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Onsoz

Bu proje hiicre proliferasyonuna uygun, uzun donem inflamasyon tedavisi saglayan
kompozit temelli kemik greftlerinin hazirlanmasi ve bu greftin sert doku onarimina
yonelik potansiyelinin incelenmesini hedeflemistir. Bu amaca yodnelik olarak, POSS
katkili kitosan temelli kompozit doku iskelelerinin gelistiriimesi, karakterize edilmesi

ve in vitro kemik-kikirdak hicre kiltiri test asamalari gergeklestirilmistir.

Proje TUBITAK 1001 # 116M096 proje destegi ile ylritilmistr.
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Ozet
Son yillarda yaslanan dinya nifusu ve kazalara bagl kas-iskelet sistemi hastalik ve

yaralanmalarinda ©6nemli derecede artis gozlenmektedir. Malzeme bilimindeki
gelismeler ile vicutta kemik doku ile uyumlu, polimerik yapida sentetik greftlerin
kullanimina ilgi artmistir. Bu malzemeler, ikincil operasyonlara gerek kalmadan,
immun reaksiyon gelistirmeyen canli ve fonksiyonel yapay kemik dokusu
gelistiriimesini, kemik onarimini gerektiren durumlarda, kemik iyilesmesini
hizlandiracak ve desteklemek Uzere kullaniimaktadir. Elde edilen biyomalzemenin
mekanik gucinun hedef bolgeye uygun olmasi, kemik iyilesme sirecinde yapisal
bUtinligu korumasi ve osteokonduktif 6zellikte olmasi gerekmektedir. Bu ézelliklere
sahip doku iskelelerinin eldesinde kullanilan biyobozunur ve biyouyumlu yapida dogal
ve sentetik polimerler arasindan kitosan porozlu yapisi, jel olusturma o6zellikleri,
kimyasal modifikasyonlarinin kolay olmasi, antibakteriyel o6zellikleri ve in vivo
makromolekullere yiksek affinite gostermesi nedeniyle 6zellikle dikkat cekmektedir.
Son dénemde, kemik greftlari olarak birgcok polimer mikro ve nanokompozit sistemler
Uzerine calisiilmaktadir. Silika nanopartikiller, yapida modulus ve mukavemette
onemli olgide iyilesme saglamakta ve mineralizasyonu tetikleyerek kemik doku
rejenerasyonunu desteklemektedir. Bu nedenle, proje kapsaminda gelistirilecek
biyomalzemede kemik olugsumunu indukleyebilecek, hibrid nanokafes yapisi ile
fonksiyonel Ozellikler kazandirilabilecek polihedral oligomerik silseskioksan (POSS)

nanosilika parcaciklar kullaniimigtir.

Onerilen projede; POSS katkili kitosan temelli kompozit doku iskelelerinin
geligtiriimesi ve sert doku muhendisligine yonelik olarak potansiyelinin arastiriimasi
hedeflenmistir. Projede gelistirilen kemik doku olusumunu tetikleyen, godzenekili
biyobozunur kompozit doku iskelesi; istenilen mekanik ve yapisal oOzellikleri
saglamasinin yanisira, hedef bélgede uzun dénemde antibiyotik salimi gergeklestiren
ve enfeksiyonu engelleyen 0zelligi ile fonksiyonel Ozellik kazandiriimis bir
biyomalzemedir. Bu amagla, kemik enfenksiyonlarinda yaygin olarak agdiz yolu ile
kullanilan antibiyotiklerden olan gentamisin ve vankomisin segilmis ve mikrofluidizer
yontemi ile monodisperse yapida antibiyotik yliklenmis uniform kitosan nanokurelerin
elde edilmesi, bu mikro/nanokuirelerin kitosan/POSS kompozit doku iskelesine
puskurtme yontemi ile basarili bir sekilde kaplanarak entegre edilmesi, nihai Grinde
ilag salinimi ve in vitro hicre kultir calismalari projede gerceklestirilmistir. Nanokire
ve doku iskelesi Uretiminde kullanilan kitosan/kil ve kitosan/POSS c¢o6zeltilerinin
homojenizasyonu mikrofludizer sistemi ile optimize edilmis, elde edilen yapilarin

karakterizasyon calismalari sonucunda kil katkisinin nanokurelerin stabilite ve in vitro
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salim profilini olumlu yénde etkiledigi, POSS nanopartiklllerin de doku iskelesinin
mekanik dayanim, sisme Ozellikleri ve biyomineralizasyon kapasitesini arttirdigi
go6riulmustar. Nanokure kapli doku iskelelerinden uzun dénemde kontrolli antibiyotik
salimi gerceklestiriimis; antimikrobiyal aktiviteleri ise disk difizyon yontemi ile
belirlenmigtir. In vitro galismalarda antibiyotik yUkli nanokire kaph doku iskelelerinde
istenen hucre tutunumu, proliferasyonu ve farklilagsmasi saglanmistir. Kemik-kikirdak
hicre farkhlasmasi 6zel isaretleyicilerle belirlenmistir. Doku iskelelerinde kemik
hicrelerinin Greme ve biyoaktivitesinde artis gézlenirken, kikirdak hicrelerinde sinirli
blylme ve metabolik aktivite gozlenmistir. Bunun yanisira, vankomisin salimi yapan
doku iskelelerinde gentamisinli gruplara kiyasla, kemik hucrelerinin daha yuksek

aktivite gosterdigi gorulmastar.

Anahtar Kelimeler: Doku mihendisligi, polimer, silika, kompozit, antibiyotik salimi,

kemik rejenerasyonu, kikirdak
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Abstract
In recent years, there is a significant increase in aging of World population and

muscle-skeleton system diseases and injuries related with accidents. Recently there
has been an interest on the use of synthetic grafts composed of polymers with the
developments on material science. These materials have been used to support and
accelarate bone healing when bone repair needed, to develop non-immunogenic,
living and functional artificial bone tissue without any need for secondary surgery.

It is required that biomaterial for bone TE is suitable for target site,
maintenance the structural integrity during the healing process and osteoconductive
effect. Among several scaffolds which have these properties, chitosan takes attention
due to its porous structure, gel forming property, easily handling and antibacterial
property. Recently, several micro and nanocomposite polymer systems as bone
grafts have been studied. Silica nanoparticles improve modulus and strength and
promotes bone tissue regeneration by inducing biomineralization. Thus, in this
project, polihedral oligomeric silsesquioxanes (POSS) nanocages were used to
promote osteogenesis and gain functional properties due to its hybrid structure.

In this proposed project, development of chitosan based POSS reinforced
composite scaffolds and investigation of the potential of these composites for hard
tissue engineering is aimed. In this study, porous biodegradable composite scaffold
which induce osteogenesis, provides controlled antibiotic release and prevent
infection at target site as well as providing desired mechanical and structural property,
was developed. For this purpose, gentamycin and vancomycin which are orally
administrated for bone infection were loaded to obtain uniform chitosan nanospheres
by microfluidics method. Chitosan/MMT and chitosan/POSS solutions used in
fabrication were homogenized with microfluidization technique. The results obtained
from characterization tests showed that MMT incorporation provided positive effects
as stabilizing nanosphere structure and in vitro release profile and POSS
incorporation improved mechanical properties and biomineralization of the scaffold.
Nanosphere coated scaffolds provided controlled release profile in long term
incubation and antimicrobial activity tests were performed with disc diffusion method.
In vitro studies showed that optimum cell attachment, proliferation and differentiation
were achieved with nanosphere coated scaffolds. Bone and cartilage -cell
differentiation were investigated with specific markers. It was observed that scaffolds
induced bone cell proliferation and differentiation whereas, limited proliferation and
bioactivity was observed with cartilage cells. In addition, higher bone cell bioactivity
was observed with vancomycin releasing scaffolds compared to gentamicin loaded

groups.
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SONUC RAPORU

1.GIRIS

Son yillarda yaslanan dunya nufusuna ve hareketsizlie bagl olarak gelisen kas-
iskelet sistemi hastaliklarinda gozlenen artig, kemik greftlerine duyulan ihtiyaci
arttirmaktadir. Ginimuizde kemik doku muhendisligi uygulamalari, iyilesme sirecine
destek olabilen, ayni zamanda da doku rejenerasyonunu arttiran akilli malzemelerin
geligtiriimesine olanak saglamaktadir. Bu malzemeler, ikincil operasyonlara gerek
kalmadan, immidn reaksiyon gelistirmeyen, fonksiyonel yapay kemik dokusu
gelistirimesini saglamak; kemik onarimini gerektiren durumlarda ise iyilesmeyi
hizlandirmak ve desteklemek Uzere kullaniimaktadir. Malzeme tasarimlarindaki
gelismelere ragmen, post-implantasyon déneminde yasanan inflamasyon sorunu,
insan sagligini tehdit eden ciddi bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Klinik
calismalarda olasi inflamasyon problemlerinin Gstesinden gelebilmek igin genellikle
hastalara antibiyotik tedavisi uygulanmaktadir. Geleneksel tedavi yontemlerinde
implantasyon sonrasi defekt bolgede lokal depo antibiyotik uygulamalari veya oral
yolla dizenli kullanilan tabletler tercih edilmektedir. Oral yolla alinan antibiyotikler,
ilacin hasarli bolgede etkin miktarda iletimini kisittamaktadir. Ayni zamanda depo
antibiyotik tedavisi, Ozellikle yUksek dozda uygulandiginda, ototoksisite ve
nefrotoksisite gibi ciddi yan etkilere yol agmaktadir. Bu nedenle, kemik
implantasyonlarinda geleneksel yontemlerin dezavantajlarini giderecek, bodlgede

lokal olarak kontrolll ilag salimi yapabilecek akilli malzemelere ihtiya¢g duyulmaktadir.

Bolgeye 6zgu ilag saliim sistemleri etkili bir salim saglayarak yuksek dozajdan
dolay! olugabilecek yan etkileri engelleyebilmektedir. Bu nedenle, kontrollu ilag
saliminda kullanilacak tasiyici malzemenin dikkatlice segilmesi gerekmektedir.
Taslyicl malzeme vicutta toksik etki gostermemeli, etken maddeyi salim suresince
korumali ve kontrolli salim profiline yardimci olmalidir. Bu nedenle, biyopolimer bazli
malzemeler ilagc salim galigmalarinda biyouyumluk, biyobozunurluk ve islenilebilirlik
kolaylid1 nedeniyle 6n plana c¢ikmaktadir. Biyopolimer yapili malzemeler, farkli
morfolojilerde islenerek ilacin terapi suresince istenilen bolgede kontrolli salimini
saglayabilir, sonrasinda viicutta toksik etki géstermeyen monomerlere donisebilirler.
Kolajen, albimin, jelatin, aljinat, kitosan, siklodekstrinler ila¢ dagitiminda en ¢ok
kullanilan dogal polimerlerdir (Pillai ve Panchagnula, 2001).

Kitosan, cesitli 6zellikleri nedeniyle ilag salim sistemlerinde yaygin olarak

kullanilan dogal bir aminoglikozidik polimerdir. Porlu yapisi, jel olusturabilme 6zelligi,
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kimyasal modifikasyona uygun olmasi, anti bakteriyel 6zellikleri ve makro molekullere
yuksek affinite gostermesi nedeniyle, kemik doku iskelesi uygulamalarinda 6zellikle
dikkat cekmektedir. Ayni zamanda, pozitif yukll aktif amino gruplari, anyonik etken
maddeleri tagimak icin ideal reaktif alanlar saglar. Literatirde kitosan bazl tagiyici
sistemler hidrojel, partikil ya da film formlarinda lokal antibiyotik salim sistemleri
olarak umut verici sonuglar gostermistir (Patel ve Amiji, 1996; Anal ve Stevens, 2005;
Noel ve ark., 2008). Cesitli avantajlarinin yani sira, kitosan biyopolimer hizli bir
bozulma profili ve ylksek sisme derecesi goOsterir. Bu nedenle kitosan bazli
materyaller, uzun donemde kontrolli bir ilag salim sistemi tasarlamak icin, stabiliteleri
arttirilacak sekilde modifiye edilmelidir. Bu dezavantajlarin tstesinden gelmek igin,
anyonik yapilar polimer matrisinde polielektrolit alanlar saglayacak ve yapiyi
guclendirecek sekilde degerlendirilebilir.

Kitosanin kemik greft malzemesi olarak yaygin olarak tercih edilmesine ragmen,
mekanik ve biyobozunum 6zellikleri bakimindan gelistiriimesine ihtiya¢g duymaktadir.
Silika nanopartikller, yapida basma moduli ve mukavemette dnemli 6lclide iyilesme
saglayarak sentetik ve dogal polimerlerin mekanik 6zelliklerini arttirmaktadir. Bunun
yansira silika katkisi kemik doku rejenerasyonunu desteklemektedir. Silika yapidaki
polihedral oligomerik silseskioksan (POSS) nanosilika pargaciklarin polimer kompozit
sistemlerinde kullanimi giderek artan dneme sahiptir. POSS molekilleri olasi en
kiguk silika partikdllerinin analoglari olarak gorulmekte, ana iskelet nanoyapinin
disinda bulunan reaktif ve reaktif olmayan organik fonksiyonal gruplar biyolojik
dokularla ve polimerlerle uyumlulugu arttirmakta, yapinin modifiye edilmesi ile
Ozelliklerin istenildigi gibi ayarlanmasini saglamaktadir. POSS katkili polimer
kompozit caligmalarinda; geligtirilmis biyouyumluk ve fizikokimyasal o&zellikleri
sayesinde POSS iceren polimer kompozitlerin biyomedikal uygulamalara yonelik
olarak kardiyovaskiler implant malzemesi (POSS-PCU(polikarbonat-uretan)
(Kannan ve ark., 2006; Motwani ve ark., 2011), dental uygulamalarda dolgu
malzemesi (Acrylic polymer-POSS (Dodiuk-Kenig ve ark. 2006), ve yumusak doku
muhendisligi uygulamalarinda biyomalzeme olarak (karaciger, bagdirsak ve karaciger)
(Gupta ve ark. 2007) potansiyel vadettigi gozlenmigtir.

GUnUmuzde nano dolgu katkili kompozit malzemeler, saf polimerik malzemelerle
karsilastiriidiginda ustun ozellikler gostermeleri nedeniyle bircok alanda tercih
edilmektedir. Polimer-kil nanokompozitler, organik polimer matrisinin ve nano dlgekl
organofilik kil dolgu maddelerinin sinerjik etkisinden olusan hibrit malzemelerdir. Son
donemde vyapilan c¢alismalar, kitosan/kil  nanokompozit = malzemelerin
anyonik/katyonik ilaglarin kontrolli salimini saglayan ideal bir sistem oldugunu
gostermektedir (Depan ve ark., 2009; Yuan ve ark., 2010). Montmorillonit (MMT),
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kompozit sistemlerde en sik kullanilan nano dolgu maddelerinden biridir. Smektit
grubu killerden olan MMT, katmanl yapisi nedeni ile tasiyici polimer matrisi iginde
dagilarak ilacin diftizyon hizini azaltir, bdylece ila¢ tasiyici sistemlerin en 6nemli
problemi olan hizli salimi 6nleyebilir.

Projenin genel amaci, hicre proliferasyonuna uygun, uzun donem inflamasyon
tedavisi saglayan kemik greftlerinin hazirlanmasi ve bu greftin sert doku onarimina
yonelik potansiyelinin incelenmesidir. Bu nedenle, projenin ilk basamaginda kemik
enfeksiyonlarinda yaygin olarak kullanilan gentamisin ve vankomisin antibiyotikleri,
kitosan/montmorillonit kompozit matrisinde disperse edilerek elektrospreyleme
yontemiyle enkapsule edilmis, yapilan ayrintili karakterizasyon testleri sonrasinda
kitosan/polihedral oligomerik silseskioksan (POSS) tabanli kompozit kemik greftleri
Uzerine entegre edilmigtir.

Projenin 6n calismalarinda, elektrosprey islem degiskenleri kiiresel, homojen bir
sekilde dagimis nanopartiklller elde etmek icin optimize edilmigtir. Ayrica,
homojenizasyon parametreleri, kitosanin molekul agirligi, deasetilasyon derecesi ve
reolojik Ozellikleri dikkate alinarak degerlendirilmistir. Optimum parametrelerde
hazirlanan Kitosan / kil nanokompozit kureleri, morfolojileri, boyut dagilimlari, ylzey
yukleri, kimyasal etkilesimleri ve ilag enkapsulasyon verimi agisindan incelenmis,
sonrasinda in vitro ilag salim profilleri kinetik modeller ile degerlendirilmistir. ilag yiikli
kompozit nanokirelerin E. coli ve S. aureus bakterilerine kargi antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmistir. Son olarak, in vitro sitotoksisite analizi, NIH / 3T3 fibroblast
ve Sa0S-2 kemik osteosarkom hiicre hatlarinda yapiimigtir.

Projenin ikinci basamaginda POSS katkili kitosan temelli kompozit doku
iskelelerinin sert doku miihendisligine yonelik olarak potansiyeli arastinlmistir. ilag
yUkli CS/MMT nanokureler doku iskeleleri Gzerine elektrospreyleme yéntemi ile
puskdrttlerek immobilize edilmis, ¢ok katmanh kontrolli antibiyotik salimi yapan ve
kemik doku rejenerasyonunu tetikleyen bir doku iskelesi Uretilmistir. Uretilen ok
katmanli doku iskeleleri fiziksel, mekanik ve kimyasal olarak karakterize edilmis ve in

vitro ortamda kemik, kikirdak model hiicreler kullanilarak biyoaktiviteleri incelenmigtir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1. Kemik Doku Miithendisligi

Kemik dokusu, organizmadaki herhangi bir hasar sonucu kendini yenileyebilme
kapasitesi ylksek bir dokudur. Buna ragmen, ozellikle yaslilik evresinde kemik
rejenerasyonundaki azalma ile birlikte, kemik defektleri icin cerrahi islemler gereklidir.
Osteoporoz (kemik kltlesinin  azalmasi), osteoartirit, osteomalazi (kemik
mineralizasyon defektleri) ve skolyoz, genellikle cerrahi mudahele gerektiren temel
kas-iskelet problemlerindendir. Ayrica, nifusun yaslanmasina ve fiziksel aktivitede
azalmaya gore kemik bozukluklarinda artis gdzlemlenmekte ve yasam Kkalitesi
dlUsmektedir.

