢in ¢ok farkli ham madde kaynagi bulunmaktadir.
Bu kaynaklar; biyobozunur dogal polimerler olabildigi gibi laboratuvarda gelistirilen ve
yine biyobozunur Ozelliklere sahip sentetik polimerler, seramikler ve bunlarin ikili
veya Uc¢lu kullanimlari ile olusturulan kompozitlerdir. Bu malzemeler, hucre-digi
matris olarak, mikroparcacik, hidrojel, fiber, 3-D gézenekli veya 2-D film formlarinda
hazirlanabilirler. Doku muhendisligi alaninda yapilan yogun c¢alismalara ragmen,
halen bu alanda ¢ok gelismis biyouyumluluk, biyobozunurluk ve mekanik 6zelliklere
sahip doku destek malzemelerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillardaki ¢alismalarda
dogal doku ortamindaki elemanlara benzerlikleri nedeniyle kitosan ve jelatin gibi
dogal polimerler hem yumusak doku muhendisligi igin, hem de sert doku
muhendisligi uygulamalarinda ¢ok fazla kullaniimaya baslanmistir. Hidroksiapatit gibi
seramikler de kemigin inorganik bolimunu taklit edebildigi igin ve doku desteklerinin
mekanik 6zelliklerini gelistirebildidi icin sik kullanilan bir malzeme haline gelmigtir. Bu
dogdal polimerler ile hidroksiapatit seramidi ve bunlardan meydana gelen

biyokompozitler ileriki bolimlerde daha detayli olarak agiklanacaktir.



2.2.1 Kitosan

Yeryuzinde sellilozdan sonra en yaygin bulunan polisakkaritlerden olan Kkitin,
mantarlarin hicre duvarinda ve yengeglerin dis kabugunda bulunmakta, ve
yapisinda bulunan CaCOs'in ¢Ozulmesi ve proteinlerin ayrilmasiyla uretilmektedir.
Kitinin deasetilasyonu ile kitosan uretilmektedir. Kitosan Uretmek igin, kitin 120°C‘de
1 ile 3 saat suresince NaOH ile yikama isleminden gegirilir. Kitosan, 3-(1-4) bagh D-
glukozamin cokeltileri ile N-asetil-glukozamin gruplarinin olusmasiyla elde edilmis
olur. Kitosanin (Sekil 3) deasetilasyon degeri %30 ile %90 arasinda degisebilmekte,
molekuler agirhigr ise 300 den 1000 kD’a kadar degisiklik gosterebilmektedir
(MADIHALLY, 1999).
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Sekil 3. Kitinden deasetilasyon ile kitosan sentezi

Kitosanin deasetilasyonu, kitinin asetil gruplarinin, birincil alifatik amino gruplarina
degismesi anlamina gelmektedir. Kitosan N-asetilasyon ve Shiff reaksiyonlar ile
diger polimerler ile etkilesebilmektedir (KUMAR, 2000). Kitosanin in vivo bozunmasi
lizozom enzimleri ile gergceklesmektedir ve bozunma hizi ters orantili olarak kitosanin
deasetilasyon ve kristallik derecesine (DI MARTINO, 2005), ve hazirlama ¢dzeltisinin
pH dederine baglidir (DAVIES, 1969).



Kitosan suda ve pH degeri 7’den yuksek diger ¢ozeltilerde ¢dziinmemektedir fakat,
glukozamin uUzerindeki protonlanmis serbest amino gruplarinin yardimiyla asidik
ortamda ¢ozulebilir. Kitosan igin en yaygin kullanilan ¢ézlcu, zayif bir asit olan asetik
asittir (DORNISH, 2001). Kitosan ile yapilan calismalar, kitosanin sert dokularda
osteogenesisi (KLOKKEVOLD, 1996) ve osteoiletkenligi (TANG, 2008) gelistirdigini,
ve yumusak dokularda yara iyilestirme yetenedi (ISHIHARA, 2002) oldugunu
gostermektedir. Ayrica literatirde, kitosanin hemostatik (ONG, 2008), yag baglayici
(GADES, 2005), yara iyilestirici (HIROSHI, 2001), biyoyapistirici (GEORGE, 2006),
ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu (ZIVANOVIC, 2007; SARASAM, 2008), ve
biyolojik olarak yenilenebilir (KHOR, 2003) oldugu belirtiimektedir. Kitosan, toksik
olmayan metabolitleri ve reaktif fonksiyonel gruplarinin ila¢g yapilarina kolayca
baglanmasi nedeniyle (KAS, 1997), pek ¢ok doku mihendisligi uygulamasinda
kullaniimaktadir. Uygulama alanlarina drnek olarak, gen tasiyici sistemler (DANG,
2006), biyoaktif ajanlarin kontrolli salimi igin cihazlar (YILGOR, 2009), ila¢g salimi
yapan mikro ve nano tanecikler (AGNIHOTRI, 2004), virUs ve bakteri gesitlerine karsi
antimikrobiyal ajanlar (RABEA, 2003), kemik g¢imentolarinin gelistiriimesi igin katki
malzemeleri (ROCHET, 2009), hlcre hareketini yonlendirici yuzeyler (KIZILTAY,
2008) ve yumusak doku ya da kikirdak doku muhendisligi icin doku destek
malzemeleri (WANG, 2005; TIGLI, 2009) verilebilir.

2.2.2 Jelatin

Jelatin, kolajen proteinlerinin hidrolitik ayrilmasi ile Uretilen bir polipeptittir
(KUIJPERS, 1999); insan kemik ve derisi ile hayvan hicredisi matrisin en temel
bilesenidir (BUCKWALTER, 2005). Peptit baglar ile bir araya gelmis 19 amino
asitten olugmaktadir. Alanin, arjinin, glutamik asit icermesine kargin, jelatinin
bilesenindeki en temel amino asit glisin (%30) ve prolin/hidroksiprolin (%25) dir ve
arginin-glisin-aspartik asit (RGD)-benzeri gruplari icermesi, ve bu gruplarin da hicre
cogalmasinda aktif rol oynamasi, jelatinin doku muahendisligi alninda degerli bir
malzeme haline getirmistir. Kolajen bircok doku muhendisligi uygulamalarinda
kullaniimakta olan bir doku destek malzemesidir ancak potansiyel patojen iletimi,
bagdisiklik sistemince reddedilmesi, kisith elde edilebilirligi, yetersiz mekanik
Ozellikleri ve zayif biyouyumluluk kontrolu gibi dezavantajlari bulunmaktadir (MA,

2004). Jelatin ise farkli kaynaklardan elde edilebilmektedir; 6rnegin balik, sigir



(CHOMARAT, 1994) veya domuz derisi (HUANG, 2005) bunlardan bazilaridir. Jelatin
suda ¢ozlnebilen bir yapidir ve in vivo ortamda ¢ok hizli bozunmaktadir
(ROHANIZADEH, 2008). Bu yuzden; glutaraldehid (MARTUCCIA, 2006), genipin
(BIGI, 2002) veya karbodiimidler (EVERAERTS, 2008) gibi capraz baglayici ajanlar
jelatin  yapisinin  dayanimini arttirmak ve uygulama alanindaki varhgini
surdurulebilmesini saglamak amaci ile kullaniimaktadir. Jelatin birgok farkli proteolitik
enzim ile hidrolize edilebilmekte ve igeriginde bulunan amino asit veya peptid
bilesenleri ayristirilabilmektedir. Jelatin temelli biyomalzemelerin, ila¢ tasiyici olarak
biyoaktif ajanlarin kontrolli salimlari i¢in hazirlanan mikrokurelerin yapiminda
kullanildig1 bilinmektedir (MUVAFFAK, 2004, DEFAIL, 2006). Diger taraftan ise nano-
hidroksiapatit tanecikleri ile modifiye edilmis jelatin temelli yapilarin osteoblast
uyarimlari goésterdigi belirtiimistir (KIM, 2005). Literatirde jelatin temelli doku
mihendisligi yapilarina siklikla rastlanmaktadir. Ornegin; yapay deri malzemeleri
(KAWAI, 2000), kardiyak doku muhendisligi igin doku destek yapilari (ROSELLINI,
2009) ve yara ortusu malzemeleri (ULUBAYRAM, 2001) jelatin kullanilarak yapilan

calismalardan bazilaridir.