Otograft, allogreft ve ksenogreft kemik greftlerinde kullanilan t¢ ana yaklagimdir.
Rekonstriktif cerrahinin altin standardi olarak adlandirilan otolog greft, dokuyu
vicudun baska bir bolgesinden kusurlu boélgeyi doldurmak i¢in asilar. Bu operasyonlar
genel olarak immiunolojik komplikasyonlarla sonuglanmaz, ancak ek cerrahi ihtiyaci
veya yetersiz kaynak gibi gesitli dezavantajlar igerir (Wagh, 2004). Allogreft, ayni tlrin
farkli Uyeleri arasindaki agilamadir. Bu teknikte genel olarak kadavra kemikleri
kullanilmaktadir. Allogreftler bulasici hastaliklar ve immunojenik olma riskini
beraberinde getirir. Ksenograft, farkli tirlerin Gyeleri arasinda doku asilama
yontemidir. Bununla birlikte, donér bdlgesi agrisi riski, ek bir operasyon ihtiyaci ve
sinirh dondr gibi ana dezavantajlari vardir.

Kritik buyudkllkteki defektlerde, osteoblast farklilasmasini tesvik etmek
(osteoindiktif), kemik buytimesini tesvik etmek (osteokonduktif) ve kemik dokusuna
entegrasyonuna izin vermek (osseointegrasyon) i¢cin doku muhendisligi yaklasimlari
tercih edilir (Stevens, 2008). Tasarlanan kemik greftleri; kemigin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik gereksinimleri karsilayabilecek sekilde karakterize edilmelidir. Kemik doku

muhendisliginde kullanilacak doku iskeleleri, agagidaki temel sartlari saglamalidir:

Biyouyumluluk: Kemik iskelesi ve bozunma yan urinleri herhangi bir toksik etkiye
neden olmadan biyolojik aktiviteyi desteklemelidir. Cevreleyen dokuya ve vicut
sivisina uygun olmali, boylelikle immun yanit, doku reddi veya iltihaplanmaya neden
olmamaldir.

Biyobozunma: iskele bozulma orani, miimkiin oldugu kadar yeni doku olusum hizi ile
ayni olmahdir. Hicreler kendi dogal matrislerini Uretirken, iskele vicutta yapisal
batinligu saglayabilmeli ve yer alacak yeni olusturulmus dokuya yer saglayarak

parcalanabilmelidir (Arca ve Senel, 2008).
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Uygun tasarim: iskele yiizeyi, birbirine baglh gézenekler ile etrafindaki dokudan hiicre
transferine izin vermelidir. Doku iskelesi, oksijen ve besin diflizyonuna izin verecek
Olclide genis gozeneklilige sahip olmalidir. Ayni zamanda, kemik dokusunun dogal
yapisini taklit edecek mekanik dayanima sahip olmalidir. Calismalar, doku
iskelelerinin besin ve oksijen difizyonu i¢cin minimum 100 mm gbdzenek boyutuna
sahip olmasi gerekmektedir (Hulbert ve ark., 1970). Ayrica, 200-350 pm godzenek
blyUklGgu araliginin kemik doku mihendisliginde hticre proliferasyonu igin optimum
oldugu bilinmektedir (Murphy ve ark., 2010).

Mekanik o6zellikler: Kemik doku iskelesi, rejenerasyon sirasinda gegici mekanik
destek ve entegrasyona yardim etmelidir. Mekanik gereksinimler saglikli kemigin

fiziksel talebini karsilayacak sekilde defekt bolgeye gore degisim gostermektedir.

2.2. Post-implantasyon Doneminde Kemik Enfeksiyonlari

Enfeksiyon, konak doku ve mikroorganizmalar arasi homeostatik dengesizlik
olarak tanimlanabilir. Kemik dokusu i¢in 105 organizma/dokuyu agsan mikroorganizma
konsantrasyonu veya beta-hemolitik streptokoklarin varligi enfeksiyon sorunu olarak
bildirilmistir (Sussman ve Bates-Jensen, 2012).

Post-implantasyon doneminde lokal bakteri adezyonu, tedavi edilmedigi durumda
implant (zerinde biyofiim olusumu ile sonuclanabilecek ciddi bir problemdir.
Literatirde, toplam kalca ve eklem implantasyon operasyonlarinin %5’inde
enfeksiyon problemi bildiriimistir (Albuharian ve ark., 2008). Enfeksiyon, implante
edilen biyomalzemenin uyumlulugunu engelleyerek doku entegrasyonunu azaltir.
Uzun donem enfeksiyon tedavisi igin implantasyon sonrasi ilk 6 saat hayati 6nem
tasimaktadir. Bakteriler kemige hematojen yoldan erisebilir, harici bir kaynaktan veya
yumusak doku enfeksiyonundan yayilabilir ve bu da trabekuler kemigin nekrozuna
neden olacak kadar ciddi sonuglara yol agabilir (Hogan et al., 2013). Bu gibi durumlari
onlemek amaciyla, olasi kemik enfeksiyonu problemlerinin Ustesinden gelmek igin
post-implantasyon déneminde antibiyotik tedavisi uygulanmaktadir. Enfekte veya
nekrotik doku vucuttan alinsa bile, enfeksiyonun yayillmasini énleme igin antibiyotik
tedavisi gereklidir. Calismalar, kan damarlarinin rekonstriiksiyonunun 4 hafta sirmesi
nedeniyle en az 4-6 hafta antibiyotik tedavisinin gerekli oldugunu iddia etmektedir
(Mader ve Adams, 1989; Salvati ve ark. 2003). Post-implantasyon donemi antibiyotik
tedavisi genelde oral veya lokal olarak uygulanmaktadir. Oral uygulamalarda; etken
maddenin defekt bdlgeye iletimi kontrolli olarak saglanmamaktadir, Ayrica, tedavi
hasta tarafindan kontrol edildigi i¢in doz asimi, ilag etkilesimi veya tedavinin yarida
birakilmasi gibi sorunlari da beraberinde getirir. Lokal antibiyotik uygulamalari,
antimikrobiyal ajanlarin uzun sureli elisyonu nedeniyle tedavi suresini kisaltabilir.

9
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Fakat kisa yari-omurla ilaglar ile plazmadaki terapotik ilag konsantrasyonunu uzun
donemde stabil tutmak oldukc¢a zordur. Bu nedenle, antimikrobiyal ajani uzun stire
defekt bolgede tutarak kontrolli bir sekilde salimini gergeklestirecek lokal

uygulamalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3. Kontrollu ilag Salim Sistemleri

lla¢ vucut icinde absorpsiyon, dagilim veya emilim gibi gesitli yollar ile farmakolojik
olarak etken hale gelebilir. Etken maddenin defekt bdlgede istenilen
konsantrasyonlarda iletimi ve tedavi boyunca terapétik etki gostermesini saglayacak
sekilde salinmasi “kontrolli ilag salim sistemi” olarak adlandiriimaktadir. Kontrollt
ilac salim sistemlerinin temel amaci, tedavi siresi boyunca ilacin toksik olmayacak,
ayni zamanda da etkili konsantrasyonlarda tutulacak seviyede saglanmasidir. ilag
salim sistemlerinin vicuttaki kimyasal ve biyolojik sureclerle uyumlu olmasi
gerekmektedir.

Geleneksel ilag salim sistemlerinde, ilag konsantrasyonu terapoétik seviyede
tutulmak istendigi icin coklu dozaj olarak kullaniimaktadir, boylece dalgali bir
konsantrasyon profili elde edilir. Enjekte edilen ilag, kisa bir strede tamamen
cOzunerek hizli salim (burst release) profili gosterir. Bununla birlikte, kontrolli ilag
salim sistemleri, toksisiteyi azaltarak ve biyoyararlanimi artirarak, uzun sureli
salinimla birlikte plazma veya lokal konsantrasyonlarda sabit ilag konsantrasyonlari
saglayabilir. Ek olarak; daha iyi hasta uyumu, azaltilmis yan etkiler ve ila¢ kullanim
maliyetlerini en aza indirirken hucre i¢i penetrasyonun iyilestiriimesine neden olur
(Kumari ve ark., 2010). Geleneksel dagitim yontemlerinde gorulen dusik ilag
¢6zunurligu, yuksek dozaja bagh toksisite ve zayif biyoyararlanimdan kaynaklanan
engeller, ancak ylksek terapotik etkiye sahip uygun sekilde kontrol edilen bir ilag
dagitim sistemi tasarlanilarak ¢ozulebilir.

Gentamisin, vankomisin, amikasin ve tobramisin, kemik iltihabina karsi klinik
uygulamalarda tercih edilen antibiyotiklerdendir. Fakat, nefrotoksisite, norotoksisite,
isitsel ve vestibuler ototoksisite gibi yan etkiler dolayisiyla kullanimlari sinirhdir (Song
ve ark., 1998; Hidayat ve ark., 2006). Bu nedenle, implantasyon sonrasi boélgesel
kontrollu dagitim sistemi, hastanin postoperatif ddonemde tedavi kalitesini arttirabilir.
Aktif maddenin salim profilini etkileyen ana faktérler, tasiyicinin, aktif ajanin ve
cevresel kosullarin 6zellikleri olarak siniflandirilabilir. Bu &zelliklerin sinerjik etkisi,
cesitli salim profillerine neden olabilir. Serbest birakma profilini etkileyen ana faktérler
Tablo 1°de belirtildigi gibi siralanabilir. Malzeme yapisi, aktif maddenin salim profilini
belirleyen temel Ozelliklerdendir. Taslyici malzeme matrisinin molekuler agirhgi,

viskozitesi, polaritesi, ¢6zUnurligu ve termal 6zellikleri, salim mekanizmasini dnemli
10
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derecede etkiler. Literatiirde, yiksek molekiler agirlikli polimerlerin ilaglarin salim
hizini yavaglattigi belirtimektedir (Zambaux ve ark., 1999). ilac tasiyici olarak secilen
malzeme ve bu malzemenin bozunum yan urtnleri salim ortami ve aktif madde ile
uyumlu olmaldir. Terapdtik ddnemde salim ortamindaki pargalanmaya karsi direng
gOsterirken ilaci basarili bir sekilde enkapsule etmelidir. Yuzey yuku ve tagiyicinin
hidrofobikligi, hedef bolgenin 6zelliklerine bagh kriterlerdir. Ayrica, morfoloji ve boyut
da salim kinetigi Gzerinde 6nem tagimaktadir.

llag salim profili, ayrica ila¢ dzelliklerine ve ilag-taslyici madde arasindaki
etkilesimlere bagl olarak degiskenlik gostermektedir. ilacin fizikokimyasal dzellikleri,
farmakokinetigi ve farmakodinamik o6zellikleri, ilag dagitiminin etkinligini gosterir.
Ozellikle, ilag tasiyici polimerik sistemlerin tasarlanmasinda polimer:ilag orani 6nemli
bir parametredir. Polimer konsantrasyonu, toplam ila¢ miktarini matrise dahil etmek
ve basarili bir sekilde enkapsile etmek icin yeterli olmalidir. Ayrica, molekulin
fonksiyonel gruplari ilacin tasiyici polimere konjugasyonuna izin vermelidir.
llacin cevresel faktorlere direng gostererek salim siresince defekt bélgede tutulmasi
gerekmektedir. Calismalar, salim ortaminin sicakligi, pH, iyonik kompozisyonunun,
polimerik mikro kurelerden ilag salimi Uzerinde dnemli bir etkiye sahip oldugunu

kanitlamistir (Hirota ve ark., 2016; Tomic ve ark., 2016).

Tablo 1. ilag salim profilini etkileyen temel faktorler (Kaynak: Langer ve Chasin, 1990)

Malzeme llac Cevre

. ) Taslyici malzeme
llag ve gevre ile uyumluluk | _ . pH
icindeki pozisyon

aprazbaglayici ajanlar,
Gap _ gy : Molekuler agirhk Sicaklik
fonksiyonel gruplar

. Farmakokinetik ve _
Olct ve yogunluk _ _ _ Polarite
farmakodinamik ozellikler

Polimerizasyon ve o _ _
. Hidrofiliklik/ylizey yuki Enzim ve iyonlar
denatirasyon Ozellikleri

Son zamanda, ilag salim ¢alismalarinin gogu nanopartikul, lipozom, dendrimer
ve lipoproteinler gibi kiresellyari kuresel tasiyici ajanlari degerlendirmeye
odaklanmistir (Hadjitheodorou & Kalosakas, 2014). Partikul bazl sistemlerde; dogal
ve sentetik polimerler, ferrofluid, kuantum dot, silika-nanopartikiller; ilag ve gen
tasinimi, goruntileme ve in vitro diagnostik uygulamalari igin tagiyici materyal olarak
kullanilmistir (De Jong & Borm, 2008). Bu malzemeler arasinda biyobozunur
polimerik pargaciklar ila¢c tasiyici olarak umut vaat etmektedir. Biyobozunur

11
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polimerlerin yan drtnleri, vicut tzerinde toksik bir etkiye neden olmadan metabolize
edilebilir

kontrolli/sirekli salim davranisi yani sira doku ve hucrelerle biyouyumluluk

veya atilabilir. Biyopolimerik partikGlli ilag taslyici materyaller,
sa@layabilir. ilag ¢6ziinme orani, genig yiizey/hacim orani ile ayarlanabilir. ilaglar ve
biyomakromolekdller, mikro-nano oOlgekli partikil sistemleri ile birlikte hedef noktaya

tasinabilmektedir.

2.3.1. Kontrolli ilag Salim Sistemlerinde Kullanilan Kinetik Modeller

Kontrolli ilag salim sistemlerinde kinetik modeller, ila¢ salim davranigini,
zamanin fonksiyonu olarak aciklayan ampirik denklemlerdir. Kontrolli salim
sistemlerinde, ilag salim profilinin ampirik denklemlerle aciklanabilmesi, salim
mekanizmasinin agiklanmasi ve tahmin edilebilirligi acisindan olduk¢ca onemlidir.
Mekanizma-temelli siniflandirmalara goére ilag salim sistemleri; difiizyon, ¢6ziinme,
sisme, kimyasal etkilesimler veya harici uyaricilar ile kontrol edilebilmektedir. Tablo
2'de gosterilen ampirik denklemler, cesitli varsayimlarda bulunarak, ilag salim

surecinin altinda yatan mekanizmalarini agiklamaktadir.

Tablo 2. Kontrolli salim sistemlerinde kullanilan kinetik modeller (Kaynak: Paarakh
ve ark., 2018)

Mekanizma Model Denklem
Zero-order M, = My + Kyt
First-order M, = Mye ¥t
M
Higuchi —L = g, t/2
o Mo
Diflizyon
3 M3l M
Baker-Lonsdale =[{1- (1 - —t) — L =kt
2 M, M,
Korsmeyer- M
Y R
Peppas Mo,
: M (t-1)°
Coziinme Weibull M_t =1-e¢ a
T 1
Hoxon-Crowell Mg-M§=tht
M kot 1"
Erozyon Hopfenberg —L=1- [1 S ]
My, Coay
Kopcha M=Avt+Bt
Sisme Sequential-layer M, = My + kgissAet
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2.4. Kemik Doku Muhendisligi Uygulamalarinda Kitosan Temelli Nanokompozit
Malzemeler

Kitin, dogada selllozdan sonra en ¢ok bulunan polimerdir. Deniz kabuklularinin
dis iskeletinin temel bilesenidir. Ayrica bazi mantar ve bakteri tlrlerinin hicre
duvarlarinda da bulunmaktadir. Kitinin saf olarak kullanimi zayif ¢6zinarlGga
nedeniyle sinirhdir, bu nedenle kimyasal olarak modifiye edilmesi gerekmektedir.
Tekrarlanan N-asetil-2-amino-2-deoksi-D-glikoz birimlerinin kismi deasetilasyonu,
kitosan olusumu ile sonuclanir. Kitosan, kitinden daha reaktiftir ve ¢esitli morfolojilere
g6re uyarlanabilir. Diger biyopolimerlere gbre birgok avantaj saglayan pek cok fiziksel,

kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahiptir (Tablo 3).

Tablo 3. Kitosanin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri

Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler Biyolojik Ozellikler

Polikatyonik yapi Biyouyumluluk

Yari Kristal Toksik olmamasi

Serbest amin gruplari Biyobozunurluk

Hidrofiliklik Hemostatik

Maodifiye edilebilir, carpraz baglayicilara o ) S
) Antimikrobiyal, Fungistatik

aclk yuzey

Kitosan, dogadaki tek pozitif ylkli polisakkarit oldugu icin bircok biyomedikal
uygulamada tercih edilmektedir. Omurgasindaki pozitif yUkli gruplar nedeniyle
hemostatik 6zellige sahiptir. Hlcre zarinin negatif yukli kisimlari ile kolayca
etkilesime girerek malzeme-hucre etkilesimini arttirr (Kumari ve ark.; Croisier ve
Jerome, 2013) Dusuk toksisite, anti bakteriyel 6zellik ve hidrofilikligi ile biyomalzeme
uygulamalarinda tercih edilmektedir (Di Martino ve ark., 2005).

Kitosanin bozunma yan urinid olan N-asetil-B-D-glukozamin, fibroblast
proliferasyonunu uyararak yara iyilesmesini hizlandirir. Ayrica, yapilan galismalar
kitosan bazli yara ortilerinin defekt bdlgede oksijen aktarimini sagladigini ve yara
sivisini uzaklastirdigini kanitlamistir. (Pillai ve ark., 2009). Yapisinda bulunan
glikozaminoglikan gruplari ile hicre ddigi matrise olan benzerligi nedeni ile kemik
doku muhendisligi uygulamalarinda en ¢ok tercih edilen biyopolimerlerden biridir.
Kitosanin bozunma yan Uurlnleri, insan vicudu tarafindan tamamen absorbe
edilebilecek zararsiz oligosakaritler oldugu i¢in doku iskelesi malzemesi olarak tercih
edilir (Dash ve ark., 2011). Literatirde, kitosanin osteoblast proliferasyonunu ve
mineral birikimini arttrdigi  kanitlanmistir (Kim ve ark., 2008). Geleneksel
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uygulamalarda ise kemik ¢imentosunun 6zelliklerini gelistirmek igin toz formunda
kullaniimaktadir. Kim ve ark. (2004) tarafindan Uretilen kitosan/hidroksiapatit katkili
polimetilmetakrilat (PMMA) kemik ¢imentosu, in vitro galismalara gore, saf PMMA
cimentosu ile karsilagtirildiginda osteoiletkenlik ve biyouyumluluk konusunda daha iyi
sonuclar gostermektedir.

Kitosanin yara oOrtist uygulamalarinda kullanimi  Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan onaylanmaktadir. Kitosan bazli yapilar, kullanilacak
bdlge ve amaca goére gozenekli iskele, film, mikro/nanopartikil veya tablet gibi cesitli
morfolojilerde islenebilir. Kemik doku mihendisligi uygulamalarinda ise kemik grefti,
implant kaplama veya ilag salim ajani gibi bircok alanda kullanimi gittikge
yayginlasmaktadir. Literatirdeki kitosan temelli kemik doku muhendisligi

uygulamalarina yonelik gesitli malzeme tasarimlari, Tablo 4’'te gosterilmistir.

Tablo 4. Kitosan temelli kemik doku mihendisligine yonelik biyomalzemeler

Form Amag Referans
) _ Kemik rejenerasyonu, ilag ve biyime Jeong Park et al.,
Doku iskelesi
faktoru salimi 2000
Fiber Kemik rejenerasyonu Zhang et al., 2008
Film implant kaplama, protein taginimi Abarrategi et al., 2008
Tablet Kemik enfeksiyonu tedavisi Aimin et al., 1999
Hidrojel Enjekte edilebilen doku iskelesi Niranjan et al., 2013
. _ . . Mitra et al., 2001;
Mikro/nanopartikil lla¢ taginimi, Implant kaplama
Wang et al., 2004
, . , _ Sunny et al., 2002;
Mikro/nanokire llac tasinimi, kemik dolgu malzemesi
Arya et al., 2009

Kitosan biyopolimeri, hidrofilik ve hidrofobik birgok ajani enkapsile edebildigi icin
ilag taslyici malzeme olarak yaygin olarak kullaniimaktadir. Ozellikle kemik
enfeksiyonu tedavisinde, segilen ilaglar kitosan bazli materyallere dahil edilerek
transplantasyon sonrasi kemik dokusu enfeksiyonunu yok etmek icin kullaniimigtir.
Literatirdeki kemik doku enfeksiyonu tedavisinde kullaniimak Uzere tasarlanilan

kitosan temelli ilag tasiyici sistemler Tablo 5'te gosteriimektedir.
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Tablo 5. Kemik enfeksyonu tedavisinde kullanilan ila¢ tasiyici kitosan-temelli
sistemler

o _ Malzeme Uretim
Icerik llag Referans
Metodu
Solvent
Kitosan Gentamisin Aimin et al., 1999
evaporasyonu
Kitosan Vankomisin Puskurtmeli kurutma | Cevher et al., 2006
Kitosan Siprofloksasin Puskurtmeli kurutma Orhan, 2006

Gosterdigi Ustiin avantajlara ragmen dusuk stabilitesi nedeni ile uzun dénem etki
saglanmasi igin capraz baglayicilar, anyonik polimerler veya takviye ajanlari
kullanilarak guclendiriimektedir. Guglendirilmis yapi ile, mekanik 6zelliklerde iyilesme,
bozunum hizinda ise yavaglama saglanmaktadir. Bununla birlikte, glutaraldehit veya
tripolifosfat (TPP) gibi kimyasal ¢apraz baglayicilar, biyoaktivite kaybina neden olabilir
ve ortamdan tamamen uzaklastirilamadiklari takdirde toksisitelerine bagli olarak bazi
yan etkilere neden olabilir. Negatif yuklu karboksimetil seluloz, aljinat, dekstran silfat
gibi polimerler kitosan ile polielektrolit kompleks olusturabilir. Bu polielektrolit
kompleksleri, molekuller arasi elektrostatik etkilesimlerden dolay! stabiliteyi arttirir.
Ayrica, mikro veya nano katkilarinda kitosanin stabilitesini ve fiziksel/kimyasal

Ozelliklerini gelistirmektedir.

2.4.1. Kitosan/Kil Nanokompozit Malzemeler

inorganik nano yapili dolgu malzemelerinin kitosan matrisinde homojen olarak
dagitilmasi ile elde edilen kitosan nano biyokompozitler, biyosensoérler, ilag ve gen
iletimi, doku rejenerasyonu ve yuzey modifikasyonu gibi cesitli biyomedikal
uygulamalarda kullaniimaktadir (Kong ve ark., 2005; Kaushik ve ark., 2008; Kang ve
ark., 2009; Bao ve ark., 2011). Nanokompozitler, polimer ve dolgu malzemesinin
avantajlarini biyolojik, kimyasal ve fiziksel agidan birlestirebilir. Literatlirde silikat
katkil  yapilan polimer nanokompozitlerde; polimer zincirleri ve silikat
nanoparcaciklari arasindaki fiziksel capraz baglanma, malzemelerin fiziksel
Ozelliklerini gelistirdigi, stabilitenin artig1 bu nedenle de daha yavas bozunma oranlari
elde edilmektedir. Literatirde, nanokil/polimer kompozitlerinin saf polimer
malzemelerle karsilastirildiginda mekanik, reolojik ve termal 6zelliklerinde gelisme
gosterdigi kanitlanmistir (Gunister ve ark. 2007).

Malzeme 0Ozelliklerinde iyilesme saglamak icin polimer matrisinde nanokil
katmanlarinin homojen olarak disperse edilmesi gerekmektedir. Polimer, ayrismis Kil

tabakalarina nufuz edemediginde yapi faz aynimh olarak adlandirilir. Polimer/kil
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araylzinin artmasi icin kil tabakalarinin maksimum seviyede ayrismasi
gerekmektedir.

Dogal killer arasinda montmorillonit (MMT), 6zellikle ilag dagitim sistemlerinde
blUyuk bir ilgi gormektedir. Simektit mineral grubuna aittir ve iki tetrahedron tabaka ve
kenar koprill oktahedral tabaka (2:1 tip) ile gok katmanli sandvi¢ yapisindan olusur.
Izomorf stbstitisyon nedeniyle negatif olarak ylklenmigtir (Kevadiya ve ark., 2009).
Kil kristalleri arasindaki gevsek baglar su molekullerinin yapi icine girmesine ve kilin
sismesine neden olur. MMT'nin antimikrobiyal aktivitesi ve sitotoksik olmamasi gibi
biyolojik 6zellikleri, biyomedikal uygulamalarda daha fazla gelisme icin cesitli firsatlar
saglamaktadir. Literaturde, MMT katmanlari arasina hapsedilen c¢esitli aktif ajanlarin
kontrolli salimi saglanmistir. (Joshi ve ark., 2009; Chen ve ark., 2010; Yang ve ark.,
2016).

Kitosan/MMT biyonanokompoziti, katyonik degisim ve hidrojen baglari ile
meydana gelmektedir. Kitosanin katyonik yapisi, negatif yakli MMT ara tabakalarinda
iyon degisimi ile birlesmeyi saglar (Darder ve ark., 2005). MMT katmanlarinin acilarak
(exfoliated) Kitosan/MMT nanokompozit yapisini  olusturmasi, Sekil 1‘de
gosterilmektedir.

MMT

exfollation
—_—

CSs

“
' w—  #-0H.'NH,-

Sekil 1. Kitosan/MMT Nanobiyokompozit olusumunun sematik gosterimi

Kitosan/nanokil (CS/MMT) kompozit sistemleri; gida paketleme, biyosensor
kaplama, ilag salim sistemleri ve enzim immobilizasyonu gibi c¢esitli uygulama
alanlarinda tercih edilmektedir. Lavorgnha ve ark. (2010), kitosan film co6zeltisine
yapilan MMT ilavesinin; termal, mekanik ve bariyer &zelliklerini iyilestirdigini
belirtmigtir. Son zamanlarda, ila¢ salim uygulamalarinda CS/MMT matris kullanimina

yonelik galismalarén plana ¢ikmaktadir. Chitosan/MMT kompozitlerinin ilag dagitim
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uygulamalarindaki ana avantajlari sunlardir (Kevadiya ve ark., 2010; Salcedo ve ark.,
2012):

- Ani salimi engelleyen elektrostatik etkilesim

- Daha yavas biyobozunum profili

- Geligtirilmig yapisal ve fonksiyonel dzellikler

- Artan antimikrobiyal aktivite

- Biyouyumluluk

2.4.2 Mikroakiskanlastirici Teknigi ile Nanokompozit Malzeme Uretimi

Nanobiyokompozit malzemelerdeki en énemli dezavantaj, nano-6l¢ekli dolgu
malzemelerinin polimer matrisinde topaklanma ve kiimelenme egilimi géstermesidir.
Bu nedenle, homojen vyapili nanokompozit malzeme Uretiminde c¢esitli
homojenizasyon yontemleri kullaniimaktadir. Polimer-nanodolgu siispansiyonu ile
nanokompozit malzeme yapisi elde etmek icin kullanilan yontemlere ultrasonik,
mekanik veya mikro-olgekli yaklasimlar 6rnek olarak verilebilmektedir.

Ultrasonik homojenizasyon, biyopolimer temelli c¢ozeltilerde nano Olgekli
malzemelerin homojen dagilimini saglamak igin yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu
teknik, ayni zamanda partikil boyutunu azaltarak homojen partikil buydkIGgu
dagihmina neden olur. Buna ragmen, ultrasonik yontemin kullanimi, sonikatér probu
Uzerinde bulunan metal iyonlarinin erozyona ugramasi ile biyopolimer ¢ozeltisini
kontamine ederek biyomedikal uygulamalarda kullanimini kisitlamaktadir. Mekanik
yontemler ultrasonik homojenizasyona alternatif olarak gosterilebilir. Fakat, yiksek
miktarda hammadde ihtiyaci ve diger ydntemlerle kiyaslandiginda elde edilen diisik
homojenizasyon verimi, bu yontemin diguk hacimli nanokompozit ¢ozeltilerinde
kullanimini verimsiz kilmaktadir.

Mikro-Olgekli yontemler, kolay islenebilirlik ve dusuk enerji tuketimi gibi
Ozellikleri ile geleneksel yontemlere alternatif olarak gosterilmektedir. Mikrofludizer
teknolojisi (high shear fluid process), yuksek basingli homojenizasyon yontemi olup
mikrokanallar igerisinde bulunan yuksek hizdaki sivinin "Etkilesim OdasI" adi verilen
odaciklar igerisinde dinamik etkilesmesi esasina dayanir. Mikroakiskanlastirici, Grina
sabit geometrili mikrokanal boyunca sabit basingta yoénlendirir. Urlin; etkilesim
¢emberinde, yuksek hizlarda kesme oranlarina maruz kalr. Mikroakiskanlastirici,
malzemenin tamaminin homojen bir sekilde ayni isleme kosullarina tabi tutulmasini
saglar (Sekil 2). Polimer-nanodolgu suspansiyonunun hizi, mikrokanallarda
500 m/s’ye kadar yukselebilir (Panagiotou ve ark., 2008). Mikroakiskanlastirici islemi,

istenilen homojenizasyon kosullarinin elde edilmesi i¢in tekrar tekrar uygulanilabilir.
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Optimum devir sayisi, malzeme yapisi ve siuspansiyondaki nanodolgu-polimer
oranina gdre degismektedir.

Nanokompozit malzemenin fiziksel 6zellikleri, basing ve devir sayisina bagl
olarak degismektedir. Mikroakigkanlastirici Unitesi; nano-emilsiyon ve lipozom
Uretimi, yUksek basingl homojenizasyon ve polimer degredasyonu gibi cesitli
uygulamalarda kullanilabilmektedir (Mahdi Jafari ve ark., 2006; Perdones ve ark.,
2012; Chen ve ark., 2012). Nanodolgu malzemelerin polimer matris icerisinde
homojen dagihimini saglarken, ayni zamanda biyopolimer yapisinda bozulmayi

engellemek icin, mikroakiskanlastirici parametreleri (devir sayisi ve basing) kullanilan

malzeme ve uygulama alanina goére optimize edilmelidir.

iki
Kuvvetlendirici o
Giris Rezervuari Polmpa
Etkilesim
Cemberi
Uriin ' y Basing
= ) 276MPa'
T (40,000psi)

Sekil 2. Mikroakigkanlastiricinin Sematik Gosterimi

2.4.3. Nanosilika Katkili Kitosan Doku iskeleleri

Kemik doku mihendisligi uygulamalarinda polimer ve biyoseramiklerin kullanimi,
kemik dokusunun taklit edilmesi agisindan ideal bir yaklasimdir. Kemik dokusu,
polimer ve biyolojik apatitten olusan kompozit bir yapiya sahiptir. Genellikle, doku
iskelesi yapiminda tek malzeme turunun kullaniimasi, kemik dokusu rejenerasyonu
icin gerekli mekanik/kimyasal 6zellikleri saglayamaz. Bu nedenle, iki veya daha fazla
malzemenin 6zellikleri kompozit bir malzemede birlestirilebilir. Biyobozunur polimerler
ve seramiklerin birlikte kullanimi, kompozit kemik doku iskelesi Uretimi igin ideal
adaylardir (Chen ve ark., 2008). Seramik katkisi olarak hidroksiapatit (HAP) ve
trikalsiyum fosfat (TCP) kullanimi, kemik dokusunun inorganik fazina olan benzerlik,
biyouyumluluk ve osteokonduktif Ozellikler acisindan yaygin olarak tercih
edilmektedir.

GlUnumlzde, kemik greft tasarimlari, esas olarak kolajen matris ve
hidroksiapatitten (HAP) olusan kemik dokusunun yapisini taklit etmek igin polimerlerin
inorganik biyoaktif takviyelerle gelistiriimesine odaklanmigtir. Genelde, kemik

dokusunun temel inorganik bileseni olan nano-hidroksiapatit (HAP) pargaciklari
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biyobozunur polimerler igcine dahil edilerek; mekanik 6zellikleri guglendirici, ayni
zamanda mineralizasyonu indukleyici ajan olarak kullaniimaktadir. Yine de, HAP
nanoparcgaciklari viicut sivisinda kisa slirede ¢dzinerek stabilite problemine neden
olmaktadir. Bu nedenle, biyolojik uygulamalarda ¢6zinurlik ve stabilite problemini
asmak icin c¢esitli anyon ve katyonlar ile zenginlestirilen HAP nanopargaciklari
kullaniimaktadir (Thian ve ark., 2005).

Son zamanda yapilan calismalar, 3B matriste i¢c ice gecen nanokompozit
yapil malzemelerin kemik doku muahendisligi uygulamalarinda kullaniimasina
odaklanmigtir. Nanodolgu katkisi olarak, silika bazli nanopartikuller HAP kristallerine
alternatif olarak tercih edilmektedir. Silika, cesitli bitki ve hayvanlarin Urettigi, dogada
en c¢ok bulunan biyojenik minerallerden biridir (Narayanan ve Sakthivel, 2011).
Yapilan calismalar, biyopolimerler ve silika parcaciklarindan olusan kompozitlerin
biyomedikal uygulamalarda tmit verici potansiyele sahip oldugunu kanitlamaktadir.
Silika katkisi, kemikte gen ekspresyonunu indikleyerek osteojenik proliferasyonu
arttirmakta, kalsifiye edici ajan gorevi gorerek de hlicre tutunumunu desteklemektedir.
Ayrica, silisyum parcalari polimer yapili kemik greftlerinin mekanik 6zelliklerini
iyilestirmektedir. Yapilan calismalar, silika katkisinin malzeme yiizeyinde sert doku
minerallesmesinde hayati énem tasiyan CaO birikimini indUkledigini gostermigtir
(Madhumathi ve ark., 2009).