2.2.3 Hidroksiapatit

Hidroksiapatit (HA) yapisi temel olarak kalsiyum, fosfat ve hidroksi gruplari icermekte
ve kimyasal formill, Caqo(PO4)s(OH), olarak verilmektedir. Elementlerin dizenli
yerlesimi, HA’nin saglam kristal yapisini olusturur (Sekil 4). HA, kemik dokusunun
inorganik bilesenine oldukga benzer bir kimyasal ve kristalografik yapiya sahiptir
(MANAFI, 2008); bu sebeple de kemik doku muhendisligi icin dikkat g¢ekici bir
uygulama alani yaratmaktadir. Kemik doku muhendisligi amagh olarak kalsiyum ve
fosfat igceren farkli yapilar kullaniimakla birlikte, kemik yapisi iginde bulundugu igin
HA en yaygin ¢alisilan kalsiyum tuzu olmustur. HA'in sentezlenmesi igin kuru ve islak
yontem (¢oktirme), hidrotermal yontem ve karigik malzeme ¢okeltmesi gibi farkh
metotlar kullaniimaktadir (MAMORU, 2003).



Sekil 4. Hidroksiapatitin kimyasal yapisi (Rakamlar atomlarin sayisini gosterir.)

Isi ile muamele yani sinterleme isleminin HA'in kristalligini arttirdigi ve bu sebeple
biyobozunurluk hizini azalttigi  bilinmektedir. Ornegin ticari bir Griin  olan,
sinterlenmemis HA temelli kemik yedek malzemesi olan Nanobone® kullanildiginda,
doku tarafindan enkapsile edilen sinterlenmis HA taneciklerine gbére daha |yi
histolojik sonuclar verdigi ve uygulama alaninda doku damarlanmasi ve doku
bldylimesi goézlendigi rapor edilmistir (ABSHAGEN, 2009). HA; kutlesel bloklar,
gozenekli bloklar ve graniler olarak Ug¢ farkli formda bulunmaktadir. Bunlarin yani
sira, sentetik HA’in ayrisma hizi, temelde tipine ve tamponlanmis ve
tamponlanmamis ¢odzeltilerin  konsantrasyonuna, ¢o6zeltinin pH’sina, ¢dzeltinin
doygunluk derecesine, kati/¢ozelti oranina, HA fazlarinin kompozisyon ve kristalligine
baglidir (REZWANA, 2006). HA'nin osteoiletkenligi gelistirdigi rapor edildigi icin HA
Uzerine yapilan calismalar ve HA’li uygulamalar artmaktadir (WOODARD, 2007).
Hidroksiapatit, kemik hasarlarinda uygulanmak Uzere otojen kemik pargalari igin
uretilen malzemeler olarak da kullaniimaktadir (BYRD, 1993).

Son dénemdeki birgok arastirmanin da gdsterdigi Uzere hidroksiapatit, polimerik doku
destek yapilarinin o6zelliklerinin geligtiriimesinde kullanilan bir biyoaktif seramik
olmustur. Kitosan ¢ozeltisi igerisine katillan kalsiyum ve fosfat dncllerinin ¢ozeltileri
ile ve dondurma-kurutma yontemi ile kitosan/nano-hidroksiapatit kompozit yapilar
hazirlanmig, ve bu yapilarin saf kitosan siingerlerine gére daha gelismis biyoaktiflik

ve osteoblast hicre farklilagsmasi gosterdigi rapor edilmistir (KONG, 2006).
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2.3 Sert Doku Miihendisliginde Kullanilan Hiicreler

Hucre ekilmis doku desteklerinin kullanildigi yaklasimlarda, yapiya hicre ekiminin
nedeni, hucreleri doku destedi Uzerinde in vitro ortamda ¢ogdaltmak ve implantasyon
sonras! in vivo ortamda hicre g¢ogalmasi ve hlcre donusmesi asamalarinda hizli
doku olusumunu saglamak ve doku rejenerasyonunu arttirmaktir.

Hucreler; kok hucreler, osteoblast-benzeri hlcreler, fibroblastlar gibi tipine gore
cesitlilik gosterirken, hastanin kendi bedeninden alinmasi (otograft), baska bir
hastadan alinmasi (allograft) ve bagka bir canli tipinden alinmasi (zenograft) gibi
kaynagina gore de farkllik gdstermektedir.

Sert doku muhendisligi, ortopedik hastaliklarin osteojenik hucre-bazl terapi
yontemiyle iyilestiriimesi Uzerine kuruludur (XIA, 2004). Basarili bir sert doku
muahendisligi i¢in, éncu hucre farkhlasmasi ve hicre digi matris olusumu gereklidir
(IGNATIUSA, 2005).

Osteoblast hiicreleri kemik ortaminda bulunan kemigin modellemesinde gérev alan
ana hucre tipidir. Bu ozelliklerinin yani sira hicre digi matris sentezleyebilmeleri ve
mineralizasyonu kontrol edebilme vyetenekleri osteoblast hucrelerini sert doku
muahendisliginde en sik kullanilan hicre tipi haline getirmigtir.

En iyi bilinen hdcre hatlarindan biri olan osteosarkoma hucre hatti; Saos-2 hicre
hatti, sert doku muhendisligi ¢alismalarinda hicre ekimi asamasinda siklikla
kullaniimaktadir. Olimsiizlik yetenekleri bu hiicreler igin doku muhendisliginde bir

avantaj saglayabilmektedir.

2.4 Doku Desteklerinin Karakterizasyonu

Basarili bir doku muhendisligi uygulamasinda, doku desteklerinin kimyasal, fiziksel,
termal, ylzey, mekanik vb gibi 6zellikleri, hlicre-malzeme etkilesimi ve daha sonraki
doku iyilesme asamalari bliylik 6nem tagimaktadir. istenmeyen sonuglarin ortaya
cikmasini engellemek igin, doku muhendisliginde kullaniimak Uzere sentezlenen ve
hazirlanan malzemenin tim bahsedilen 6zellikleri ve hicre-malzeme etkilesimleri
dikkatle incelenmelidir. Bu tlr karakterizasyonlar i¢in ¢ok dedisik ve ¢ok etkin
teknikler bulunmaktadir.

Fourier Donusumli  Kizilbtesi-Azaltilmigs  Toplam  Reflektans  (FTIR-ATR)
spektroskopisi kimyasal yapinin incelenmesinde basarili ve iyi bilinen bir ydntemdir.

Ayrica, FTIR-ATR yoéntemi sayesinde malzemenin kristalinite derecesi de faz
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kompozisyonlari da belirlenebilmektedir. X-1sini kirihmi teknigi, kristalin malzemelerin
safligini ve kompozisyonunu belirlemede kullanilabilecek etkin bir tekniktir. Taramali
elektron mikroskobu (SEM), hazirlanan malzemelerin ylzeylerinin topografyasi
hakkinda bilgi veren bir yontemdir. Ayrica hicre ile etkilesen yluzeylerde yapisan ve
cogalan hucre sekillerini ve hicre yogunlugunu incelemek igin de kullanilan bir
tekniktir. Malzeme yuzeyinin hidrofilikligi, su temas agisi ve ylzey serbest enerjisi gibi
yuzey ozellikleri goniyometre kullanilarak incelenebilir ve hesaplanabilir. Yeni
dokunun olusumu surecinde yerlestirilen destek malzemesinin fizyolojik ortamdaki
kararhliginin incelenmesinde sisme ve bozunma testleri gravimetrik olgimler ile
hesaplanabilir.

Sert doku muhendisligine yonelik ¢alismalarda en 6nemli malzeme testlerinden biri
mekanik agidan yeterliligin gerilim-gerinim egrileri bakilarak incelenmesidir. Bu
amagla genelde gcekme ya da basma testleri uygulanmaktadir. Bu testler sayesinde
yapinin elastik modulusu, maksimum ¢cekme ya da basma glcu gibi degerleri elde
edilmektedir.

Polimerik malzemeler hazirlanma ya da uygulama asamalarinda c¢evrenin
sicakligindan  kolaylikla  etkilenebilmekte ve bazi kimyasal degisimlere
ugrayabilmektedir. Bu nedenle malzemelerin adsorplanmis suyu buharlastirma veya
bozunma sicakliklari gibi termal o6zellikleri termogravimetrik analiz, diferansiyel
taramali kalorimetre gibi yontemlerle incelenmelidir.