Sentetik silika kaynaklari arasinda polihedral oligomerik silseskioksanlar (POSS),
silikon/oksijen inorganik kafes yapilari ve Si molekillerine bagli organik hidrokarbon
R gruplari ile en kugik sentetik silika tanecikleridir (Pittman ve ark., 2006). Nano-
POSS kafes yapilari (1-3 nm), mikro Olgekli seramik partikilleri ile kiyaslandiginda,
daha genis bir ylizey alani saglar ve yapiyi guclendirir (Hong ve ark., 2008; Sulca ve
ark., 2009). Ayrica, POSS nanokafes yapisi, ylzey modifikasyonu gerektiren
geleneksel silika pargaciklarindan farkh olarak iglevsel R gruplari sayesinde kovalent
olarak baglanabilmesi mumkun oldugundan polimer ile gugli bir etkilegsim saglar.
Literatlrdeki ¢aligmalar, polimer matrisine yapilan POSS nanokafes katkisinin ylizey
Ozellikleri, camsi gegis sicakligi, mekanik Ozelliklerde iyilesmeye neden oldugunu
go6stermektedir (Sulca ve ark., 2009; Tamburaci ve Tihminhoglu, 2018). POSS
nanokafes yapisi, biyouyumlu ve non-toksik ¢zellikler gostermektedir (Ghanbari ve
ark., 2011). Bu nedenle, biyomedikal uygulamalarda, ila¢g dagitim sistemlerinde ve
nano-dolgu maddesi olarak kardiyovaskuiler, kemik ve dental nanokompozitlerde
kullaniimaktadir (McCuscer ve ark., 2005; Kannan ve ark., 2006; Knight ve ark., 2008;
Dodiuk-Kenig ve ark., 2006; Kim ve ark., 2007; Tamburaci ve Tihminlioglu, 2018).
Grubumuzca kemik doku miuihendisligi uygulamalarina yoénelik gelistirdigimiz

g6zenekli Kitosan/POSS doku iskelelerinin kemik ve fibroblast hiicrelerine toksik etki
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g6stermedigi  kanitlanmigtir. Ayrica POSS ilavesinin osteoblast hcrelerin
yapismasini, gogaltmasini ve ALP aktivitesini arttirmasi nedeni ile potansiyel bir doku
iskelesi oldugu bulunmustur (Tamburaci ve Tihminhoglu, 2018). Bu nedenle bu proje
calismamizda, kemik rejenerasyonuna yonelik antibiyotik yikli nanokurelerin ve
kitosan/POSS temelli kompozit doku iskelelerinin Uretilmesi, farkh iki tabaka olarak
birbirine entegre edilmesi ve in vitro kosullarda kemik, kikirdak hicreleri Gzerindeki
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. 1. ve 2. is paketlerinde planlanan antibiyotik
yukll kitosan nanokurelerin Uretimi /karakterizasyonu ve antibiyotik yukli nanokire
iceren POSS/kitosan bazli doku iskelelerinin Uretimi ve karakterizasyonu sirasiyla
gerceklestirilmistir. Son is paketi olan 3. is paketinde antibiyotik yukli nanokure kapli
kitosan/POSS doku iskelelerinin in vitro hicre ve histoloji calismalari

gerceklestirilmistir.

3. MALZEME&YONTEM

3.1 Malzeme

Yapilan galismada dusik molekil agirlikli kitosan (Sigma-Aldrich) kullaniimistir.
Doku iskelelerinde nanokatki olarak POSS (Hybrid Plastics) kullanilmig, nanokure
dretiminde ise montmorillonit (MMT) nanokil (Southern Clay Products) kullaniimistir.
In vitro hicre kultiri calismalarinda Saos-2 ve SW 1353 hiicre hatlari penisilin-
streptomisin (Serox) ve %10 FBS (Serox) iceren yuksek glukozlu DMEM (Serox)
ortaminda kultive edilmistir. In vitro analizlerde sitotoksisite ve hiicre gogalmasi WST-
1 canhhk kiti (Biovision) ile belirlenmistir. Saos-2 ve SW 1353 hiicrelerinin doku
iskelesi yuzeyindeki tutunumu Nucblue (DAPI) ve Aexa Fluor 555 floresan boyalar
(Thermo Fisher Scientific) ile incelenmigtir. Saos-2 hicrelerinin alkalen fosfataz
aktivitesi kolorimetrik ALP kiti (Biomerieux) ile dlgulmustir. Osteokalsin sekresyonu ise
sandvig ELISA (Elabscience) yontemil ile o&lgtlmuastir. Kikirdak hicrelerinin
aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan GAG 6élgiminde kolorimetrik GAG analizi

(Amsbio) ve hidroksiprolin analizi (Elabscience) kullaniimigtir.

3.2. Antibiyotik Ykl Kitosan/Kil Nanokiirelerin Uretimi

3.2.1 Mikrofludizer (Mikroakigkanlastirici) parametrelerinin optimizasyonu
Mikroakiskanlastirici isleminde (Bkz Sekil 2) etkili olan islem parametreleri
basing ve dobénglu sayisidir. Basing ve dongl sayisi, polimer c¢ozeltisinin

homojenizasyonunu, partikil boyutu, morfolojisi ve etken madde yikleme kapasitesi
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gibi Ozellikleri etkilemektedir. Bu sekilde daha kararli Grtnler elde edilirken ayni
zamanda biyoyararlanim arttirimaktadir. Bu sistem, polimer ¢dzeltisi icinde kil ve
ilacin homojen dagilimi i¢in kullaniimistir. Kitosan polimerinin stabilitesi artirmak ve
Ozelliklerini iyilestirmek icin yapiya kil ilave edilmektedir. Bu ¢alismada, polimer-Kkil-
ilac ¢ozeltisi ile, iki farkli basingta ve g farkli déngi sayisinda optimizasyon ¢alismasi
yapilmigtir. Calisma gruplari Tablo 6’da verilmigtir. Elde edilen gruplar viskozite
Olcimu ile karakterize edilmistir ve uygun molekiler agirlikta olan gruplar antibiyotik
iceren kure Uretimi icin secilmistir.

Doku iskelesi uretimi icin proje Onerisinde planlanan is paketinde klasik
homojenizasyon yodntemlerinin kullanilacagdi belirtilmistir. Ancak kurelere ydnelik
viskozite c¢alismalarinda sonikasyon ve homojenizasyon yontemlerinin molekil
agirhgi ve viskoziteye degerlerine 6nemli oranda etki etmesi nedeni ile Mikrofluidizer
yontemi ile homojenizasyon yapilmasina karar verilmistir. Doku iskelesi yapiminda
kullanilacak olan disuk molekul agirlikl kitosan ¢ozeltisi farkh mikrofludizer UGretim
parametreleri ile homojenize edilmistir. Bu denemelerde farkli basing ve dongu
sayllari kullanilmigtir. Bunun yani sira, doku iskelesi Uretiminde kullanilan klasik
homojenizasyon yontemleri de denenmistir. Boylece klasik homojenizasyon
yontemleri ile mikrofludizer homogenizasyon sisteminin doku iskelesinin 6zelliklerine

olan etkileri karsilastiriimistir. Calisma gruplari Tablo 7’ de verilmektedir.

Tablo 6. Nanokire dUretiminde kullanilan mikrofluidizer (mikroakigkanlastirici) galisma
gruplar

Gruplar Basing (psi) Dongu
10000 3
Kitosan/kil(MMT) 10000 5
nanokompozit 10000 10
20000 5
20000 10

Tablo 7. Doku iskelesi tretiminde kullanilan ¢alisma gruplari

Gruplar Homojenizasyon Yontemi

Ultrasonik banyo (UB)

-Saf kitosan (kontrol) : _ :
Ultrasonik Homojenizatér (Sonikatdr-UH)-

_ 15Amplitude
-Kitosan/POSS : _ :
_ Ultrasonik Homojenizator (Sonikatdr-UH)-
nanokompozit
35Amplitude
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Mikrofluidizer MF (5000psi-3d6ng)

Mikrofluidizer MF (5000psi-5ddngu)

Mikrofluidizer MF (10000psi-3ddngi)

Mikrofluidizer MF (10000psi-5déngil)

3.2.2 Reolojik Ozellikler

Sivinin i¢ sirtinmesine bagli olarak, kuvvetin uygulandidi tabakaya yakin olan
tabakalar hizli, uzak olanlar yavas hareket eder. Akigkan viskozitesi bu sivilarin i¢
surtinme kuvvetlerinin bir ifadesi olarak tanimlanir (Celebi, 1996). Farkh basin¢ ve
doéngl sayilari ile homojenizasyon islemi gdrmus kitosan ¢dzeltisinin reolojik
ozellikleri, 0.1-10 s kayma gerilimi (1) araliginda 25°C’de statik kosullarda HAAKE-
MARS reometre cihazi ile belirlenmistir. Kitosan ¢ozeltilerinin kivam indeksi (K) ve
akis davranis indeksi (n) Ustel kural ile belirlenmistir. Ustel kuralin genel ifadesi

asagidaki denklemde (Denklem 1) gortlmektedir:

T=Ky" (Denklem 1)

3.2.3 Viskozite Olgiimii ve Molekiiler Agirlik Belirlenmesi

Polimer kalitesi, performanslari ve islenme karakteristiklerinin belirlenmesi
amaciyla gergek (intrinsik) viskozite ve ortalama molekdl agirhgi gibi ozellikler
degerlendirilmelidir. Bir polimer ¢dzeltisinin viskozitesi, polimerin ortalama molar
kitlesi ve konsantrasyonunun bir iglevidir. Polimer ¢ozeltisinin viskozitesi (n), kapiler
viskometre ile belirli bir mesafeyi almasi i¢in gerekli olan sirenin odlgllmesi ile
belirlenir. Bagil (relatif) viskozite (nre); polimer ¢ozeltisinin akma suresinin (t) saf
¢bzgenin gegis suresine (ts) olan orani Uzerinden hesaplanir. Yogunluk farki ihmal
edilebileceginden, disik konsantrasyonlu polimer ¢dzeltileri icin yontem basit bir
sekilde uygulanabilmektedir. Bu nedenle, goreceli viskozite dogrudan akma
surelerinin orani Uzerinden hesaplanabilir.

Nanokure Uretiminde kullanilacak olan polimer ¢ozeltilerinin gercek (intrinsik)
[n] viskozitelerinin belirlenmesi amaciyla Oswald viskozimetresi kullanilmistir.  ilk

olarak bagil (relatif) viskozite, nre, Denklem (2) kullanilarak hesaplanmistir.

Nrel = t/ts (Denklem 2)
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Bu denklemde bagil viskozite, nwei, polimer ¢ozeltisinin akma siresi t, saf ¢dzgenin
gegis suresi ts olarak tanimlanmistir. Spesifik viskozite hesabi ise Denklem (3) te

acgiklanmistir.
Nsp = (t/ts) — 1 (Denklem 3)

indirgenmis (reduced) viskozite spesifik viskozitenin konsantrasyona béliinmesi ile
bulunmaktadir (Denklem 4). Elde edilen indirgenmis viskozite degerleri Uzerinden
konsantrasyona bagl degisim grafigi ciziimis (In nes — C grafigi) ve kesisim

noktasindan gercek viskozite ,n, hesaplanmistir (Denklem 5) .

Nrea = Nsp/C (Denklem 4)

Inn,e;/C=mn + kn2C (Denklem 5)

n gercek viskosite (intrinsik viskozite) ortalama molekuler kitlenin (M) bir fonsiyonu
olarak Kuhn-Mark-Houwink Sakurada denklemi ile ifade edilmigtir. (Denklem 6). K ve
a katsayilari ise polimer-¢cézgen-sicaklik sistemine gore degisiklik géstermektedir. Bu
katsayllar log [nI'e karsi ortalama molekiler agirhik grafigi elde edilerek
hesaplanmistir. Bu grafikte ortalama molekll agirigi mutlak metod olarak
belirlenmigtir (Yacob et al., 2013). Viskozite 6lciminde 0.15M amonyum asetat ve
0.2 M asetik asit karigimi ¢gézgen olarak kullanilimistir. K=9.66*10° (dm®/g), a=0.742

olarak belirlenmistir.

n = KM% (Denklem 6)

3.2.4. Elektropiiskirtme Parametrelerinin Belirlenmesi

Kireler, %90 (v/v) asetik asit icerisinde homojen olarak hazirlanan %2 (w/v)
kitosan c¢ozeltisi kullanilarak elektropiskirtme yontemi ile Uretilmistir. Homojen
dagilim ve uygun c¢apl kirelerin Uretimi icin voltaj, uzaklik, akis hizi ve kanull ¢api
degistirilerek farkh proses sartlarinda kireler Uretilmigtir.  Elektrosprey c¢alisma
parametrelerinin belirlenmesinde kullanilan minimum ve maksimum degerler Tablo
8’de verilmistir. Kiire morfolojisi ve boyutlari SEM analizi ile belirlenmistir. Parametrik
optimizasyon Minitab yazihmi kullanilarak 2 seviyeli tam faktoriyel tasarim ile

yapilmigtir.
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Tablo 8. Elektropuskirtme c¢alisma parametrelerinin belilenmesinde kullanilan
minimum ve maksimum degerler

Faktor Minimum Maksimum
Voltaj (kV) 10 20
Akig hizi (ml/h) 5 10
Uzaklik (cm) 5 10

3.2.5 Cozunurluk caligmalari

Gentamisin sulfat ve vankomisin hidroklorid, sulu tampon ¢ozeltilerde direkt
¢6zinebilmektedir. Yiklenecek ilag konsantrasyonunun belirlenmesi ve in vitro salim
¢alismalarinda kullanilmak (zere antibiyotiklerin pH 7.4 ortaminda maksimum
¢o6zunarlakleri belirlenmistir. Kapakh erlenlere konulan 10 ml (pH 7.4) fosfat tamponu
¢Ozeltisi icinde yuksek konsantrasyonlu satire antibiyotik stok ¢ozeltileri (5 g/ml)
hazirlanmigtir. 10x, 20x, 50x, 100x, 200x, 500x seri seyreltme yapilarak cesitli
konsantrasyonda antibiyotik ¢dzeltileri elde edilmistir. Her bir grup igin ¢ozeltiler 3
replika olacak sekilde hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon igin antibiyotik ¢cozeltileri
(n=3) orbital karigtiricida 37°C sicaklikta 1 saat boyunca karigtiriimistir. 1 saat
sonunda cozeltiler filtrelenerek Amax (gentamisin igin Amax =248 nm, vankomisin igin
Amax =282 nm) dalgaboyunda UV-Vis spektrofotometre ile absorbans degerleri
belirlenmigtir. Maksimum doygunluktaki absorbans degerleri ile, kalibrasyon egrileri

yardimiyla maksimum konsantrasyon degeri belirlenmistir.

3.2.6. Nanokiire Uretiminde Kullanilan Kitosan/Kil/ilag Gézeltisinin Hazirlanmasi

Agirlikca %2 (w/w) yliksek molekuler agirlikli kitosan %90 asetik asit iginde bir
gun boyunca karigtirilarak homojen bir ¢ozelti hazirlanmigtir. Agirlikga %3 (w/w
kitosan) kil (MMT) deiyonize su iginde bir giin boyunca karistiriimig, elde edilen
dispersiyon kitosan c¢oOzeltisine eklenmistir. Yapilan ¢ozunurlik calismalari baz
alinarak polimer:ila¢g orani vankomisin igin 4:1 ve 8:1, gentamisin i¢in 10:1 ve 20:1
olarak secilmigtir. Belirlenen oranlarda ilaglar; polimer-kil ¢bzeltisine eklenmigtir.
Hazirlanan ¢ozelti mikrofluidizer ile homojenize edilmigtir. Cozelti elektroplskirtme
cihazindan uygun proses sartlarinda ilag yuklu Kitosan-kil nanokompozit kire haline

getirilmistir.

3.3. Antibiyotik YUklu Kitosan/Kil Nanokurelerin Karakterizasyonu
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3.3.1 Nanokirelerin Morfolojisinin SEM ve DLS Analizleeri ile incelenmesi
Olusturulan kitosan/kil nanokdirelerin boyut ve morfolojisini incelemek
amacilyla SEM analizi Quanta FEG 250 (7x102 mbar ve 15mA) ile yapilmistir. Analiz
oncesi malzemeler Emitech K550X ile Argon gazi varliginda altin ile kaplanmistir.
Kire ¢aplarinin hesaplanmasi igin Image J yazilimi kullaniimigtir.
Calisma kapsaminda hazirlanan nanokure morfoloji ve boyutlart SEM ve DLS analizi
ile incelenmistir. Ayrica, homojenizasyon parametrelerinin kil katkili kitosan nanokure
morfolojisi Uzerine etkileri SEM analizi ile belirlenmigtir. 5 ml deiyonize su iginde
dagitilan kurelerin hidrodinamik boyut dagilimi Malvern Zetasizer (Nano-Zs) ile

belirlenmigtir. Kiire ¢gap dagilim sonuglari, % yogunluk tGzerinden verilmigtir.

3.3.2 Zeta Potansiyelinin Olgulmesi

Nanokurelerin yluzey yukleri 5 ml deiyonize su iginde dagitilarak Malvern
Zetasizer ile belirlenmistir. MMT nanokil katkisinin farkli pH’lardaki zeta potansiyeli,
0.1M HCI ve 0.1M NaOH tampon ¢ozeltileri ile istenilen pH degerlerinde oélclilerek es
elektrik noktasi (point of zero charge) bulunmustur.

Nanokurelerin ylzey yuki zeta potansiyeli 6l¢cimu ile tespit edilebilmektedir.
Suspansiyon halinde bulunan kurelerin yiiksek pozitif veya negatif potansiyele sahip
olmasi koagulasyonu engellemektedir. Duslk zeta potansiyel degerine sahip olan
kireler, birbirlerini itmekte zorluk yasayarak agregasyona neden olurlar. Yilzey
yukunun buyukligua, yuzey gruplarinin asidik ya da bazik siddetine ve ¢ozelti pH’'ina

bagl olarak degismektedir.

3.3.3. Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR) Analizi

FT-IR spektrometre kitosan biyopolimerinin homojenizasyon sartlarinin
deasetilasyon Uzerine etkisi ve elde edilen kurelerin kimyasal karakterizasyonu ve ilag
etkilesimlerinin belirlemesi amaci ile kullaniimistir. Hazirlanan kitosan ¢ozeltileri (%2
(w/v) kitosan (yuksek molekil agirlikli) -20°C’de 1 gece boyunca bekletildikten sonra
vakum altinda dondurularak kurutma islemine tabi tutulmustur. Kurutulan érnekler,
FT-IR (Shimadzu FTIR-8400S) spektrometre kullanilarak 4000-400 cm™ dalga sayisi
araliginda KBr teknigi ile analizi yapilmistir. Deasetilasyon derecesi 1655 cm™'deki
amid | ve 3450 cm™deki hidroksil pik ylksekliklerinin oranini temel alan bagintiyla
bulunmustur (Denklem 7) (Zhang et al., 2005):

A1655
DD (%) = [1- (%)] X 100 (Denklem 7)
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3.3.4. Nanokurelerin Enkapsulasyon Verimi ve In vitro Salim Profilinin
Incelenmesi

Kirelerin icerdigi antibiyotik miktari (enkapstlasyon verimi), belirli miktarda
kirenin PBS igerisinde ¢6zllmesi ile belirlenmistir. Kitosan nanokireler, ultrasonik
banyoda 30 dakika bekletilerek parcalanmistir. Kirelerden aciga ¢ikan etken madde
miktari UV-spektrofotometrede okutularak énceden belirlenmis kalibrasyon egrisi ile
tayin edilmigtir.  Enkapsilasyon verimi (% EE) asagida verilen denklem ile

hesaplanmistir (Denklem 8).

) __ Yiiklenen antibiyotik miktari

Enkapsiilasyon verimi (% 100 (Denklem 8)

Teorik antibiyotik miktari

Hazirlanan nanokire sistemlerinde yuksek enkapsulasyon verimi
beklenmektedir. Yapilan ¢alismada, ylkleme kapasitesinin polimer:ilag parametresi
ile iliskisi incelenmistir. Oncelikle, salim profili ve enkapsilasyon verimini belirlemek
amaciyla gesitli konsantrasyonlarda hazirlanan vankomisin ve gentamisin ¢ozeltileri,
sirasl ile 282 ve 248 nm’de taranarak kalibrasyon egrisi hazirlanmigtir.

Son asamada kitosan/kil kompozit nanokirelerde elde edilen antibiyotik salim

profillerinin salim kinetigi modelleri ile uyumu incelenmistir.

3.3.5 Nanokiirelerde Antimikrobiyal Aktivitenin incelenmesi

Nanokure yapiminda kullanilan antibiyotik yUklu kitosan-kil ¢ozeltilerinin
antimikrobiyal aktivitesi agar difizyon yontemiyle, Staphylococcus aureus (Gram-
pozitif) ve Echerichia coli (Gram-negatif) mikroorganizmalari zerinde denenmistir.
Mikroorganizmalarin Nutrient Broth igerisinde 24 saat 37°C’de aktive edilmis kaltUrleri
kullanilmistir. 0.5 McFarland’a ayarlanan bakteri konsantrasyonu ile steril swaplar
yardimiyla besiyeri Uzerine ekim yapilmistir. Antimikrobiyal etkisi incelenecek gruplar
bakteri ekimi yapilan petrilere yerlestiriimigtir. 24 saat inkidbasyon sonunda
malzemelerin bakterilere olan etkisi incelenmisgtir.

ilk asamada antimikrobiyal aktivite galismalari, nanokiire yapiminda kullanilan
¢cozeltilerin bog disklere 10 yl hacimde damlatiimasi yontemiyle yapilmigtir. 24 saat
inklbasyon sonunda, gruplarin antimikrobiyal etkisi incelenmigtir. Sonraki
calismalarda, c¢esitli periyotlarda alinan in vitro salim sivilarinin antimikrobiyal etkisi
incelenmistir. Belirli zaman araliklarinda (6 saat, 1 gun, 25 giin) () toplanan salm
ortamlarinin E.coli ve S.aureus mikroorganizmalari Uzerindeki antimikrobiyal etkisi

incelenmistir. Salim ortamlari, bos diskler tGzerine 10 yl hacimde damlatilarak E.coli
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ve S.aureus ekimi yapilmis petrilere yerlestiriimistir. 24 saat inkibasyon sonucunda

antibiyotik salim sivilarinin mikroorganizmalar Uzerindeki etkileri incelenmigtir.

3.4 Kitosan/POSS Nanokompozit Doku iskelelerinin Uretimi

3.4.1 Doku iskelelerinin Uretim Parametrelerinin Optimizasyonu

Doku iskeleleri diusik molekil agirlikh kitosan (Sigma-Aldrich) ve Octa-TMA
POSS (Hybrid Plastics) hibrit nanokafes silika partikilleri kullanilarak hazirlanmistir.
Yapilan 6n cahsmalardaki mekanik 0Ozellikler (basma testi), morfoloji (SEM),
gozeneklilik ytzdesi (mikro CT) ve POSS nanopartikillerin ylzey yapisina etkisi
(AFM) degerlendirilerek POSS konsantrasyonu belirlenmigtir.

Kitosan/POSS nanokompozit doku iskelelerinin hazirlanma asamasinda
POSS nanopartikillerin polimer matriks iginde homojen dagiliminin saglanmasi igin
farkli homojenizasyon teknikleri denenmigtir. Bu teknikler; ultrasonik banyo, ultrasonik
homojenizatdér probu ve mikrofludizer olarak belirlenmistir. POSS nanopartikiiller
kullanim éncesi vakumlu etiivde 1 gece kurutulmustur. Adirhk¢a %1 disik molekl
agirhkh kitosan %1 asetik asit ¢ozeltisi icinde c¢ozdirlimustir. Partikillerin
agglomerasyonunu engellemek amaciyla POSS nanokafes yapilar ise saf su
icerisinde bir gece karigtirilarak dagitilmigtir. Daha sonra kitosan polimer ¢ozeltisi ile
POSS dispersiyonu karistiriimistir.

Hazirlanan polimer nanokompozit ¢ozeltileri; ultrasonik homojenizator probu
ile 30 dk (15-35 Amplitude), ultrasonik su banyosunda 30 dk homojenize edilmigtir.
Bu klasik yontemlere alternatif olarak mikrofludizer yonteminde farkh basinglarda
(5000-10000psi) ve dongu (3-5) sayilarinda homojenizasyon yapilmistir. Elde edilen
homojenizasyon yontemlerinin kitosanin molekuler agirhidgina etkisi incelenmigtir.
Homojenize edilen polimer ¢ozeltileri 24 gozlu plakalara dokilerek -20°C’de 24 saat
dondurulmus ve 48 saat -46°C’de liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon ydntemi ile
gOzenekli doku iskeleleri Uretilmistir. Elde edilen doku iskeleleri morfolojik, mekanik
ve fiziksel olarak karakterize edilerek c¢alismada kullanilacak en uygun

homojenizasyon sistemi belirlenmistir.

3.5. Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

3.5.1. Doku iskelelerinin Morfolojilerinin SEM Analizi ile incelenmesi
SEM analizi ile hazirlanan slinger yapidaki doku iskelelerinin morfoloijileri,
mikroyapisi ve gbzenek boyutu belirlenmistir. Farkli homojenizasyon tekniklerinin

dusuk molekldl agirlikh kitosan ve POSS nanokafes katkisi iceren kompozit
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suingerlerin gbzenek yapisina ve gézenekler arasindaki duvarlara etkisi gdézlenmis ve
ortalama gbzenek caplari hesaplanmistir. Bunun yanisira, elektrosprey ydntemi ile
nanokdirelerle kaplanan doku iskelelerinin morfolojisi incelenmistir. Ornekler analiz
oncesinde argon gazi altinda altin ile kaplanmistir.

SEM analizi ile elde edilen nanokompozit doku iskelelerinin gbzenek ve duvar
yapilari incelenmis, ortalama gb6zenek boyutlari Image J programi kullanilarak
hesaplanmistir. Bunun yanisira, farkli homojenizasyon tekniklerinin yapiya etkisi

incelenmistir.

3.5.2. Doku iskelelerinin Sivi Degisim Yéntemi ve Bilgisayarli Mikro Tomografi
(Mirko CT) Analizi ile Gozeneklilik Olgum

Sivi dedisim yonteminde etanol (100%) kullaniimistir. Doku iskeleleri belirli
hacimde etanol (Vi) iceren mezirlere atiimistir. Etanol igindeki doku iskeleleri
vakumlu etlivde bekletilerek doku iskelesi icindeki hava bosaltilarak yapi igine etanol
dolmasi saglanmistir. Daha sonra doku iskelesi ile tagsan hacim (V>) ve doku iskeleleri
cikarildiktan sonra azalan hacim (V3) Uzerinden asagida belirtilen denklem

kullanilarak acik gozeneklilik dlgimu yapilmistir.

€= (Vy/V3)/(V,-V3) (Denklem 9)

Uretilen doku iskelelerinin 3 boyutlu analizi bilgisayarli mikro tomografi
yontemi kullanilarak yapilmistir  (Scanco-yCT50 (Scanco Medicals, Isvicre).

Taramalar 45 kVp ve 88 uA ile gergek ¢ozunurllkte yapilmistir.

3.5.3. Doku iskelelerinin Mekanik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Doku iskelelerinin mekanik 6zellikleri basma testi ile belirlenmistir. Bu testte
elde edilen datalar mekanik gic¢ ve basma modulu (elastisite modull) dlctimustar.
Mekanik gli¢, mekanik isin hizini belirleyen fiziksel bir nicelik olarak tanimlanmaktadir.
Basma kuvveti, malzeme ile ayni dogrultuda kuvvetin malzeme Uzerine basma etkisi
olacak sekilde uygulanmasi sonucunda malzemenin kirilmadan dayanabildigi
maksimum gerilme olarak tanimlanir. Elastisite moduli de, malzemenin mekanik bir
ozelligidir ve rijitlikle iligkilidir. Malzemenin elastik bdlgede geriime ve uzamasi ile
iliskilidir. Elastisite modili ne kadar buyukse malzeme o kadar rijittir ve elastik birim
sekil degistirmesi ise o kadar kiglktir. Hazirlanan kitosan/POSS nanokompozit doku
iskelelerinin mekanik 6zelliklerini belirlemek icin basma testleri ASTM D 5024

standardina gére yapilmistir. Basma testinde, 5 kgf yuk hicresi ile 3 mm/dk hizla
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basma uygulanmigtir. Basma testi ile farkli homojenizasyon tekniklerinin doku

iskelelerinin basma dayanimi ve modulus dederleri Gzerindeki etkisi belirlenmistir.

3.5.4. Doku iskelelerinin Sivi Absorpsiyon Kapasitelerinin Belirlenmesi (Sisme
Testi)

Biyomalzemelerin doku ile temasi sirasinda ilk olarak vdcut sivisini
absorplayarak, sivi ya da kan icindeki proteinlerin malzeme yilzeyine tutunmasi
gerekmektedir. Protein tutunumu ile ylzeyde hicre tutunumu ve proliferasyonu
saglanmaktadir. Malzemelerin sivi absorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi igin
1XPBS ile sisme testleri yapilmistir. Sisme testinde PBS icinde 24 ve 48 saat 37°C’de
inkiibe edilen drneklerin agirlik degisimleri Ol¢llerek sisme oranlari belirlenmigtir.
Doku iskelelerinin 1M NaOH c¢ozeltisi ile 30 dk inkibe edilerek ndotralizasyonu
sonrasinda sisme oranlari belirlenmistir. N6tralizasyon ile kitosanin yapisindaki aktif

aclk uclar kapatiimaktadir.

3.5.5. Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR) Analizi

Doku iskelelerini olusturan kitosan polimer matriks ve POSS nanopartikillerin
yap! icindeki kimyasal baglarinin belirlenmesi icin fourier transform infrared
spektroskopi (FTIR) analizi gergeklestiriimisti. POSS nanopartikilleri toz halinde
incelenerek karakteristik pikleri belirlenmistir. Farkli homojenizasyon teknikleri ile
hazirlanan kitosan/POSS nanokompozit doku iskelelerinde, POSS nanokafes
yapilarin polimer yapi ile etkilesimi FTIR analizi ile karakteristik pikler incelenerek

belirlenmigtir.

3.5.6. Doku iskelelerinin Biyobozunum Davraniginin incelenmesi

Kitosan biyobozunur 6zellikte dogdal bir polimer olmasi nedeniyle vicut sivisi
ortami igcinde biyobozunma davranisinin incelenmesi ve biyobozunma oraninin
belirlenmesi gerekmektedir. Hazirlanan nanokire kapli kitosan/POSS nanokompozit
doku iskelelerinin biyobozunum davranisi lizozim enzimi varliginda hazirlanan 1X
PBS cozeltisi icinde inkiibe edilerek incelenmistir. Doku iskeleleri bozunum sivisi
icinde 7,14, 21 ve 28 gin inkibe edilen 6rneklerin kurutularak zamana karsi agirlik
Olcima yapilmistir. Deney 6ncesi ve sonrasinda farkli inklibasyon ginlerinde doku

iskelelerindeki agirlik azalmasi incelenerek % agirlik kaybi hesaplanmigtir.

29



®

TUBITAK

3.5.7. Biyomineralizasyon Testi

Mineralizasyon kemik doku olusumunun en énemli géstergesidir. Bu test ile
malzemenin yapisinin ve ylzeyinin kemik hicrelerinin mineral olusturmasina uygun
olup olmadigi incelenmistir. Kitosan/POSS kompozitlerin ylizeyinde mineralizasyon
olusumunu gozlemek igin malzemeler modifiye SBF icinde 21 gun, 10x SBF iginde
ise 14 gun boyunca 37°C’de calkalamali inkUbatérde tutulmustur. Malzemelerin
mineralizasyon kapasitesi SBF kompozisyonundaki minerallerin ylzeyde olusturdugu
kalsiyum-fosfat birikimi ile belilenmigtir. SEM analizinde Backscatter modunda
goruntilenen doku iskelesi yiizeylerinde inorganik kalsiyum (Ca) ve fosfat (P)
minerallerinin birikimi gbzlemlenmis ve yuzeyde EDX analizi yapilarak kantitatif Ca/P
orani belirlenmigtir. Ayni zamanda XRD analizi kullanilarak yuzeyde olusan Ca-P

olusumunun karakteristik pikleri belirlenmistir.

3.5.8. Antibiyotik Yuklu Kitosan/Kil Nanokiire Kapli Doku iskelelerinden In Vitro
Salim Profilinin Incelenmesi

Doku iskeleleri Gizerine puskurtilmek igin, nanokurelerin enkapsulasyon verimi
ve salim profili g6z éninde bulundurularak vankomisin ve gentamisin yukli nanokire
gruplarindan birer ilag konsantrasyonu segilmistir. Vankomisin yikli gruplardan 8:1,
gentamisin yUkll gruplardan ise 20:1 polimer:ilag orani segilmigtir.

Antibiyotik iceren kitosan-kil nanokire c¢ozeltileri, mikroakigkanlastiricidan
gecirildikten sonra elektrosprey yontemi ile kire formunda, kollektor yuzeyine
sabitlenen doku iskelelerinin Gzerine kaplanmistir. Nanokure kapli doku iskelelerinden
vankomisin ve gentamisin salim g¢alismalari, 37°C’de, fosfat tamponunda (1xPBS,
pH=7.4) ve 50 rpm karistirma hizinda inkibe edilerek incelenmistir. Belirlenen
periyotlarda 6rnek alinarak salim sivilari spektrofotometrik olarak olgtimuagtir. UV-
VIS spektrofotometre (Varioskan) ile okutulan salim sivilarindan antibiyotik miktar
tayini yapimistir. Salim sivisindaki miktar tayini, antibiyotik yuklu kitosan-kil
nanokompozit kire salim g¢alismalarinda kullanilan antibiyotik kalibrasyon egrilerine

gOre belirlenmisgtir.

3.5.9. Antibiyotik Yiiklii Kitosan/Kil Nanokiire Kaph Doku iskelelerinin
Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antibiyotik yukli kitosan/kil nanokure kapli doku iskelelerinin antimikrobiyal
aktivitesi Staphylococcus aureus (Gram-pozitif) ve Echerichia coli (Gram-negatif)
mikroorganizmalari Uzerinde denenmistir. Mikroorganizmalarin Nutrient Broth
icerisinde 24 saat 37°C’de aktive edilmis kdltdrleri kullaniimistir. Mikroorganizma

konsantrasyonu 0.5 McFarland’a ayarlanmis ve steril swaplar yardimiyla besiyeri
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uzerine ekim yapilmistir. Antimikrobiyal etkisi incelenecek doku iskeleleri, yuzeyleri
10 ul 1xPBS ile islatilarak bakteri ekimi yapilan petri kaplarina yerlestiriimistir.
Malzemelerin bakterilere olan etkisi ve zon olusumu 24 saatlik inkibasyon sonunda
incelenmistir. Calismada pozitif kontrol grubu olarak amoksisilin antibiyotik diskler
kullaniimistir.
3.5.10. Antibiyotik Yiiklii Kitosan/Kil Nanokiire Kaph Doku iskelelerinin
Biyobozunumu

Nanokure kapli doku iskeleleri lizozim iceren 1x PBS c¢ozeltisi icerisinde
inkiibe edilerek zamana karsi agirlik degisimi dlgtimleri yapiimistir. Deney dncesinde
kuru 6rneklerin agirlik élgiimleri yapilmis ve sonrasinda ornekler 1x PBS c¢ozeltisi
icinde 37°C’de inklibe edilmistir. Degredasyon sivisi i¢inde 7,14, 21 ve 28 gun inkube
edilen ornekler yikanip kurutularak zamana kargi agirlik 6lgimua yapilmistir. Bu

yontemle doku iskelelerinin bozunma yilizdesi hesaplanmistir.

3.6. In vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalan

3.6.1 Hicre kiltivasyonu

In vitro hlcre kultiru calismalari kemik ve kikirdak rejenerasyonuna yonelik
olmak Uzere iki agsamada gercgeklestiriimistir. Kemik doku i¢cin model hiicre olarak
Saos-2 hicre hatti kullaniimistir. Saos-2 hicre hattinin belirlenmesinde, ALP
aktivitesi ve mineralizasyon kapasitesiyle normal kemik hiicresine daha ¢ok benzerlik
gostererek farklilasma saglamasi g6z énlinde bulundurulmustur. Saos-2 hicre hatti
%10 FBS iceren DMEM ortaminda (penisilin-streptomisin, L-glutamin) 37°C’de %5
CO_'li ortamda kdiltive edilmistir. Saos-2 hicrelerinin doku iskelesi tzerindeki ALP,
osteokalsin sekresyonu ve mineralizasyonu ise hazirlanan osteojenik ortam (DMEM,
L-askorbik asit, B-gliserofosfat) ile kultivasyon yapilarak incelenmistir. SW 1353 hucre
hatti kikirdak rejenerasyonuna yonelik biyomalzeme caligmalarinda model hucre
olarak kullaniimaktadir. SW 1353 hiicreleri de %10 FBS iceren DMEM ortaminda

(penisilin-streptomisin, L-glutamin) 37°C’de %5 CO:’li ortamda kultive edilmigtir.