Biyouyumluluk; vicut tarafindan canli ve cansiz yapilar arasindaki farklilik
tanindiktan sonra cansiz malzemenin implante oldugu canh sistem tzerindeki etkisi
olarak tanimlanmaktadir (BLACK, 2006). Biyouyumlulugun temellerini olusturan iki
ana konu; malzemeye ait sitotoksisitenin yoklugu ve malzemenin biyofonksiyonelligin
varligidir. Doku muhendisligi amaciyla hazirlanan bir malzemenin biyouyumlulugunu
incelemeye baglarken hucresel etkilesiminin incelenmesi ilk basamagi olusturabilir.
Bu amagla, mikroskobik yontemlerle hicrelerin malzeme Uzerindeki morfolojileri ve
MTS hlcre c¢ogalmasi testleri ile malzeme Uzerindeki hucre miktarinin tayini
incelenebilmektedir. Kontrol gruplar ile yapilacak karsilastirmalar sonucu elde
edilecek sonuca bagh olarak, malzemenin biyouyumlu oldugu veya toksik etki

gOsterdigi ve kullanilmamasi gerektigi sonucuna varilir.
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3 GEREG VE YONTEM

3.1 Malzemeler

Bu calismada kullanilan kimyasallar ve kimyasallarin alindi§i firma isimleri Tablo 1'de

verilmistir.

Tablo 1. Kimyasallar

Kimyasallar Firma Adi

Kitosan Sigma-Aldrich (Germany).
Jelatin J.T. Baker (Holland)
EDC Sigma-Aldrich (Germany)
NHS Sigma-Aldrich (Germany)
Asetik asit Sigma-Aldrich (Germany)
Kalsiyum nitrat Merck (Germany)
Diamonyum fosfat Merck (Germany)

Sigir serum albumin Fluka (ABD)

Dulbecco’s Modifiye Eagle Vasat Hyclone (ABD)
RPMI-1640 Hyclone (ABD)

Cenin sigir serumu Hyclone (ABD)
Tripsin-EDTA Sigma (ABD)

DAPI Chemicon (ABD)

3.2 Hidroksiapatit Sentezi

Hidroksiapatit sentezinde, kalsiyum nitrat ve diamonyum fosfat sulu c¢ozeltileri
kullaniimistir. Bu ¢ozeltiler belli oranlarda karistirlmis ve olusan c¢okelti filtre
edilmistir. Cokelek 80°C’de kurutulmus ve elde edilen toz 6gutilerek ‘sinterlenmemis
hidroksiapatit’ (nsHA) olarak isimlendirilimigtir. nsHA tozlari 1000°C’de termal isiya
maruz birakilarak ‘sinterlenmis hidroksiapatit’ (sHA) elde edilmigtir.

Her iki HA tozu, kitosan-jelatin yapilara eklenerek 2-D ve 3-D kompozit yapilari

hazirlanmistir.
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3.3 Doku Destek Yapilarinin Hazirlanmasi

Bu g¢alismada 2-D film ve 3-D slinger kompozit yapilar hazirlanmigtir. Filmler, asetik
asit icinde olusturulan %Z2’lik kitosan ¢ozeltisi ve su igcinde hazirlanan % 2’lik jelatin
¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir. Degdisik hacim oranlarinda (1-0, 3-1, 1-1, 1-3 ve
0-1) hazirlanan kitosan-jelatin karisimlari, plastik petri kaliplara dokulerek
kurutulmustur. Kaliplarin yani sira yuzey testlerinin yapilabilmesi i¢in ayni érnekler
cam mikroskop lamlarina da dokilmus ve kurutulmustur. Capraz baglama islemi igin
belli oranda EDC/NHS ¢o6zeltisi PBS tampon ¢ozeltisi (pH=5.5) icerisinde ¢dézlinmus
ve filmler belli sireyle oda sicakliginda ve karanlikta gapraz baglayici ¢ozeltisinde
bekletilmistir. Daha sonra, filmler 1M NaOH c¢ozeltisi ile nétralize edilmis ve ardindan
distile su ile yikanmistir.

Uc boyutlu doku destek yapilar, dondurma-kurutma teknigi ile siinger seklinde
hazirlanmistir. Film yapiminda kullanilan benzer kitosan—jelatin
konsantrasyonlarindaki karisimlar kaliplara dokuldikten sonra sogutulmus ve
dondurma-kurutma yontemi ile kurutulmus ve siUnger yapilar elde edilmistir.
Orneklerin her yiizeyi tamamen kurutuluncaya kadar bu agamalar devam etmistir.
Hazirlanan suinger yapilar gapraz baglayici ¢ozelti iginde kararli hale getirilmistir.

2-D film ve 3-D sunger formlarinda hazirlanan vyapilara, sinterlenmemis ve
sinterlenmis hidroksiapatit tozlari, karisimlarin ilk hazirlandigi anda eklenerek

kompozit yapilar hazirlanmistir.

3.4 Doku Destek Yapilarin Karakterizasyonu

Hazirlanan iki ve U¢ boyutlu yapilarin genel yapilari ve gézenek dagihmi SEM
incelemeleri ile elde edilmistir. Kimyasal kompozisyonlari FTIR-ATR cihaziyla
g6zlenmis, termal 6zellikleri DSC ile incelenmistir. Hazirlanan 2-D yapilarin mekanik
Ozellikleri gcekme testleri ile 3-D slngerlerinkiler ise basma testleri ile incelenmisgtir.
Yapilarin yuzey enerjileri gonyometre cihazi ile hesaplanmigtir.

Yapilarin hdcre etkilesimleri insan osteosarkoma hicre hatti olan, 12 ve 15 pasaj
numarall, Saos-2 osteoblast hlcreleri kullanilarak in vitro testlerde incelenmigtir.
Hucreler 37°C’de, %5 CO; kulugka aletinde RPMI besleme ortami igerisinde, % 70’lik
etanol ile 4°C’de 3 saat sterilize edilmis 6érnekler Gzerinde buyutilmustir. Hicre
cogalmalari MTS test ile olgulirken, hucrelerin ylzeylerdeki davranislari floresan,

taramali elektron ve konfokal mikroskoplari ile incelenmistir.
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4 SONUCLAR

4.1 Hidroksiapatit Sentezi

Hidroksiapatit tanecikleri i1slak metot yolu ile Ca(NO3)2.4H,O ve (NH4);HPO, sulu
suspansiyonlari kullanilarak sentezlenmis ve cesitli metotlar ile karakterizasyonlari

yapilmistir. Sentezin kimyasal reaksiyonu Sekil 5’te gosterilmistir.

10 Ca(N03)24H20 (k) +6 (NH4)2HPO4 (k) +8 NH4OH (SUda)

l

Caio(PO4)s(OH)s (k) + 20 NH,NO; (k) + 46 H,0

Sekil 5 Hidroksiapatit sentezi

4.2 Hidroksiapatit Karakterizasyon Sonuglari

4.2.1 X-lsini Kirithhm Sonuglari

Hazirlanan hidroksiapatit kimyasal yapisi, X-Isini Kirilimi (XRD) ile incelenmigtir.
Sinterlenmemis HA (nsHA) ve sinterlenmis HA (sHA) icin XRD grafikleri Sekil 6'da
verilmistir. XRD grafiklerinde karbonata ait 37° ve 54° piklerinin olmayisi, yapinin saf
hidroksiapatit oldugunu ve literatirde de verildigi sekilde sentezlenme isleminin
dogrulugunu  gostermistir  (VIJAYALAKSHMI, 2006). Hidroksiapatitin  apatit
yapisindan gelen karakteristik pikleri 26.0° ve 31.9° dolaylarinda goézlenmistir
(ZHANG, 2005). Sinterlenmemis hidroksiapatit grafiginde, yapinin amorf olmasi
nedeniyle pikler genis goézlemlenmigtir. Diger taraftan, sinterlenmis hidroksiapatit
kristal yapisindadir, ve bu yapidan dolayi pikler keskin olarak gézlemlenmisgtir.