3.6.2 In vitro Sitotoksitenin Belirlenmesi

Doku iskelelerinin Saos-2 hucreleri Gzerinde toksik bir etki géstermedigini
belirlemek igin 1SO-10993-5 standardinda belirtilen indirek ekstraksiyon yontemi
kullanilarak, 24, 48 ve 72 saat inkUibasyon surelerinde hicre canlligi gozlemlenmigtir.
96 gozll plakalara Saos-2 hicreleri (10* hlicre/goz) ekilerek ekstraksiyon ortamlari ile
72 saat inkube edilmigtir. Ekstraksiyon ortamlarinin etkisini belirlemek amaciyla

negatif kontrol grubu sadece DMEM ortami ile inkibe edilmig, negatif kontrol
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kullanilarak % canhlik degerleri hesaplanmistir. Sitotoksisite testleri WST-1 canhlik

kiti (Biovision) kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.6.3 Saos-2 ve SW1353 Hiicrelerinin Doku iskelesi Uzerinde Tutunumu

Doku iskelesi ytizeyindeki hiicre-malzeme etkilesiminin gézlenmesi igin Saos-
2 hucreleri doku iskelesi yuzeyine ekilerek 3 ve 7 gin kultive edilmistir. Daha sonra
malzemeler Uzerindeki hiicreler %3,7 paraformaldenhit ile fikse edilerek SEM analizi
ve floresans mikroskobu ile gézlemlenmistir. Floresans mikroskobu analizi icin fikse
edilen Saos-2 hucreleri DAPI (¢ekirdek) ve Alexa fluor 555 (membran-aktin filamenti)
boyalari ile boyanmistir. SEM analizi icin ise %3,7 PFA ile fikse edilen doku iskeleleri

asamali olarak etanol serileri (%50,70,90,100) ile susuzlagtiriimigtir.

3.6.4 Doku iskelelerinde Saos-2 ve SW1353 Hiicrelerinin Proliferasyonu

Doku iskeleleri Uzerine ekilen Saos-2 hicrelerinin 28 gin boyunca
proliferasyonu WST-1 canlilik kiti kullanilarak, absorbans degeri 440nm’de
spektrofotometrik dlgim yapilarak belirlenmistir. WST-1 ile inkiibe edilen doku
iskeleleri spektrofotometrik 6lcim sonrasinda 1x PBS ile yikanmis ve tekrar

kiltivasyon ortami ile inklibe edilmistir.

3.6.5 Doku _iskelelerinde Saos-2 ve SW 1353 Hicrelerinin Farklilagma
Duzeylerinin Incelenmesi

Doku iskelelerinde 28 giin boyunca kiltive edilen Saos-2 hiicrelerinin erken
donem ve geg¢ donem farklilasma markerlarinin sekresyonu alkalen fosfataz (ALP)
aktivitesi ve osteokalsin miktari ile belirlenmistir. Ayrica inkubasyonun son
asamasinda Saos-2 hicrelerinin biyomineralizasyonu von Kossa ve Alizarin Red S
boyamalari yapilarak belirlenmigtir. Von Kossa boyamasi ile fosfat gruplar
belirlenmis, Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikimi gézlenmistir. Boyanan doku
iskelelerindeki biyomineralizasyon kalitatif olarak incelendidi igin, Alizarin Red S
ekstraksiyonu yapilarak doku iskelelerinde CaP birikimi yari-kantitatif olarak
belirlenmigtir. Saos-2 hucrelerinin osteojenik ortam varliginda doku iskeleleri
Uzerindeki ekstraselller ALP aktivitesi kolorimetrik ALP aktivite kiti (Colorimetric ALP
Assay Kit, Abcam) ile 7,14,21 ve 28. gunlerde o6lglimustir. Kullanilan kit p-nitrofenil
fosfat (pPNPP)’ Iin ALP enzimi ile defosforile edilmesiyle olusan renk degisimini
spektrofotometrik olarak 6lgmektedir (OD:405nm). Saos-2 hucrelerinin osteojenik

ortam varliginda osteokalsin sekresyonu ise kultivasyonun 21. ve 28. gunlerinde
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insan OC/BGP (osteokalsin) Sandwich ELISA kiti (Elabscience Human OC/BGP)
kullanilarak SlglImustar.

SW 1353 hucrelerinde ise total kolajen miktarinin belirlenmesi icin kullanilan
hidroksiprolin sekresyonu kolorimetrik hidroksiprolin testi Elabscience-HP) ile ve
sulfatlanmig glikozaminglikan miktari ise GAG analizi (Amsbio) ile spektrofotometrik
olarak belirlenmigtir. Asit hidroliz metodu ile Uretilen kolajen pargalanarak ortaya ¢ikan
hidroksiprolin 550 nm de spektrofotometrik olarak dl¢ulmustir. Glikozaminglikanlar
arasinda hyaluronik asit, dermatan stilfat, heparin ve kikirdak doku olusumunda énem
teskil eden kondrotin silfat bulunmaktadir. Bu ylzden kikirdak hicreleri igin
metakromatik boyama ile tespit edilen GAG birimleri spektrofotometrik olarak

Olculmustar.

3.6.6 Doku iskelelerinin Histolojik Analizleri

Doku iskeleleri histokimyasal incelemeler icin %4’lik paraformaldehit
icerisinde 30dk bekletilerek fiske edilmigtir. Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70,
%80 ve %96'lik etil alkol serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4 farkh aseton serisinde
20’ser dakika tutulan doku iskeleleri seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki farkh
ksilene tabi tutulmustur. 1’er saatlk 2 kez yumusak parafin ile immersiyon
saglandiktan sonra doku iskeleleri sert parafin bloklar icerisine gémulmusttr. En son
asamada doku iskelelerinden rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligi ile 5u
kalinhginda kesitler alinmigtir. Doku iskeleleri hematoksilen-eozin, masson trikrom,
periyodik asit schiff (PAS), alsiyan mauvisi ile boyanarak incelenmistir. Boyama

protokollleri agagida ayrintili bir sekilde verilmistir.

Hematoksilen-Eozin Boya Protokolu

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi igin 1 gece 60°C’lik etlivde tutulmustur.
Ardindan ilki 20 dakika (ettuivde) diger ikisi 10’ar dakikalik tg¢ farkli ksilene tabi tutuldu.
Daha sonra dehidratasyon iglemi icin 5 degisim azalan alkol serilerinden gegirilmis,
kesitler distile su ile galkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (01562E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyanmigtir. Boyamanin ardindan,
boyanin fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi igin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler,
2 dakika eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi
ile boyanmigtir. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri absolu alkolden
gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20°ser dakika Ug¢ degisim ksilende

tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatiimistir.
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Masson Trikrom Boya Protokoli

Deparafinizasyon icin 1 gece 60°C’lik etlivde bekletilen kesitler tg¢ farkli
ksilende tutulmus, daha sonra azalan alkol serilerinden gegirilmistir. Distile suda
calkalandiktan sonra masson trikrom boyama seti (2049 GBL, istanbul, Tirkiye)
icerisinden dokular Uzerine 4 damla weigert hematoksilen boyasi ile 4 damla ferrik
klortr ¢Ozeltisi damlatiimis ve 10 dakika bekletilmistir. Distile su ile yikandiktan sonra
kesitlere uygulanan 2 damla asit-alkol ¢ozeltisi 4 dakika sonra uzaklastiriimistir.
Ardindan 2 damla ponceau asit fuksin azofloksin ¢ozeltisi dokunun Uzerini tamamen
kaplayacak sekilde uygulanmig, 4 dakika bekletilen kesitler distile su ile yikanmistir.
Daha sonra 2 damla fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile 10 dakika muamele
edildikten sonra uzaklastirilmis ve 8 damla agik yesil boya ile 5 dakika boyanmistir.
Boyamanin ardindan distile su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden gegcirilmigtir.

Ksilen ile seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatiimigstir.

Periyodik Asit Schiff (PAS) Boya Protokoll

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etlivde
bekletilmigtir. Ardindan ilki 1 saat (etuvde) diger ikisi 30’ar dakikalik G¢ farkli ksilene
tabi tutulmustur. Daha sonra dehidratasyon islemi icin azalan alkol serilerinden
gegcirilip, distile su ile galkalandiktan sonra 10 dakika peryodik asit ile muamele
edilmistir. Ardindan 10 dakika akarsuda bekletilen kesitler distile suda ¢alkalanip
kurutulduktan sonra 20 dakika schiff reagent ile muamele edilmistir. Sonrasinda 10
dk akarsuda yikanmistir. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in artan alkol serilerinden
gegcirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika (¢ degisim ksilende

tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatiimistir.

immiinohistokimyasal Boya Prosediirii (Tip 1 ve Tip 2 kolajen)

Alinan kesitler oOncelikle 60°C’lik etivde 1 gece bekletildi daha sonra
seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika t¢ degisim ksilole tabi tutulmustur. Azalan alkol
serilerinden gegirilip distile suda galkalanmistir. Suyu uzaklastirilan dokularin etrafi
pappen ile gizildi. Ardindan dokular 15 dakika 37°C de Tripsin ile muamele edilerek.
3 kez fosfat tamponlu saline (PBS) ile yikanmig, kesitler 10 dk hidrojen peroksit ile
oda i1sisinda muamele edilmistir. Daha sonra kesitler tekrar PBS ile yikanmis ve 1
saat bloklama solisyonu (TA125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile bekletilmistir.
Primer antikor rat spesifik anti- tip 1 kollajen ve anti- tip 2 kollajen antikoru ile + 4°C’
de 1 gece bekletilmistir. Ertesi gin PBS ile yapilan yikamadan sonra anti-mouse
biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain Kit,
San Francisco, USA) ile 30 dakika bekletilmistir. PBS ile tekrar yikanan kesitler
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olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun gérinurligini saptamak amaciyla
diaminabenzidinamine (DAB) (Roche, Germany) ile muamele edilmistir. Distile su ile
yikanan kesitlere mayer's hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra
akarsu ile yikanmistir. Artan alkol ve ksilol serilerinden gecirildikten sonra entellan

(UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatiimistir.

4.SONUCLAR

4.1 Antibiyotik Yuklu Kitosan/Kil Nanokrelerin Uretimi

4.1.1 Mikrofludizer Calisma Parametrelerinin Optimizasyonu

Dogal polimerler ile c¢alisilirken, iyi bir karistirma amaci ile uygulanan
homojenizasyon islemleri polimer zincirlerinde kiriilma ve dolayisi ile molekiler
agirlikta azalmaya neden olabilmektedir. Bu nedenle, mikrofluidizer isleminde
homojenizasyon kosullari belirli bir basing ve dongu araliginda tutulmustur. Bu basing
ve dongu degerlerinde polimer yapisindaki degisim viskozite ve molekuler agirlik
hesaplamalari ile belirlenmistir. ilk olarak polimerin reolojik 6zellikleri incelenmistir.
Reoloji galismalarinda sadece yiksek molekiler agirlikli kitosan incelenmistir.
Oncelikle intrinsik viskozite 6lgtimleri yapiimis ve ardindan molekiler agirliklari
hesaplanarak nanokure ve doku iskelesi Uretiminde kullanilacak homojenizasyon

parametreleri belirlenmistir.

4.1.2 Kitosan Cozeltilerinin Reolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Yuksek basingl homojenizasyon (Mikrofluidizer) isleminin kitosan ¢dzeltisinin
reolojisi Uzerindeki etkileri HAAKE-MARS reometre ile incelenmigtir. Sekil 3'te
homojenizasyon islemine tabi tutulmamis ve farkli parametrelerde mikrofludize
edilmisg kitosan ¢dzeltilerinin reolojik 6zellikleri verilmigtir. Grafiklerde goruldugu uzere,
mikrofluidizer igslemine tabi tutulmus kitosan ¢ozeltilerinin akigkan viskoziteleri kayma
hizi arttikga azalmaktadir. Malzemenin reolojik davranisi Gstel kural modeline dnemli
olglide uyum saglamistir (R2>0.99) (Tablo 9). Ustel kural modeline gére bulunan akis
davranis indeksi deg@erlendirildiginde ¢oOzelti, genellikle polimerik ¢dzeltilerde
gorildigu uzere psodoplastik (shear-thinning) davranig gostermistir (n<1)
(Geankoplis, 2003).

Kayma gerilimi ve gorunur viskozite degerleri incelendiginde, mikrofluidizer
yontemi, malzemenin reolojik 6zelliklerinde degisime sebep oldugu gdézlenmistir.
Sonuglar incelendiginde, mikrofluidizer basincinin ¢dzelti viskozitesini belirgin

derecede dislren énemli bir parametre oldugu goértlmastir. Vizkozite dusisinin
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nedeni, polimer zincirlerinin pargalanmasi, konformasyonel degisimi ve diger kitosan-
asetik asit galismalarinda da goéruldigu Uzere yluksek basinca bagli olarak molekdl
agirhginda meydana gelen azalma ile iliskilendirilebilir (Vargas ve ark., 2011; Bonilla
ve ark., 2012; Perdones ve ark., 2012). 10000 psi basing kosullarinda 3 ve 5 déngu
sayisi ile homojenize edilen ¢dzeltiler birbirlerine benzer davranis gdstermektedir.
20000psi basing kosullarinda mikrofluidizer ile homojenizasyon uygulandiginda,
polimer ¢ozeltisinin molekiler yapisinda énemli élglide dedisim goérulmustir. Azalan

viskozite nedeniyle, 20000 psi basin¢g kosullarinda islem gbren c¢ozeltiden

elektrosprey yontemi ile kire elde edilememistir.

—o—Mikrofluidize edilmemis kitosan 10000 psi 3 pass 10000 psi 5 pass 10000 psi 10 pass —&—20000 psi 5 pass —8—20000 psi 10 pass
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Sekil 3. Kitosan ¢ozeltilerinin akis (a) ve viskozite (b) egrileri.

Tablo 9. Kitosan ¢ozeltilerinin tstel kural parametreleri (Tt = K.y")

Gruplar K n R?
Mikrofluidize edilmemis

citosan 4.461 0.6957 0.9994
MF-10000psi 3dongu 2.763 0.7083 0.9999
MF-10000psi 5dongu 2.561 0.7891 0.9999
MF-10000psi 10déngi 1.641 0.8446 0.9999
MF-20000psi 5ddngu 0.841 0.9439 1
MF-20000psi 10ddngi 0.562 0.9717 1
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4.1.3 Kitosan GCozeltilerinin Viskozite Olgiimii ve Molekiiler Agirhklarinin
Belirlenmesi

Mikrofludizer ile 6n islem gérmus kitosan ¢dzeltilerinin viskozite 6lgimi Oswald
viskozimetresi ile yapilmis ve materyal metod kisminda, 2.1.3 alt bashdinda verilen
denklemler kullanilarak hesaplanmistir. Sekil 4’te islem gérmemis ve farkli
mikrofludizer sartlari uygulanmis &rneklerin indirgenmis viskozite degerleri
gosterilmistir. Buradan elde edilen gercek viskosite degerleri ile Denklem (6)
kullanilarak molekil agirliklari hesaplanmistir. Vizkosite c¢alismalarinda islem
gbérmemis, klasik sonikasyon ve mikrofludize edilerek homojenizasyon islemine tabi
tutulmus yuksek molekual agirhkh kitosan c¢ozeltilerinin vizkosite ve molekuler
agirliklari hesaplanmis (Sekil 4 ve Tablo 10) ve ydntemlerin ortalalama molekil
agirhgina olan etkileri karsilastiriimistir. Goéraldugu Uzere, islem gérmemis yuksek
molekuler agirlikh kitosan ¢ozeltisinin molekil agirhgi 141.75 kDa olarak bulunmustur.
Sonikasyon islemine tabi tutulmus ¢dzeltinin molekdl agirhiginda ise ciddi bir disus
g6zlenmistir (23.52 kDa). Mikrofludizer sisteminde ise molekul agirligi 68.5 - 131 KDa
araliginda bulunmustur. Proseste dongu sayisi arttikga polimer ¢ozeltisin molekuiler
agirhginda azalma meydana gelmektedir. 10000 psi-10 déngl c¢alisma
parametresinde molekiler agirligi 68.55 kDa olarak bulunmustur. Kitosanin molekiil
agirhgindaki bu azalmadan dolaylr déngl sayisinin 10’dan daha disik olmasi
gerektigi saptanmistir. Molekdl agirligi, 10000psi 3 dongu kosullarinda 131 kDa, 5
doéngu kosullarinda 101.53 kDa olarak hesaplanmistir. Bu ¢ozeltilerden elektrosprey
yontemi ile kire uretildiginde ve SEM goéruntileri incelendiginde, yapida kiresellikten
sapma ve kurelerin etrafinda fiberlesme meydana gelmistir. Bu ylizden,10000 psi 3
dongu parametresi uretim icin uygun bulunmamigtir. Buna karsi, 10000psi 5 déngu
kosullarinda, dizgin yapida ve pulruzsuz yuzeye sahip kureler elde edildigi
g6zlenmistir. Bu nedenle, en uygun ¢alisma parametresi 10000 psi 5 doéngu
olarak belirlenmistir. Bu sartlar altinda uretilen nanokirelerin karakterizasyonu
yapilmigtir.