Sinterlenmemis ve sinterlenmis olarak sentezlenen hidroksiapatit tozlarinin her
ikisinde de hidroksiapatite ait piklerin varligi nedeniyle yapilarin saf oldugu
gb6zlemlenmis ve kompozit hazirlanmasi sirasinda belli oranlarda kitosan-jelatin

polimer ¢ozeltilerine eklenmiglerdir.
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Sekil 6. Hidroksiapatit icin XRD grafikleri (a) Sinterlenmemis hidroksiapatit,
(b) sinterlenmis hidroksiapatit

4.2.2 Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi- Hafifletilmis Toplam Yansitma (FTIR-ATR)
Analizi

Sinterlenmemig hidroksiapatitin (nsHA) ve sinterlenmis hidroksiapatitin (sHA), FTIR-
ATR sonuglari Sekil 7 de verilmistir. O-H gerilmesine ait genis band 3250 cm™ ve
3650 cm” arasinda gériilmektedir. PO,> geriime piki ise 1030 cm” de
gbzlenmektedir. PO,> egilme titresimlerini gosteren pikler 602 cm™ ve 563 cm™ de
bulunmaktadir. nsHA 6rneginde 860 cm™’ de gozlenen kuglk absorpsiyon piki
simetrik P-O gerilme titresimlerine aittir. Bu pik sinterleme sonucu kristal yapilarin

olusmasi sonucu yok olmustur.
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Sekil 7. Hidroksiapatit FTIR-ATR spektrasi

4.2.3 Hidroksiapatit Partikul Yapisi

Hidroksiapatit tozlarinin fiziksel yapilari, altin kaplama yapildiktan sonra, Taramali
Elektron Mikroskopu (SEM) ile incelenmistir. Elde edilen mikrograflar Sekil 8'de
verilmigtir. Mikrograflardan da goruldiga gibi; sinterlenmemis pargaciklar blyuk
tanecikler (5-25 um) Uzerinde olusan toz tanecikleri (= 1 um) halinde ve amorf
kimeler halinde gozlenirken (Sekil 8 a-b), 1000°C 1s1 uygulamasina maruz kalarak
sinterlenen hidroksiapatit tanecikleri keskin hatli kristallerin (5-25 pm) olusmasina

neden olmustur (Sekil 8 ¢) Bu taneciklerin herbiri 200-300 nm boyutlarinda kristal
yapllarin birbiri icine kaynasmasi ile olusmustur (Sekil 8 d).
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Sekil 8. Hidroksiapatit SEM mikrograflari (a, b) nsHA, (c, d) sHA

4.3 Film Hazirlanmasi

Kitosan-jelatin (C-G) filmler ¢dzucu ugurma yontemi ile hazirlanmigtir. Bes farkli
konsanstrasyonda (C, C-G:3-1, C-G:1-1, C-G:1-3 ve G; sayilar C ve G’nin hacim
olarak oranlarini géstermektedir) hazirlanan filmlerden C-G:1-3 ele alinmasi zor ve
cok kirilgan bir yapi olusturdugu icin daha ileriki deneylerde kullanilamamistir. Diger
filmler, ince ve seffaf bir gérinime sahip olmustur (Sekil 9). Filmler capraz baglayici
ile muamele edilip sabitlestirildikten sonra, xC, xC-G:3-1, xC-G:1-1 ve xG seklinde
isimlendiriimistir (x c¢apraz baglama isleminin uygulandidini go&stermektedir).
Sinterlenmemis hidroksiapatit eklenmis ve c¢apraz baglanmis olan film yapilar ise
XC/nsHA, xC-G:3-1/nsHA, xC-G:1-1/nsHA ve xG/nsHA seklinde adlandiriimistir
(nsHA; sinterlenmemis HA'nin yapiya eklendigini tanimlamaktadir). Jelatin ve nsHA

iceren capraz bagli érnekler (xG/nsHA filmi) ¢ok kirilgan oldugu ve homojen olmayan
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HA dagihmi gosterdigi icin daha ileri deneylerde kullanilamamistir (Sekil 9-h).
Filmlerin capraz baglanma islemleri EDC/NHS kullanilarak yapilmistir ve bu iglemin
kimyasal reaksiyonu Sekil 10 da verilmistir. Bu reaksiyonlar sonucu amid baglari

olustugu gordlmasgtar.

:
: |

| - J
el £ 4

Sekil 9 Kompozit filmlerin fotograflar, (a)xC, (b)xC-G:3-1, (c)xC-G:1-1,
(d)xG, (e)xC/nsHA, (f) xC-G:3-1/nsHA, (g) xC-G:1-1/nsHA, ve (h) xG/nsHA.
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Sekil 10 Jelatinin aktiflesme ve baglanma reaksiyonlar, (A) jelatin karboksil
grup aktivasyonu (B) aktif jelatinin jelatin ile reaksiyonu, (C) aktif jelatinin
kitosan ile reaksiyonu, (D) aktif jelatinin NHS-aktiflestirmis jelatin ile
reaksiyonu.



4.4 Film Karakterizasyonu

4.41 Fourier Transform Kizil6tesi- Azaltiimis Toplam Reflektans (FTIR-ATR)
Analizi

Kitosan-jelatin (C-G), c¢apraz baglanmisg kitosan-jelatin (xC-G) ve kitosan-
jelatin/sinterlenmemis hidroksiapatit (xC-G/nsHA) filmlerinin spektralari sirasiyla Sekil
11a, 11b ve 11c de verilmistir.

Kitosanin sakkarit yapisindan ve antisimetrik C-O-C gerilmesinden kaynakh
karakteristik pikleri 892 cm™ ve 1152 cm™ de gozlenmistir. Ayrica 1402 cm™ CH,
egilme, 2875 cm™ CH, gerilme, 1633 cm™ de C=0 gerilmesi (amid 1) ve 1537 cm™ de
amid Il N-H egilmesi (amid Il) gérilmektedir.

Jelatin spektrumunda yer alan 3280 cm™ deki genis absorbsiyon bandi O-H ve N-H
gerilmesinden gelmektedir. 1537 cm™” ve 1629 cm™ pikleri sirasiyla C-N ve N-H
gerilme (amid 11) bantlarina aittir. 1600-1700 cm™ de gézlenen giiglii absorpsiyonlar
karbonil gruplari gerilmesine aittir.

Karbonil miktari jelatinde daha fazla oldugu igin 6rneklerin iginde bulunan jelatin
arttikca, 1629 cm™ daki pik absorpsiyonunda artis gostermistir. Diger taraftan,
sakkarit yapisina ait olan ve 900-1100 cm” bulunana absorpsiyon pikleri de,
yapilarda kitosan miktarina paralel olarak artig gostermigtir.

Capraz bagl film yapilarinda, 650 cm™ de gorulen C-H ve 1530 cm’ g6zlenenen N-H
baglarinin absorbsiyonlarinda azalma gozlemlenmigtir.

HA eklenmis komposit yapilar incelendiginde, fosfat gruplarinin asimetrik ve egilme
titresimleri igin sirasiyla 1023 cm™ ve 603 cm™ olusan baglar érneklerin hepsinde
gorilmistir. Filmlerde, 1630 cm™ (C=0), 1530 cm™ (NH,) ve 1370-1200 cm™ (N-H)
de gozlenen pikler komposit olusumuyla azalmistir. Bunun nedeni karboksil ve amin
gruplarinin hidroksiapatit yapisinda bulunan Ca*? ve PO, iyonlariyla etkilesmesi
sonucu olabilir. XxC/nsHA yapilarinda 1732 c¢cm™ ’de gdzlenen bagina ait piklerin,
jelatin miktari arttikga azaldigi ve yok oldugu gozlemlenmigtir. Komposit filmlerinde
gorilen diger bir fark, kitosanin C-O ve hidroksiapatitin PO4> 1020-1080 cm
piklerindeki kaymadir.
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Sekil 11 Filmlerin FTIR spektralar, (a) ¢apraz baglanmamis kitosan-jelatin,
(b) capraz baglanmis kitosan-jelatin, (c) kitosan-jelatin/nsHA
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4.4.2 Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Sonuglari

Film vyapilarin termal o6zellikleri diferansiyel taramali kalorimetri oOlgimleri ile
incelenmistir. Capraz baglanmis kitosan-jelatin karigsim (xC-G) ve bu ayni karigsimlara
sintilenmemis hidroksiapatit eklenmesi ile elde edilen kompozit (xC-G/nsHA)
yapilarin DSC grafikleri Sekil 12a ve 12b’de verilmigtir. DSC termografiklerine gore
50°C-150°C arasindaki endotermik pikler yapilardaki suyun buharlasmasini ve 300°C
dolaylarindaki ekzotermik pikler ise yapilarin bozundugunu, kirllan bazi baglar yerine
yeni olusan badlarin varligini ve malzemede buharlagsan molekullerin olusumunu
gostermektedir (WANG, 2008). Kitosan filmin bozunma sicakliginin 250° dolaylarinda
basladigi goriimektedir. Kitosan, yari-kristalin bir malzeme oldugu i¢in camsi gegis
sicakhgint goézlemek zordur. Capraz baglanmis saf jelatin filmlerde ise su
buharlasma piki heliks yapinin gegisinden gelen denatire olma piki ile cakismaktadir
(BIGI, 2002).
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Sekil 12 Filmlerin DSC grafikleri, (a) ¢capraz baglanmig kitosan-jelatin filmleri,
(b) kitosan-jelatin/nsHA kompozit filmleri
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Su buharlagsma sicakliklari ve bozunma sicakliklari Tablo 2’de verilmigtir. Tim
orneklerde su buharlasma sicakhklar 74-100°C arahdinda olmustur. Capraz
baglanmamis C, C-G:3-1 ve C-G:1-1 O&rneklerin bozunma sicakliklari, c¢apraz
baglanarak dayanimi artirimis olan 6rneklere goére 10-15°C artis gdstermistir.
Jelatinde ise 241.40°C’den 288.34°C’ye 47°C’lik bir artis godzlenmistir. nsHA
eklenmesinin  xC-G:3-1/nsHA hari¢ kompozit Orneklerde bozunma sicakligini
arttirdi§ goriilmektedir. Bu durumun nedeni hidroksiapatitin Ca** ve PO,* gruplari ile

kitosan-jelatinin COO™ve NH5" gruplari arasindaki elektriksel yiik etkilesimi olabilir.