Literatr galismalari incelendiginde, kitosan polimeri ile yapilan homojenizasyon
¢alismalarinda déngu sayisi ve basing parametrelerinin kitosanin molekdl agirligini
etkileyen 6nemli parametreler oldugu bulunmustur. Dogdal yapisi nedeniyle, artan
dongu sayisi ve basing ile polimer zincirlerinde kirllmalar meydana gelmektedir. Bu
nedenle homojenizasyon suresince basing ve dongu sayisi belirli bir aralikta
tutulmalidir. Calisma basinci, polimer molekiler agirhgr Gzerinde énemli olglide
etkilidir. Kasaai ve ark. kitosan ¢ozeltisini 3000-14000 psi basinglarda 1-5 dongl
sayisinda mikrofluidizer islemine tabi tutup, molekil agirhgi tGzerindeki degisimleri

incelemistir (Kasaai et al.,2003).
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Sekil 4. Yuksek molekiler agirlikh kitosanin homojenizasyon sonrasi konsantrasyona
bagli viskozite degisimi

Tablo 10. Yuksek molekuler agirlikli kitosan igin gergek viskozite ve molekuler agirlik
degerleri

islem MF 10000 | MF 10000 | MF
gbrmemis Sonikasyon | psi psi 10000 psi
kitosan 3 dongl 5 déngu 10 dongu
Gergek
_ _ 641.81 169.3 605.43 501.05 374.36
vizkosite
Molekdler
141.75 23.52 131.03 101.53 68.55
Agirlik (kDa)

Tablo 11 ve 12’de ise mikrofluidizer ve farkli homojenizasyon tekniklerinin,

doku uretiminde kullanilacak olan dusik molekuler agirlikh kitosan

gOzeltisinin  molekdler agirhk ve

iskelesi
intrinsik  viskozite degerleri Uzerine etKkileri
gOsterilmistir. Sekil 5 ve 6’da dncelikle kitosanin farkli homojenizasyon teknikleri ve
mikrofluidizer ile homojenizasyonu sonrasinda belirlenmis konsantrasyona bagh
indirgenmis viskozite degerleri sirasiyla hesaplanmistir. Doku iskelesi Uretiminde
kullanilan gruplar incelendiginde, ultrasonik banyoda homojenize edilen (98.84 kDa)

ve islem gérmemis (91.34 kDa) kitosan c¢ozeltilerinin molekiler agirliklari arasinda
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ciddi bir fark gérdimemistir. Sonikasyon isleminde farkl siddetler kullaniimistir. Her iki

¢alisma siddetinde de sonikasyonun kitosanin molekiler agirhgini énemli dlglide
azaltig1 goézlenmigtir (30.24-22.21 kDa).

Tablo 11. Dusuk molekuler agirlikh kitosanin farkli homojenizasyon yontemleri
sonrasi gergek viskozite ve molekuler agirlik degerleri

islem Ultrasonik Sonikator Sonikator
Gormemis Banyo 15Amp. 35Amp.
Kitosan
Gergek 491.15 463.25 204 162.23
viskozite
Molekuler 98.84 91.34 30.24 22.21
Agirhk (kDa)

Tablo 12. Duguk molekuler agirlikl kitosanin mikrofludize ile homojenizasyon sonrasi
gercek viskozite ve molekuler agirlik degerleri

islem MF MF MF MF
Goérmemis 5000psi- 5000psi- | 10000psi-3 10000psi-
Kitosan 3dongu 5doéngl dongl 5déngu
Gercek 491.15 485.11 274.23 354.11 147.11
viskozite
Molekdler 98.84 97.20 45.06 63.60 19.46
Agirlik
(kDa)

Mikrofluidizer yéntemi ile islem goéren kitosan ¢dzeltisinin indirgenmis viskozite ve
molekilar degerleri incelendiginde (Sekil 6, Tablo 12 ), dislk basingta (5000psi) ve
disuk dongl sayisinda (3 dongl) kitosanin molekdl agirhginda ciddi élglide bir
degisim gézlenmemistir. Bununla birlikte, basing ve déngu sayisi arttikga kitosanin
molekdl agirhginda dasis gdézlenmistir. Viskozite sonuglari dederlendirildiginde,
vizkosiye en az en az etki gosteren caligma grubu 5000psi-3dongu olarak

belirlenmisgtir.
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Sekil 5. Dusik molekiler agirlikli kitosanin farkli homojenizasyon yontemleri sonrasi
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Sekil 6. Distk molekuler agirhkh kitosanin mikrofludizer ile homojenizasyon sonrasi
konsantrasyona bagli viskozite degisimi
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4.1.4 Nanokire Uretiminde Kullanilan Elektrosprey Parametrelerinin
Belirlenmesi

Elektrosprey yontemi etken madde yukli uniform dagilima sahip mikro-
nanoklre Uretiimesi agisindan avantajli bir yontemdir. Ancak, dizgin morfolojide
Urin elde edilmesi icin calisma kosullari optimize edilmelidir. Bu nedenle, bu
calismada istenilen morfoloji ve boyutta kire Uretimi icin elektrosprey proses
parametreleri optimize edilmistir. On ¢alismalarda siringa capi degistiriimis, daha
sonrasinda ise voltaj, uzaklik ve akis hizi parametreleri optimize edilmistir. Yapilan 6n
calismalar ile siringa ¢apinin malzeme morfolojisi Uzerine etkileri belirlenmistir. 18G
kanul ¢api ile hazirlanan érneklerde nanopartikil ve agsi yapilar gdézlemlenirken, 25G
kanul capli malzemelerde kiresel yapilar gézlemlenmistir (Sekil 7). Buna bagh olarak,
diger elektrosprey parametreleri (Voltaj, akis hizi ve uzaklik), 25G kanul c¢api
kullanilarak kiire Gretimi optimize edilmistir. iki seviyeli faktériyel tasarim yéntemi ile
degiskenlerin nanokire c¢api Uzerinde etkisi incelenmistir (Sekil 8). Kolektér-siringa
mesafesindeki artis kdrelerin boyutunu dnemli dlgclide etkilemigstir. Elektrik alanina
daha uzun sure maruz kalan kureler parcalanarak kigulmuastir. Bu nedenle, artan
mesafe ile daha kiigik capli ve birim zamanda daha fazla miktarda kiire elde edilmistir
(Sekil 9). istatistiksel analiz calismalarina gére (Sekil 8), elektrosprey ydéntemi ile elde
edilen kirelerin gapini etkileyen en 6nemli faktor uzaklik olarak bulunmustur. Akis hizi
ile cap arasindaki ters oranti literatur ile benzer bulunmustur (Zhang ve Kawakami,
2010). Bu galismada voltaj, tek basina belirgin bir etki géstermemektedir (Sekil 8).
Parametrik galismalarin sonucunda, uniform kure yapisi ve agsi yapilar olusturmadan
kire Uretimini saglayan elektrosprey parametreleri 20 kV voltaj, 10 cm uzaklik ve 5

ml/saat akis hizi olarak belirlenmistir.

Sekil 7. Kanul gapinin malzeme morfolojisine etkisi: 18G (a); 25G (b)
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Pareto Tablosu
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Sekil 8. Nanokure boyutlari icin ana etken grafikleri

Sekil 9. 20 kV ve 5ml/s galisma kosullan ile Uretilen kirelerde mesafenin boyut
dagilimi tGzerindeki etkisi: 10 cm (a), 5 cm (b).

4.1.5 Nanokdurelere Yuklenen Antibiyotiklerin GCoziinlirliik Galigmalari
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan antibiyotik cozeltileri absorbans
verdikleri spesifik dalga boylarinda spektrofotometrik olarak dlgtilmis ve elde edilen
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degerlerle kalibrasyon egrileri gizilmistir. Elde edilen kalibrasyon egrileri kullanilarak
gentamisin ve vankomisinin  maksimum ¢Ozunurluk degerleri belirlenmigtir.
Gentamisin suilfat antibiyotiginin maksimum ¢ézinurliga 100 mg/ml, vankomisin
hidroklorid antibiyotiginin maksimum ¢dzinurligd ise 50 mg/ml olarak bulunmustur.
llag taslyici nanokiire Uretiminde kullanilacak polimerik c¢ozeltilere antibiyotikler

eklenirken maksimum ¢ozunurlik degerleri dikkate alinmigtir.

4.2. Antibiyotik Yuklli Kitosan/Kil Nanokurelerin Karakterizasyonu

4.2.1 Nanokiire Morfolojisinin incelenmesi

Calisma kapsaminda hazirlanan nanokurelerin morfolojileri SEM analizi ile
incelenmig, partikil boyutlari ise DLS analizi ile belirlenmistir. Homojenizasyon
parametrelerinin belirlenmesi igin yalnizca polimer 6zellikleri yeterli degildir. Kitosan-
kil ¢ozeltisi, farkli proses sartlarinda homojenize edilip elektrosprey yontemi ile
nanokure Uretiminde kullaniimigtir. Farkl parametrelerde homojenize edilen kitosan-
kil nanokurelerin morfolojileri SEM analizi ile incelenmistir (Sekil 10). 10000 psi basing
kosullari ile homojenize edilen gruplarda homojen ¢ap dagilimli kiireler elde edilmistir.
20000 psi-5 déngu kosullarinda homojenize edilen malzemelerde toplayici Uzerinde
jellesen film formunda yapilar gdzlemlenmigstir. 20000 psi basing kosullarinda déngu
sayisinin artmasiyla beraber kire formunda malzeme elde edilememigtir.
Elektrosprey yontemi ile uniform kire morfolojisine sahip olabilmek igin viskozite
degerinin sprey uygulamalarina uygun olmasi gerekmektedir. Viskozitedeki belirgin
dislUs, malzemenin elektrosprey yontemi ile kire formunda elde edilmesine engel
olmustur. Polimer viskozitesi, molekul agirligi ve deasetilasyon derecelerinin yani sira
morfoloji (SEM analizi) dikkate alindiginda, ilag yukliu kirelerin 10000 psi-5 dongu
kosullarinda homojenize edilmesine karar verilmigtir.

Vankomisin ve gentamisin yuklt kireler, model ilacin ¢ézunurligu dikkate
alinarak iki farkli polimer:ilag oranlarinda uretilmistir. SEM analizi ile incelendiginde;

uniform dagiiimh nano dlgekli kireler basari ile elde edilmigtir (Sekil 11&12)
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Sekil 10. Kirelerin SEM goérintileri: kitosan(a); kitosan-kil 10000 psi 3 déngu (b);
kitosan-kil 10000 psi 5 déngu (c); kitosan-kil 20000 psi 10 déngu (d); kitosan-kil 20000
psi 5 dongu (e); kitosan-kil 20000 psi 10 déngu (f).

Sekil 11. Vankomisin yUkll kitosan-kil kompozit nanokureler, polimer:ilag orani 4:1
(a,b); 8:1 (c,d).
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Sekil 12. Gentamisin yuklu kitosan-kil kompozit nanokureler, polimer:ilag orani 10:1
(a,b); 20:1 (c,d)

ilag tasiyici nanokiire sistem morfolojisinin sivi ortam icerisindeki stabilitesi,
ilac salim suresi Uzerinde dnemli dlgude etkilidir. Malzemenin sivi ortamda da belirli
bir sire boyunca formunu koruyabilmesi gerekmektedir. DLS analizi ile kirelerin PBS
ortami (pH=7.4) icerisindeki hidrodinamik c¢aplari ve polidispersite indeksleri
belirlenmigstir (Tablo 13). Saf Kitosan kureler, stabil olmamalari nedeni ile zamana
bagl olarak pargalanma egilimindedir. ilk taramada ortalama boyutlari 77.9 nm
(%83,8) olan kireler, sonraki taramalarda pargalanmis ve aglomere olarak blyik
partikuller olugturmuslardir (Sekil 13). Bu nedenle, kil ilavesi (montmorillonite, MMT)
ile kitosanin stabilitesi artirmak ve ayni zamanda daha kontrollu antibiyotik salimi igin
MMT nanokil katkisi iceren kompozit kireler Gretilmigtir.

w ................ .. ....................................................................... 20 ......................................................................................
o~ LR R s e L NP RN (| A PN :
§60 : : : : X ; : : ' g :
K : X ! :

3 T PP PP PTTUPTPPTOR SPPTRTTRPININ | KT PPPRPPPPPTOR FPTEPPITPTTIIN _3 1] SRR RO AR AR ATSREIRH §t R R
c ! c ! )

3 } 3 3 i

%020 ................. R R S RO B R VAR SR ’°°° 1 TP Aol L S T Si SUUE
> ; s / \
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Sekil 13. DLS analizinde tarama esnasinda pargalanarak aglomere olan kitosan
kireler
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Nanokil katkisi ile sistemin stabilitesinde énemli él¢clde artis gdzlemlenmisgtir.

Malzemelerin  hidrodinamik ¢aplar tarama suresi boyunca degismemistir.
Mikrofludizer iglemi ile 10000 psi ve 5 dongl kosullarinda homojenize edilen kitosan-
kil (CC) gruplarinin ortalama ¢api 65.17 nm olarak bulunmusgtur.
Gentamisin katkili gruplar kontrolle (CC) kiyaslandigi zaman hidrodinamik cap
degerlerinde artis gézlenmistir (Sekil 14). Ayni zamanda, artan ilag oraninin nanokuire
capini arttirdigi gézlemlenmistir. Polimer:ilag orani 20:1 olan gentamisin yUklG
nanokurelerin ortalama hidrodinamik ¢api 181.6 nm iken, 10:1 oranina sahip
gruplarda ortalama cap 246.4 nm (%94.8) olarak bulunmustur. Literatirdeki
galismalarda, yuzeye adsorbe olan ve nanopartikul icerisine hapsolan ilacin partikal
boyutunu arttirdigi gosterilmistir (Esmaeili et al., 2008).

Vankomisin katkili gruplarda polimer ilag oranindaki artis ile kire g¢apinda
dusus gozlemlenmistir (Sekil 15). Artan vankomisin miktari ile ila¢ polimer matriksine
ve kure ylzeyine dahil olarak ¢apta artisa neden olmustur. Polimer:ilag¢ orani 8:1 olan
gruplarda ortalama cap artarak 210+19.25 nm (%85), 4:1 oranh gruplarda 351+£20.18
nm (%2100) olarak bulunmustur. Antibiyotik yUklG kirelerin polidispersite indeksleri
karsilastirildiginda, gentamisin yukli Orneklerin daha dar polidispersite indeksine

sahip oldugu goriimustar.

Yogunluk(%)

0+
Boyut(nm) d
30- ................. .................. :..-----.‘-.A..-..: ----------------- AR R :
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s 2 : 3 : ' :
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c
0
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b
Boyut(nm)

Sekil 14. Gentamisin katkil kirelerin DLS ile belirlenen hidrodinamik ¢ap dagilimlari
(a) polimer ilag 20:1; (b) polimer ilag 10:1.
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Sekil 15. Vankomisin katkili kirelerin DLS ile belirlenen hidrodinamik cap dagilimlari
(a) polimer ilag 8:1; (b) polimer ilag 4:1.

Tablo 13. Kitosan, kitosan-kil ve ilag katkili kitosan-kil gruplarinin hidrodinamik ¢ap
dagilimi ve polidispersite indeksleri

Grup Boyut (nm) % Yogunluk PDI
_ 77.9+3 83.8
Kitosan 1
1.1+0.1 16.2
CC (Kitosan-kil) 65.2 100 0.980
CcCvC4:1 351+20.2 100 0.885
210.4+19.2 85 0.990
cc:vc sl
2.4+0.4 15 0.987
246.4+42.4 94.8
CC:GS 10:1 0.544
49.3+5.6 5.2
CC:GS 20:1 181.6+22.0 100 0.696

4.2.2 Nanokirelerin Zeta Potansiyelinin Olgulmesi

ilk olarak MMT nanokil katkisinin yiizey yiikleri degisen pH ortaminda
incelenmistir (Sekil 16). MMT, kenar yuzinde ¢ok degerlikli katyonlar igermektedir.
Oktahedral Al-OH ve tetrahedral Si-OH gruplarindan olugan kutupsal alanlar, yapinin

kenarlar boélgelerinde bulunmakta ve tabakalarin -OH bagli dizlemleri ile etkilesime
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girmektedir. Bu iyonik etkilesim; kenar yuzeydeki =AIOH ve =SiOH gruplari, yizeydeki
Al-OH-AI gruplari ve siloksan katmandaki Si-O-Si gruplari ile meydana gelmektedir.
MMT nanokil partikdlleri iki tar elektrik yik tagimaktadir. Kenar gruplarinin pH’a bagh
proton adsorpsiyon/desorpsiyonu ile yiklenmesi ve platelet yizeyindeki izomorf
yapilardan oturt negatif yliklenme olmaktadir (Forano, 2004). Amfoterik kisimlari
pH’a bagli olarak pozitif veya negatif olarak yuklenebilmektedir.

Literatirde, MMT nanokilin es elektrik noktasi yaklasik olarak pH 6.4-7.2 arali§inda
bulunmustur (Komulski, 2011). Projede ise, MMT nanokilin es elektrik noktasi ise pH
6.20’de bulunmustur.

Daha sonra PBS (pH=7.4) icerisinde slspansiyon olarak dagitilan saf kitosan,
kitosan-kil ve ilag yuklu kitosan-kil kurelerin ylzey yukleri Malvern Zetasizer ile
belirlenmistir (Tablo 14). Elde edilen kireler, kitosanin polikatyonik yapisindan dolayi
pozitif yukludur. Kitosan-kil sistemlerinde MMT nin ortam PH degerinde negatif yiklu
olmasindan dolayi kirelerin zeta potansiyeli dismustir. Kismi pozitif yukli
vankomisin, polimer matrisine ve kire ylzeyine dahil olarak ila¢ yuklu kirelerin
stabilitesinde azalisa neden olmustur. Vankomisin miktarindaki artis ile sistem
stabilitesinde dusls gbzlenmektedir. Ancak bu azalis, MMT nanokil katkisi ile
stabilitenin artmasi nedeni ile kompanse edilmistir. Gentamisin ylzeyindeki amin
gruplari nedeniyle pozitif yike sahiptir. Gentamisin katkili nanokurelerde de kontrol
gruba gore zeta potansiyellerinde disis goézlenmistir.