Tablo 2 DSC analiz sonuglarindan elde dilen su buharlagmasi ve bozunma
sicakliklari degerleri

Adsorplanmig Su Bozunma Sicakligi
Ornek Buharlagma Sicakligi (°C) (°C)
Cc 97.22 281.49
C-G:3-1 98.27 290.51
C-G:11 97.54 288.34
G 88.33 241.40
xC 100.42 296.42
xC-G:3-1 94.08 301.43
xC-G:1-1 99.76 301.56
xG 86.20 288.06
xC/nsHA 74.69 297.71
xC-G:3-1/nsHA 85.77 296.5
xC-G:1-1/nsHA 78.77 303.94
xG/nsHA 74.65 226.35

4.4.3 Filmlerin Mekanik Ozellikleri

Filmlerin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi icin gerilme uzama testleri uygulanmigtir.
Bunun igin 6rnekler dikdortgen seklinde (10 mm x 40 mm) kesilmistir. Elde edilen
elastik modulus (E), maksimum gerilme direnci (UTS) ve maksimum uzama (SAB)
sonuglarl Tablo 3 te verilmigtir. Filmlerin igindeki jelatin miktarinin artisi ve HA
eklenmesi, filmlerin E ve UTS degerlerini dusirmustur. Ancak, HA eklenmis kompozit

film yapilar kortikal kemik mekanik dayanimi ile (UTS= 50-150 MPa) benzer degerler
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gOstermigtir. Dolayisiyla, HA eklenmis filmler kortikal kemik uygulamalarinda

kullanilabilecek aday malzemelerdir.

Tablo 3 Karisim ve kompozit filmlerin mekanik test sonuglari

Ornek UTS (MPa) E (GPa) SAB (%)

C 139.25 £ 22.33 2.04 £0.70 11.64 £ 1.33
C-G:3-1 126.49 £ 11.07 1.89 £ 0.30 10.67 £ 3.57
C-G:11 103.46 £ 7.82 1.80+£0.24 7.80 £ 1.40
G 50.16 £ 6.94 0.97 £ 0.09 6.40 £ 1.42
xC 190.50 + 13.33 2.52 +0.28 13.72 £ 1.17
xC-G:3-1 171.87 £16.20 2.61+£0.27 10.87 £ 4.07
xC-G:1-1 153.69 £ 18.00 2.77 £0.99 8.70 £ 2.90
xG 108.73 £ 18.44 1.04 £0.22 16.15 £ 3.50
xC/nsHA 140.04 £ 4 .47 2.32+0.24 11.59+1.35
xC-G:3-1/nsHA 99.75 + 15.87 2.13+0.28 7.59 +1.01

xC-G:1-1/nsHA 88.07 £ 13.28 2.23+0.12 6.9+1.13

Capraz baglanmis 6rnekler, digerlerine gére daha yiksek E ve UTS degerlerine
sahiptir, dolayisiyla film yapilarda c¢apraz baglamanin mekanik gucu arttirdigi
sOylenebilir. Diger taraftan, nsHA varligi ile UTS degerleri 50-70 MPa kadar dusme
gostermigtir. Bunun nedeni, yapida HA’nin ayri faz olusumuna girerek mekanik gicu

azalttigini seklinde agiklanabilir.

4.4.4 Yiizey Hidrofilikligi

Hidrofilik davranis hicrenin yapilara tutunmasinda 6énemli bir faktér oldugu igin bu
projede de incelenmigtir. Bu amacla deiyonize su (DW), diiyodo metan (DIM),
formamid (FA) ve dimetil silfoksid (DMSO) sivilari temas agi Olgimlerinde
kullaniimistir. Olglilen temas agilari Tablo 4 te verilmistir.

Kitosan ve jelatin —OH ve —NH; gruplarindan o6tura hidrofilik polimerler olmasina
ragmen, su temas acisi degerleri capraz baglama yapilmamis drneklerde 114° ve
98° gibi yuksek degerler vermistir. Bu durum muhtemelen polimer zincirinin hidrofobik

omurgasindan kaynaklanmaktadir. Kitosan-jelatin polimerik karisimlar icin ise ¢apraz
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baglama ve jelatin miktar artigi ile hidrofilik davranisin arttigi, temas agilarinin
klUguldugu gorulmustar. En belirgin su temas agisi degisimi en hidrofilik karakter
olarak xC-G:1-1 érneginde gorilmustir (6=53). Bu sonucun nedeni polar fonksiyonel
gruplarin C-G:1-1 oraninda ve capraz baglamanin da etkisinde ylzeye dogru

yonlenmesi olarak agiklanabilir.

Tablo 4 Filmlerin su ile olusturdugu temas acisi degerleri

Temas agisi (Derece)

Ornek
C C-G:3-1 C-G:1-1 G

- X x/ns - X x/ns - X x/ns | - X x/ns
Sivi HA HA HA HA

DwW 113.9 | 84.4 | 70.81 | 105.0 | 82.4 | 62.42 |105.1 | 53.0 | 69.94 | 98.3 | 77.3 -

DIM 46.6 | 37.7 | 40.20 | 40.0 | 34.1 | 40.23 | 40.7 | 28.2 | 35.34 | 40.0 | 36.3 -

FA 545 | 43.3 | 40.71 | 46.3 | 484 | 38.88 | 46.1 | 37.2 | 4251 | 324 | 28.9 -

DMSO | 58.0 | 16.7 | 17.08 | 25,6 | 144 | 1958 | 204 | 146 | 16.38 | 16.3 | 185 -

Orneklerin, Zisman, Harmonik, Geometrik ve Asit-Baz yaklagimlarina gore

hesaplanan ylzey enerji degerleri Tablo 5 te verilmistir (OZCAN, 2008).

Tablo 5 Filmlerin yiizey enerji degerleri

Ornek Zisman Harmonik | Geometrik Asit Baz
y(mdim?) | y(mdim?) | y(mJdim?) | y(mJ/m?
C 37.96 39.61 42.81 32.34
C-G:341 4474 45.15 49.49 33.71
C-G:1-1 4517 45.28 50.02 32.48
G 46.03 47.43 50.14 33.84
xC 44.38 46.57 45.32 42.77
xC-G:3-1 44.43 46.70 45.18 44.46
xC-G:1-1 41.56 55.71 51.87 46.32
xG 4474 49.66 47.25 45.46
xC/nsHA 42.10 48.41 45.33 44.59
xC-G:3-1/nsHA 39.51 50.79 4717 45.07
xC-G:1-1/nsHA 42.87 49.09 46.07 45.62

Farkli yontemlerle elde edilmis serbest yuzey enerjisi degerlerine bakildiginda ¢ikan
sonuglarin hesaplama yapilan yonteme goére 32 mJ/m? ile 56 mJ/m? arasinda farklilik
gosterdigi goriilebilmektedir. Capraz bagli érneklerde degerler 4-5 mJ/m? farklilikla

birbirine yakin degerler verirken, xC-G:1-1 O&rnekleri daha blyuk degisimler
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gostermigtir. nsHA eklenmesi ise ¢ok buyuk bir degisim yaratmamistir. Kitosana ait
degerleri literatiirdeki degerle (38 mJ/m?) karsilastirildiginda, Harmonik élgiimiine
gore degerinin (39.61 mJ/m?) cok benzer oldugu gorilmektedir (WANG, 2009).
Zisman, Harmonik ve Geometrik hesaplarina gore serbest ylzey enerjisi degerleri
capraz baglamasiz orneklerde jelatin miktari arttikgca artmaktadir. Asit-Baz
yaklasimina goére c¢apraz baglanmamis filmlerde toplam yilizey enerjisinin
degismedigi ve yaklasik 33 mJ/m? oldugu bulunmustur. Bunun nedeni jelatinde
bulunan —COOH ve —NH; gruplarinin serbest ylzey enerjisi degerlerini arttirmasi ve
su temas acisi degerlerini dusurmesi olarak gorulebilir. Bu calismada tum
yaklagimlar kullanilarak malzemelerin ylzey enerjileri hesaplanmig olsa da, literatur
ile karsilastinidiinda en guvenilir sonuglarin Harmonik yaklasim sonucu elde

edildigini sdylemek mumkuanddar.

4.4.5 Film Yapilarin Sisme Degerleri

Capraz baglanmamis filmler sulu ortamda ¢oézindukleri igcin sisme deneylerinde
kullanilamamistir.

Sisme deneyleri sonuglarina gore karisim filmler iginde en fazla sismeyi xC-G:1-1
oranindaki drnek gostermigstir (Sekil 13a ve 13b). Bunun da nedeni kitosanin sert
yapisi ile hidrofilik —-OH, —NH, gruplarinin ¢oklugunun yarattiyi kombinasyon olabilir.
xC ve xC-G:3-1 ornekleri sirasiyla 3 ve 6 saatte denge degerlerine ulasmistir. Capraz
bagh kitosan 6rnegi (xC) en disuk sisme degerini gosterirken (155.3+11.5%), esit
oranlarda jelatin ile kitosanin karistiriimasi ile hazirlanan filmler (xC-G:1-1) en yuksek
sisme degerlerine sahip olmustur (333.0+16.9%). Kim ve ekibi, sisme degerlerinin
serbest —OH, —NH;, ve -NHOCOCHj3 gruplarindan kaynaklandigini belirtmigtir (KIM,
2005). Ancak, Haider ve ekibi, kitosan miktarindaki artisin ayni zamanda kitosandaki
NHs" ve jelatindeki COO™ gruplari arasindaki elektrostatik etkilesimi de arttirdigini ileri
sturmustar. Bu iki gorus dikkate alindiginda xC-G:1-1 oraninda neden en fazla sisme
degerinin elde edildigi aciklanabilir. Diger taraftan, jelatin varliginda kitosanin
kristallenme olasiiginin azalacagr ve dolayisiyla sisme degerlerinin artacagl da
beklenen bir sonugtur. Ayni zamanda su temas agisi, XC-G:1-1 filmlerde en ylksek
degeri verdigi icin en hidrofilik karakterli bu yapinin en fazla sisme oranina sahip

olmasi birbiriyle uyumlu sonuglardir.
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Sekil 13 Filmlerin sisme degerleri, (a) capraz baglanmis kitosan-jelatin filmleri,
(b) kitosan-jelatin/hidroksiapatit kompozit filmleri

Kompozit yapilarin gisme sonuglari genellikle birbirlerine yakin  degerler
gOstermislerdir ve hepsi 3. saatte denge sisme degerlerine ulasmistir. Bu yapilarda
da xC-G:1-1/nsHA filmlerin en yuksek sisme degeri sonuclarini (162.7+2.2%) verdigi
goézlenmistir. xC-G:3-1/nsHA 6rnegi 157.0 + 9.9% degerini verirken xC/nsHA &rnegi
137.5+£2.1% sisme oranini gostermistir. Kompozit yapilarin polimerik karigimlara gore
biraz daha dusik sisme degerleri vermesinin nedeni HA pargaciklariyla polimerik
yapidaki —COO ve —NH; gruplarinin etkilesime girmesi sonucu su ile olusabilecek

etkilesimin azalmasina baglanabilir.
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4.4.6 Yiizey Yapisi Analizi

Filmlerin ylUzey yapilarinin analizi icin SEM mikrokrograflari incelenmistir (Sekil 14).
SEM sonuglari, filmlerin homojen yuzeylere sahip olduklarini, HA varhdinin yizey
parbzlalagana artirdigini, ve HA dagihiminin xG/nsHA haricinde olduk¢a homojen

oldugunu, gostermektedir.

xC/nsHA

XE-6%3/nsHA

d-siak
.

Ll
g

xC-G:1-1/nsHA

Sekil 14 Film yapilarin SEM mikrograflari
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4.4.7 Filmlerin Hiicre Etkilegsimleri

Capraz baglanmamis kitosan-jelatin yapilar sulu ortamda ¢ok kisa strede ¢ézindugu
icin hidcre deneyleri sadece gapraz baglanmis Orneklere uygulanmigtir. MTS test
sonuglari Sekil 15 de gorulmektedir.

MTS test sonuglarina gore; ilk gunde kitosan-jelatin karigim filmler arasinda saf
jelatin film en yiiksek hiicre yapismasini géstermistir (5754+383 hiicre/cm?). 7. giinde
de jelatin artisinin filmlerdeki hicre cogalmasini arttiran bir etkisi oldugu
gorulebilmektedir. Bunun muhtemel nedeni jelatinin yapisinda yer alan ve hucre
yapismasini arttirdigi bilinen RGD-benzeri amino asit gruplarndir. Jelatin filmlerin 7.
giindeki hiicre miktari (44597+188 hiicre/cm?) kitosan filmlerdeki hiicre sayisindan
(153634931 hiicre/cm?) yaklasik 3 kat fazladir. Bu durum da jelatin iceren destek
yaplilarin hicresel uyumluluklarinin ¢ok ytksek oldugunu kanitlamaktadir.
Sinterlenmemis hidroksiapatit (nsHA) iceren kompozit filmlerde ise tam ters bir
davranis olusmustur. Ozellikle 7. gin sonuclarindan da gézlenecegi gibi jelatin
miktarindaki artis hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur. xC/nsHA filmler ilk
glinde de (473642536 hiicre/cm?) yedinci giinde de (252832962 hiicre/cm?) en
yuksek hicre sayisina sahip olmustur. Bu durumun nedeni ise hidroksiapatitin Cca?
ve PO,> gruplarinin jelatinden gelen hiicre yapismasini arttiricic RGD-benzeri
sekanslarin COOH ve NH; gruplari ile etkilesimi sonucu bu sekanslarin inhibe olmasi
seklinde aciklanabilir (CHANG, 2003).
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Sekil 15 Filmler lizerindeki Saos-2 hiicrelerinin 1. ve 7. giin sayilari

Capraz bagh kitosan-jelatin karigim filmlerin Gzerindeki Saos-2 hUcrelerinin
yapismalarini incelemek icin floresan fotograflari alinmigtir (Sekil 16). DAPI-falloidin
ile boyanan hucrelerin ¢ekirdekleri mavi renkte gorunurken sitoplazmalari ise yesil
renkte gorinmektedir. Kitosan otoflerasan bir malzeme oldugu i¢in bu boyama
yontemi literatirde de siklikla kullaniimaktadir. Floresan resimlerinden de goéraldugu

Uzere farkh oranlardaki kitosan-jelatin karigim o6rneklerde artan jelatin miktar

osteosarkoma hucrelerinin yapigsmasini arttirmistir.
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1. Glin 7. Giin

xC

xC-G:3-1

xC-G:1-1

xG

Sekil 16 Capraz bagh kitosan-jelatin filmlerin Saos-2 hiuicre ekimi sonrasi 1. ve
7. guin floresan mikroskop fotograflari (20X)

DAPI (cekirdek) ve falloidin (stoplazma) boyali kitosan-jelatin/nsHA kompozitler 7.
gline ait floresan mikrograflarinda fark edilir degisiklikler géstermiglerdir. xC/nsHA ve
xC-G:3-1/nsHA kompozit filmler xC-G:1-1 filme gére daha ylksek sayida hicre
¢ogalmasina sahiptir (Sekil 17). Ayrica, ylzeye tutunmus hticrelerin sayisi, 7. ginde

ilk gune gore artig gostermistir.



1. Giin 7. Giin

h . .
o . .
o . .

Sekil 17 Capraz bagh kitosan-jelatin/hidroksiapatit filmlerin Saos-2 ekimi
sonrasi 1. ve 7. gun floresan mikroskop fotograflari (20X)

Film yUzeyler Gzerindeki hicre-malzeme iliskisi floresan mikroskobu resimlerinden
¢ok net agiklanamadigi i¢in hazirlanan 6érneklerin SEM mikrograflari incelenmistir.
Polimerik karisim filmlerin Saos-2 hucreleri ile olan SEM resimleri 7. gundeki belirgin
hiicre yayllmasini géstermektedir (Sekil 18). ilk giine ait resimlerde ise hiicreler daha

dairesel sekillerdeyken ylzeye tam yayillamadiklari gortulmektedir Sadece kitosan
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iceren xC filmler Gzerinde en az hicre yayilmasi gézlenirken, jelatin yogunlugu artan

filmlerde hucrelerin yildizimsi sekillerde yayildiklari gézlenmektedir.

1. Gun 7. Gln

xC

xC-G:3-1

xC-G:1-1

Sekil 18 Capraz bagh kitos-jelin fiImIrin ao- ekimi sona5| 1. ve 7. giin
SEM mikrograflan

Kompozit filmlerin SEM mikrograflarindan (Sekil 19) gortldugu Gzere, hucreler ilk gin
dairesel sekillere sahipken yedinci gun nsHA ekli ylzeylerde yayillmis halde

bulunmaktadirlar. MTS sonuglarinin aksine SEM mikrograflar farkl kitosan-jelatin
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oranli  filmler arasinda hdcre vyayllmasi konusunda buyuk farkhliklar
gostermemektedir. Rizzi ve ekibi PCL ve PLA kullanilarak hazirlanmis biyobozunur
polimer/sinterlenmemis  HA  filmlerin SEM  mikrograflarina  gbére, insan
osteoblastlarinin polimer ytzeyden ¢cok HA nin bulundugu bélgelerde fazla yayiima
gosterdiklerini  belirtmiglerdir (RIZZI, 2001). Sonug¢ olarak, bu g¢alismanin SEM
mikrograflarina bakarak nsHA parcaciklarinin yizeyde yeterli miktarda yer aldiginda

hdcre yayllmasini destekledigi fikri ortaya g¢ikabilir.

xC/nsHA

xC-G:3-1/nsHA

xC-G:1-1/nsHA

Sekil 19 Capraz bagh kitosan-jelatin/hidroksiapatit filmlerin Saos-2 ekimi
sonrasi 1. ve 7. giin SEM mikrograflari
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4.5 Gozenekli Kitosan-jelatin (spxC-G), Kitosan-jelatin/nsHA (spxC-G/nsHA)
ve Kitosan-jelatin/sHA Yapilarin Karakterizasyonu

Dondurma-kurutma yoéntemi ile hazirlanan gézenekli ve gapraz bagli singer yapilar
ve hidroksiapatit eklenerek hazirlanan kompozit stingerlerin 6zellikleri incelenmigtir.
Bu amagcla, kitosan-jelatin (spxC-G), kitosan-jelatin/nsHA (spxC-G/nsHA) ve kitosan-
jelatin/sHA ornekler kimyasal yapilari, mekanik o6zellikleri ve hucre etkilesimleri

acisindan incelenmigtir.

FTIR-ATR sonuclarina gére HA parcaciklarinin 961 cm™, 603 cm™ dalga boylarindaki
PO,* pikleri ve 629 cm™ deki OH titresim pikleri gorulmustar (Sekil 20).

1SpXC-G

spxC-G/nsHA

spxC-G/sHA

%Transmitans

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600.0

Dalga boyu (cm™)

Sekil 20 Gozenekli siinger yapilarin FTIR-ATR spektralari

4.5.1 Gozenekli Stinger Yapilarin Morfolojileri

Singer yapilarin morfolojik 6zellikleri SEM mikrograflarindan incelenmigtir. Gézenekli
kitosan-jelatin (spxC-G), kitosan-jelatin/nsHA (spxC-G/nsHA) ve kitosan-jelatin/sHA
yapilarin SEM mikrograflari Sekil 21 de verilmigtir. Bu yapilarda gézenek buyuklikleri
100 pym ve 500 uym dolaylarinda degisiklik gostermistir.
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Sekil 21 Gozenekli yapilarin taramali elektron mikroskop mikrograflari

SEM mikrograflari, ¢apraz baglama sirasinda sulu ortamda 48 saat kalmasina
ragmen HA partiklllerinin destek yapilardan ayriimadidini, destegin duvarlarina
yapistigini  ve bulundugu bdlgede kararli oldugunu gdstermistir. Doku
muhendisliginde ¢ok 6nemli bir faktdr olan gbézenek dagiliminin ise homojen oldugu
goOrulmustar. Gézenek duvarlarinda 5-15 pm HA pargaciklari bulundugu gézlenmigtir
(Sekil 22).
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Sekil 22 Hidroksiapatit eklenmis destek yapilarin gézenek duvarlarinin SEM
mikrograflar

4.5.2 Mekanik Ozellikler

Mekanik 6zelliklerin incelenmesi igin stinger yapilara sikistirma testleri uygulanmistir.
Bu amagla, stingerler 1 cm kenarlari olan kiip seklinde kesilmis ve mekanik cihazin
basma modilu igine yerlestiriimistir. Sungerlerin elastomerik yapilari nedeniyle
kirlma noktasi gostermedikleri ve uygulanan gug¢ artikga malzeme direncinin de
arttigr goéralmastir. Bu testlerin sonucunda elastik modulus (E), maksimum sikisma
direnci (UCS) degerleri hesaplanmistir (Sekil 23a ve 23b).

Yapilara sinterlenmemis hidroksiapatit (nsHA) veya sinterlenmis hidroksiapatit (sHA)
eklenmesi sonrasi her iki mekanik degerin de kompozit sunger yapilarda arttigi
gorulmustar. UTS degerleri yaklasik 3 kat artis gostermis ve 1.33 MPa’dan 3 Mpa
Uzerine ¢ikmis, elastik modults degerleri de yaklasik 3 kat artisla 0.12 GPa’dan 0.30

GPa Ustl degerlere gikmistir.
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Sekil 23 Siinger yapilarin basma deney sonuglari, (a) elastik modiiliis (E) ,
(b) maksimum sikigsma direnci (UCS)

Tablo 6 Siinger yapilarin ve siingerimsi kemik dokusunun mekanik 6zellikleri

Ornek UCS (MPa) E (GPa)

Siinger Kemik 2-12 0.05-0.5
spxC-G 1.33+0.19 0.12+0.03
spxC-G/nsHA 3.03+0.82 0.33+0.08
spxC-G/sHA 3.17 +£0.39 0.31+£0.05
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Sonuglara gore HA eklenmesi yapilarin mekanik 6zelliklerini arttirmigtir. Ayrica, HA
eklenmis suinger yapilar sunger kemik yapisinin mekanik 6zellikleri (UCS=2-12 MPa),
E=0.05-0.5 GPa) (HENCH, 1993) ile benzer degerler gostermistir. Dolayisiyla bu tir

malzemelerin stingerimsi kemik tedavisi i¢in kullanilabilecegi 6nerilebilir.

4.5.3 In vitro Test Analizleri

Destek yapilarin hiicre yayilmasina ve c¢ogalmasina uygunlugu MTS testi ve
mikroskobik yontemlerle incelenmigtir. MTS testi sonuglari Sekil 24 te verilmigtir.
Gozenekli yapilara 100.000 hiicre/cm? ekim yapilmistir ve 7. giiniin sonunda en
yuksek hicre c¢ogalmasi sinterlenmis HA bulunan yapilarda gézlenmis en az
cogalmayi ise spxC-G/nsHA ornekleri gostermigstir. Bu sonuglarin nedeni kimyasal
kompozisyon kadar, gézenek boyutlarindaki farkliliklar da olabilir. SEM resimlerinden
de gorilebildigi gibi spxC-G/nsHA yapilari en kiglk gbézenek yapisina (yaklasik 100
um) sahipken spxC-G/sHA drnekleri en blylk gdézenek boyutuna (yaklagik 500 pm)
sahiptir.

250000

200000

150000

I 1.Giin

100000 B 7. Gin

( Hiicre Sayisi (hiicre/cm?)

50000

spxC-G sprC-G/nsHA spxC-G/sHA TCP

Sekil 24 Gozenekli siinger yapilarin MTS testi ile yapilan hiicre ¢ogalmasi
sonuglari
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Konfokal mikroskop, hucrelerin yapilar igindeki dagilimini ve hicrelerin
g6zeneklerden gegisini incelemek icin kullaniimigtir. Hucre ile kiltir edilen stnger
destek yapilarinin z-eksenleri incelenmis ve hulcrelerin gdzenekler iginden ilerleyisi
fotograflanmistir. MTS test sonugclarini destekleyen konfokal resimlerinden (Sekil 25)
goruldagu gibi propidyum-iyodur boyali Saos-2 hicreleri 7. gunde spxC-G/sHA
orneginde daha fazla sayida gorulmektedir. Ayrica z-kesitli konfokal resimleri
hdcrelerin spxC-G yapilarda 100 um derinlige kadar indigini gdsterirken bu deger
spxC-G/sHA oérneklerinde 60 um ye dismektedir.

spxC-G/sHA 6rnekleri en yuksek hicre sayisina sahip olmasina ragmen, spxC-G
destek vyapilari en yuksek gecisi goOstermisti. Bunun nedeni gbzenek

buyudkliklerindeki degisimlerin hlicre penetrasyonu Uzerindeki kritik etkisi olabilir.

1. Glin 7. Gin

spxC-G : i

Sekil 25 Saos-2 hiicreleri ekilmis c¢apraz bagh kitosan-jelatin, kitosan-
jelatin/nsHA ve kitosan-jelatin/sHA kompozit singer destek yapilarin 1. ve 7.
glin konfokal resimleri

Gozeneklerden iceri gb¢ etmis hicreleri gdzlemleyebilmek amaciyla, yapilarin SEM
analizleri de yapilmigtir. Hucrelerin gézenek iclerindeki varligi SEM mikrograflarinda
da gorulebilmektedir (Sekil 26). SEM resimleri incelendiginde hicrelerin birinci giinde
dairesel sekillere sahip oldugu ancak 7. glne gelindiginde gbézenek duvarlarina

yapistiklari ve yayildiklari sGylenebilir.
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spxC-G

spxC-G/nsHA

spxC-G/sHA

Sekil 26 Saos-2 hiicreleri ekilmis capraz bagh kitosan-jelatin, kitosan-
jelatin/nsHA ve kitosan-jelatin/sHA kompozit siinger destek yapilarin 1. ve 7.
gun SEM mikrograflan

Sonug olarak, sungerimsi yapida hazirlanan kitosan-jelatin karisim, kitosan-
jelatin/nsHA ve kitosan-jelatin/sHA kompozitlerin konfokal ve SEM mikrograflarina
gore Saos-2 osteosarkoma hucreleri Ug-boyutlu yapilara yapismakta, gbézenek
iclerine difizlenmekte ve yapi iginde yayillmaktadir. MTS test sonuglari 6zellikle
sinterlenmis hidroksiapatit (sHA) eklenmesinin hucre c¢ogalmasini arttirdigini

gOstermistir.
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5 TARTISMA

Bu calismada, dogal biyouyumlu ve biyobozunur oldugu bilinen jelatin ve kitosan
polimerleri, sinterlenmemis ve sinterlenmis sekilde laboratuvarlarimizda hazirlanan
hidroksiapatit tozlari ile birlestirilerek kemik doku muhendisligine yénelik 2-D film ve
3-D slinger destek yapilarin hazirlanmasi hedeflenmistir.

Oncelikle laboratuvarlarimizda sentezlenen hidroksiapatit yapisi, FTIR-ATR, X-Isini
ve SEM ile incelenmis ve sinterlenmemis hidroksiapatit parcaciklarinin ylksek
oranda amorf, sinterlenmis hidroksiapatit taneciklerinin ise kristal yapida oldugu
gbzlemlenmistir.

Farkl kitosan-jelatin oranlarinda hazirlanan kitosan-jelatin filmler suda-¢ézinebildigi
icin EDC/NHS c¢apraz baglayicilari ile sabitlenmis ve FTIR-ATR sonuglariyla ¢apraz
baglama asamasinin basariyla gergeklestigi dogrulanmistir. Hem ¢apraz bagli, hem
de capraz baglanmayan film Orneklerinde bazi karakterizasyon tesleri yapiimisg,
ancak dayaniklihgi az, ¢6zunurligu fazla olan ¢apraz baglanmamis drnekler sisme
ve hucre deneylerinde kullaniimamistir.

2-D hazirlanan filmler osteojenik Ozelliklerini gelistirmek icin sinterlenmemis
hidroksiapatit (nsHA) ve sinterlenmis hidroksiapatit (sHA) eklenmesiyle modifiye
edilmigtir. SEM sonuglari nsHA taneciklerinin polimerik film ylzeylerde homojen
dagiimini kanitlamigtir. Diger taraftan, sHA tanecikleri eklenmis iki-boyutlu yapilar
homojen olmayan bir dagiim gostermis ve filmlerin kirilganhgini artirmistir.
Dolayisiyla, bu filmler detayli incelenememis ve kullanilamamistir.

Termal analiz sonuglarina gore; DSC verileri capraz baglama sonrasi bozunma
sicakliklarinin arttigini, hidroksiapatit eklenmesinin muhtemelen Ca®* ve PO43'
gruplar ile COO™ ve NH;" gruplari arasindaki etkilesimler nedeniyle bozunma
sicakhgini yukselttigini gostermisgtir.

Mekanik test sonuglarina gore c¢apraz baglama, kitosan-jelatin yapilarin ¢ekme
dayanimlarini ve sertliklerini arttirmigtir. Ayrica, kristalin 6zellikler gosterebilen
kitosan orani arttikga Orneklerin mekanik glcu de artis gostermistir. Yapilara
sinterlenmemis hidroksiapatit (nsHA) eklenmesi sonrasi UTS ve E degerleri
azalmistir. Bunun nedeni, polimer film igerisindeki nsHA taneciklerinin homojen
olmayan faz ayirimina gitmesi ve kirilma asamasini hizlandirmasi olabilir. Buna

ragmen kompozit filmlerin mekanik 6zellikleri sert kemigin &zelliklerine ¢ok benzer
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degerler gosterdigi igin xC-G/nsHA filmler sert doku muhendisligine ydnelik
potansiyele sahip malzemelerdir.

Yuzey hidrofilikligi incelendiginde xC-G:1-1 filmler en hidrofilik yltzey o6zelliklerini
gOstermistir ve sisme test sonuclari da bu 6zelligi desteklemistir.

Saos-2 kemik hucreleri ile yapilan deneylere gore polimerik film 6érneklerde jelatin
artisi hicre c¢ogalmasini arttirmigtir. Bu sonug, jelatin icinde bulunan ve hicre
yapismasini tetikleyen RGD gruplarinin varligindan dolay! olugsmustur. Ancak nsHA
eklenmis kompozit yapilarda tam tersi bir etki gdzlenmigtir. Bu durumun nedeni de
HA parcaciklari ile RGD gruplari arasindaki etkilesime dayanabilir.

Yapilarin hicre digi ortama benzerligini arttirmak adina iki-boyutlu film &rneklerin
yani sira Ug-boyutlu sunger yapilar da hazirlanmis ve karakterize edilmistir. Polimer
orani 1-1 tutulan 6rneklerde sinterlenmemis ve sinterlenmis olmak Uzere iki cesit
hidroksiapatit tozu yapilara eklenmigtir. FTIR-ATR ve SEM sonuglari HA
taneciklerinin gdzenekli yapilardaki kararliigini kanitlar niteliktedir.

SEM sonuglarina gore, spC-G/sHA en buyuk gbézenek boyutuna (~500 pm) sahip
olan ornektir. Diger érneklerin; spC-G yaklasik 200 ym ve spC-G/nsHA yaklasik 100
Mm boyutlarinda gbézeneklere sahip oldugu SEM resimlerinde gorilebilmektedir.
Gozenek boyutu ylzey alanini etkiledigi icin hicrelerin tutunmasi ve ilerlemesi
agisindan biyouyumlulugu arttiran énemli olan bir faktérdar.

Mekanik test sonuglari, hazirlanan ve HA igeren kompozit yapilarin insan singerimsi
kemigi ile benzer degerler gosterdigini ve bu yapilarin siingerimsi kemik muhendisligi

uygulamalarina ydnelik potansiyelini ortaya koymustur.
Sonug olarak, sinterlenmemis veya sinterlenmis hidroksiapatit kullanilarak hazirlanan

2-D film ve 3-D sunger kitosan-jelatin desteklerinin kemik doku muhendisligi

uygulamalari igin aday malzemeler oldugu sdylenebilir.
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