Birgok bakteri hiicre membrani negatif yUkli oldugu igin, Uretilen kompozit
nanokurelerin pozitif ylzey yukd antimikrobiyal aktivite agisindan avantajli
bulunmustur (Honary and Zahir, 2013).
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Sekil 16. MMT nanokil katkisinin degisen pH ortaminda ytzey yukinin belirlenmesi
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Tablo 14. Kitosan, kitosan-kil ve ilag katkili kitosan-kil gruplarinin zeta potansiyelleri

Gruplar Zeta Potansiyeli (mV)
Kitosan nanokure 240+3.6

MMT nanokil -5.3+0.10

Kitosan/Kil 13.3+1.26
Kitosan/Kil/VC (4:1) 57+0.21
Kitosan/Kil/VC (8:1) 12.3+1.72
Kitosan/Kil/GS (10:1) 4.3+0.03
Kitosan/Kil/GS (20:1) 6.9 +0.55

4.2.3 Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR) Analizi

Gruplarin deasetilasyon dereceleri, FT-IR analizi ile incelenmigtir (Sekil 17).
Deasetilasyon derecesi, asetil gruplarinin aminoasetil gruplarindan uzaklastiriima
derecesidir. Kitinin deasetillenmesi ile elde edilen kitosan yapisinda bulunan serbest
amin gruplari, malzemenin ¢ozinir 6zellik kazanmasina neden olur. Bu nedenle,
kitosan deasetilasyon derecesi malzemenin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde 6nemli
bir etkiye sahiptir. Bu galismada, farkli homojenizasyon kosullarina tabi tutulmus
kitosan gruplarinin deasetilasyon derecesi FT-IR analizi ile hesaplanmistir.
Hesaplamalarda kullanilan piklerin referans hatlari Sekil 18’da gosterilmistir. Kitosan
deasetilasyon derecesi homojenizasyon kosullarindaki basing ve dongu sayisi artigi

ile orantili olarak degismektedir.
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Sekil 17. Farkli homojenizasyon kosullarina tabi tutulan kitosan gruplarinin FT-IR
spektrumu

Absorbans

T T T
4000 3000 2000 1000
Dalgaboyu (cm™)

Sekil 18. Deasetilasyon derecelerinin hesaplanmasinda kullanilan referans hatlari

Yapilan c¢alismalarda, kitosan deasetilasyon derecesindeki artisin ¢apraz
baglanma ve stabilite Uzerine olumlu etkileri incelenmistir (Draget, 1996). FT-IR
analizinde gdzlenen piklerin oranlanmasi ile deasetilasyon dereceleri hesaplanmigtir
(Tablo 15, 16). Mikrofludizer igleminde basin¢ ve dongu sayisi, deasetilasyon
derecesinde artisa neden olmustur. Yiksek molekul agirliginda bu artig daha belirgin
olarak gozlenirken, disik molekll agirliginda ise mikrofludizer gruplari arasinda
doéngl sayisi arttikca degisim meydana gelmistir. Literatiirdeki calismalarda da
mikrofluidizer yontemi uygulanan kitosan c¢ozeltilerinin deasetilasyon derecesinde
dusuk miktarda artis gozlendigi belirtiimistir (Chen, 2005). Gupta ve Jabrail tarafindan

yapilan calismada (2005), deasetilasyon derecesinin artisina bagl olarak daha ktigik
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capl, yuksek enkapsulasyon kapasitesine sahip, daha kontrolli salim yapan ilag
tasiyici kitosan mikrokireler elde edilmistir (Gupta ve Jabrail, 2005). Bu nedenle;
viskozite, molekller agirlk ve deasetilasyon derecesi c¢alismalari birlikte
incelendiginde 10000 psi 5 dongl kosullari ile mikrofluidize edilen kitosan ¢ozeltisi,

nanokure uretiminde kullaniimak Gzere uygun bulunmustur. Doku iskelesi Uretiminde

ise 5000 psi 3 ve 5 dongi gruplarinin uygun oldugu gézlenmistir.

Tablo 15. Homojenizasyon kosullarinin yuksek molekdl agirhkh kitosanin
deasetilasyon derecesi Uzerindeki etkisi

Gruplar Deasetilasyon Derecesi (%)
Islem gormemi
S ki?osan S 7758
10000 psi 3 dongi 80.99
10000 psi 5 dongi 80.92
10000 psi 10 déngu 84.25
20000 psi 5 dongi 80.28
20000 psi 10 dongu 84.92

Tablo 16. Homojenizasyon kosullarinin  dusidk molekdl agirhkli  kitosanin
deasetilasyon derecesi Uizerindeki etkisi

Gruplar Deasetilasyon Derecesi (%)
islenmemis diisiik
molekdl agirhikl 75.11
kitosan
5000 psi 3 dongu 75.17
5000 psi 5 dongu 77.93
10000 psi 3 dongil 71.32
10000 psi 5 doéngil 75.17

Kitosan ve MMT nanokil arasindaki kimyasal etkilesim de FT-IR analizi ile
belirlenmigtir. Sekil 19’da kil, kitosan ve kitosan-kil gruplarinin IR spektrumu
gosterilmektedir. Gruplarin karakteristik pikleri Tablo 17'de gosterilmistir. Kitosan-kil
gruplarinda -OH grubunun karakteristik piki (2990 cm™), 2934 cm™ dalga boyundaki
MMT nanokilin -CH,- vibrasyonuna bagli olan piki (2916 cm?) ile 6rtigsmdistir. Kitosan
kil etkilesimi; MMT’nin hidroksilated silikat gruplari ile Kitosanin amino ve hidroksil

gruplarinin hidrojen bagi yapmasi ile gergeklesir. Ayrica, MMT karakteristik AI-OH-Al
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(913 cm?) ve -CH- gerilme (2852 cm™) pikleri; kil katkili kompozit gruplarda kil ile
kiyaslandiginda daha disuk yogunlukta gérilmuastar.

NN . - (J—  { —— CSI/Kil

100 — 7 65 43 2 1

80—

Transmitans(%)
o)
O
]

I = I |
4000 3000 2000 1000

Dalga Boyu (cm™)

Sekil 19. Kil, kitosan ve kitosan/kil IR spektrumu (CS: kitosan, Kil: MMT nanokil,
CSI/Kil: kitosan/nanokil kompozit)

Tablo 17. Gruplarin karakteristik pikleri

Dalga boyu
No Band Formulasyon Referans
(cm™)
) MMT Silva ve ark.,
1 913 Al-Al-OH gerilme
CS/MMT 2012
_ _ Koosha ve
2 1020 Si-O gerilme MMT
ark., 2015
3 1560 N-H egilme Chitosan (amine)
Baxter ve
Chitosan (amide
4 1655 C=0 gerilme ) ( ark., 1992
MMT
5 2852 -CH- gerilme
CS/MMT Huang ve
_ MMT ark., 2015
6 2916 -CH> vibrasyon
CS/MMT
AIOH and SiOH Silva ve ark.,
7 3667 _ MMT
gerilme 2012
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Gentamisin katkili kitosan/kil nanokurelerin FT-IR analizi incelendiginde (Sekil
20); literatirde gentamisin igin verilen karakteristik pikler 1650-1400 cm™ araliginda
N-H vibrasyonu, C-H ve C-N gerilmesi; 1300-900 cm™ araligindaki gli¢lii absorpsiyon
bandi C-N ve C-O grubunun gerilme vibrasyonlari elde edilmistir. (Rapacz-Kmita et
al., 2015). Kitosanin Amid | ve Amid Il piklerinin kaymasi, gentamisinin polimer-kil
matrisine dahil olmasininhidrojen bagi ile gergeklesdigini gostermektedir. 3420 cm™
de gortlen hidroksil piki, gentamisin katkil tim gruplarda genislemekte ve yogunlugu

azalmaktadir. Bu degisim, kitosan hidrojen baglarinin gentamisin -OH- bukulmesi

(3415 cm?) ile birlesmesi ile iligkilendirilebilir (Huang et al., 2016; Ji et al., 2011).

— CC — Gentamisin  — CC-GS (10:1) —— CC-GS (20:1)

1.5+

1.0

Absorbans

00 T T 1
4000 3000 2000 1000

Dalgaboyu (cm™)

Sekil 20. Gentamisin yUklu nanokure gruplarinin FT-IR analizi

Sekil 21'de Vankomisin katkili kitosan/kil nanokurelerin  FTIR grafigi
gosterilmektedir. Vankomisin; 3450cm™'de -OH- gerilmesi, 1652 cm¥de C=0
gerilmesi, 1502cm*’de aromatik C=C gerilmesi, 1232cm™'de de fenolik gruplarin
neden oldugu karakteristik absorbsiyon bantlarina sahiptir (Yao et al., 2013; Yang et
al., 2011). Literatirde tanimlanan Kkarakteristik vankomisin pikleri, grafik
incelendiginde ila¢c yuklu gruplarda da gozlemlenmektedir. Vankomisin ve kitosan
arasindaki etkilesim, hidrojen bag ile saglanmaktadir. Vankomisin katkili kitosan/kil
nanokompozit gruplarinda (CC-VC (4:1) ve CC-VC (8:1)) -OH- gerilme bandi
(3450cm?); kaymakta ve vankomisin ve kitosan arasindaki hidrojen bagi nedeniyle

yogunlugunu kaybetmektedir.
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— QO — Vankomisin — CC-VC (4:1) — CC-VC (8:1)
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Sekil 21. Vankomisin yukli nanokure gruplarina ait FT-IR grafigi

4.2.4 Antibiyotik YUklu Nanokirelerin Enkapstlasyon Verimi ve In Vitro Salim
Profili

Nanokurelerin salim profili ve enkapsulasyon verimini belilemek amaciyla
¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan vankomisin ve gentamisin ¢ozeltileri, sirasi ile

282 ve 248 nm’de taranarak kalibrasyon egrileri elde edilmigstir (Sekil 22 ve 23).
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Sekil 22. Vankomisin kalibrasyon grafigi
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Sekil 23. Gentamisin kalibrasyon grafigi

Hazirlanan kitosan-kil nanokompozit kirelerin enkapsulasyon verimi vankomisin igin
79-86%, gentamisin igin 90-94% olarak bulunmustur (Tablo 18). Sonuglar
incelendiginde, polimer:ilag oranindaki artisin enkapsulasyon verimi Uzerinde dnemli
Olgude etkisi oldugu goérulmustur. Artan polimer:ilag orani ile, ilacin polimer matris
yapisina dahil olmasi kolaylasmakta, bdylece enkapsilasyon verimi artmaktadir.
Polimer:ilag orani, malzemelerin salim profilini etkileyen énemli 6zelliklerden biridir.
Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da enkapstlasyon verimi, malzemelerin polimer:ilag
oranindaki artig ile dogru orantili bulunmustur.(Desai ve Park, 2005; Dhakar ve ark.,
2010).

Tablo 18. Farkh oranlarda gentamisin ve vankomisin yUkli kitosan nanokurelerin
enkapsulasyon oranlari

o Enkapsillasyon
Antibiyotik Polimer:ilag orani o
verimi (%)
4:1 79.04 £ 0.74
Vankomisin
8:1 86.56 + 2.63
10:1 90.59 + 4.88
Gentamisin
20:1 94.73 + 5.52

Doku iskeleleri Uzerine kaplanan vankomisin ve gentamisin igeren kitosan/kil
nanokirelerin salim sivilarindan alinan 6érnekler alinarak UV-VIS spektrofotometre
(Varioskan) ile okutulmus ve hazirlanan kalibrasyon edrilerinden miktar tayini
yapilmistir. Salim profili incelendigi zaman kisa donemde nanokirelerin ylzeyine
yakin bulunan ilag kristallerine veya yluzeye adsorbe olmus ilag kristallerine bagli

olarak ilk 60 dakika iginde hizli bir salim gerceklesmistir. Her iki grupta da polimer:ilag
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oranindaki artigla beraber daha kontrollU bir salim profili gézlemlenmistir. DUsUk ilag
konsantrasyonuna sahip gruplarda polimer-kil matrisi ilaci daha kuvvetli bir sekilde
hapsederek daha yavas salim yapilmasina, patlama etkisinin (burst release)
azalmasina neden olmustur. Vankomisin yUkli gruplarda ilk 24 saatte polimer:ilag
orani 4:1 olan malzemelerde %45, 8:1 olan gruplarda %32 kumdulatif salim
gbzlemlenmigtir. 30 glinlin sonunda 4:1 ve 8:1 oranli gruplarda enkapstle edilmis
ilacin sirasi ile salimi %87 ve %94 olarak gerceklesmistir (Sekil 24). Gentamisin yukli
nanokure gruplarinda da; polimer:ilag oranindaki artis ile benzer etki gézlemlenmistir.
ilk 24 saatte 10:1 ve 20:1 kodlu gruplarda sirasi ile %56 ve %49 salim
gerceklesmektedir (Sekil 25).
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Sekil 25. Kitosan/kil nanokompozit kiirelerin gentamisin salim profili
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ilag salim profilleri daha énce belirlenmis olan Gentamisin ve Vankomisin
yukli CS/MMT nanokompozit sistemler, matematiksel ampirik modeller yardimi ile
ilag salim hizinin zamana kargi fonksiyonu olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle,
Birinci derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson Crowell, Weibull ve Baker-
Lonsdale ampirik modelleri uygulanmistir. Matematiksel modeller deneysel verilere
uygulanarak Sekil 26’da gosterilmistir. Salim (k) ve korelasyon katsayilari (R?) Tablo
19'da gosterilmistir.

Sonuglar incelendiginde, Korsmeyer-Peppas modelinin CS/MMT-VC (8:1) ve
CS/MMT-GC (10:1) gruplari ile uyumluluk goésterdigi; Weibull modelinin ise CS/MMT -
VC (4:1) ve CS/IMMT-GC (20:1) gruplari ile yuksek korelasyon katsayisi ile uyum
sagladigini gostermektedir (Sekil 26). Weibull modelinin genellikle erozyon ve sisme
mekanizmasi gosteren sistemlere uygunlugu; 14. Glinden sonra gézlemlenen iki-fazli
salim profilini aciklamaktadir. Korsmeyer-Peppas Ustel katsayisi (n), CS/MMT
nanokurelerin saliminda baskin olan mekanizma hakkinda fikir vermektedir. Elde
edilen sonuglara gore; her formilasyonda n degerinin 0.45'den kiglk olmasi, salim
sistemlerinin Fickian difiizyon modelinin ana mekanizma oldugunu gostermektedir.
Bu nedenle, ila¢ salim hizinin polimer matrisinde hapsolmus ila¢ konsantrasyonuna
bagl olmadigi disindimektedir.

Ji ve ark. (2011), Gentamisin ve salisilik asit yiklu kitosan nanopartikullerinin
salim profilini 70 saatlik inkubasyon periyodunda incelemis, maksimum kimulatif
salimi %92 olarak bulmusglardir. Salim profili kinetik modellere uyarlandiginda, uretilen
nanokuirelerin Weibull kinetik modeline uygun salim gdsterdigi belirlenmistir. Ayrica,
Korsmeyer-Peppas Ustel katsayisina gbére erken-dénem salim mekanizmasi Fickian
difuzyon modeline uymaktadir. Huang ve ark. (2016), Gentamisin yUKklu
kitosan/fukoidan nanopartiktlleri pulmoner ilag salim sistemleri icin arastirmis, ilacin
iki fazli salim profili gésterdigini belirlemistir. ilk 10 saatte ilag salimi difiizyon ve sisme
ile kontrol edilirken, 10-72 saatte Fickian diflizyon baskin olarak gortulmustur. Sezer
ve ark. (2017) levan nanopartiktllerden Vankomisin antibiyotik saliminin gogunlukla
Higuchi modelini takip ettigini incelemigtir.

Yaygin olarak kullanilan mekanizma-temelli ampirik denklemlerden sonra, ilag
yUklu nanokompozit kirelerde Kopcha modeli yardimi ile erozyon/difuzyon arasindaki
iliski incelenmistir. Kopcha modeli, A/B oraninin 1’den buyuk olmasi nedeni ile her
grupta difizyon mekanizmasinin erozyondan daha baskin oldugunu gdstermektedir
(Tablo 20).
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Sekil 26. CS/MMT Nanokdrelerin farkli polimer:ila¢g oranlarinda gentamisin ve
vankomisin salim kinetigi modelleri
Tablo 19. Vankomisin ve gentamisin yiUkli kitosan/montmorillonit nanokompozit
kurelerin salim ve korelasyon katsayilari
Birinci d Hi hi Korsmeyer- Hi c i | weibull Baker-
o irinci derece iguchi ixson-Crowe eibu
ilag Polimer:llag Peppas Lonsdale
orani
K R? k R? N R? k R? R? R?
4:1 0.0026 | 0.9085 | 2.47 | 0.9354 | 0.1928 | 0.9216 0 0;)73 0.8593 | 0.9552 0.9308
Vankomisin )
8:1 0.0037 | 0.9537 | 3.037 | 0.9915 | 0.238 0.995 0.9789 | 0.8734 0.9622
0.0036
10:1 0.0023 | 0.8998 | 1.935 | 0.8847 | 0.2152 | 0.9515 0 0;)23 0.8531 | 0.8369 0.9383
Gentamisin )
20:1 0.0022 | 0.8064 | 2.17 | 0.8781 | 0.1913 | 0.8015 0.0023 0.7667 | 0.9354 0.8330
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Tablo 20. ilag yiiklii kompozit nanokirelerin Kopcha modeline gére A, B ve korelasyon
katsayilari

Gruplar A B R?
CS/MMT-VC (4-1) 101.7 6.192 0.99
CS/MMT-VC (8-1) 43.91 2.839 0.98

CS/MMT-GC (10-1) 17.48 1.126 0.99
CS/MMT-GC (20-1) 7.365 0.393 0.98

4.2.5 Antibiyotik YUkli Nanoklrelerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Antibiyotik yukli kitosan-kil nanokire c¢ozeltilerinin antimikrobiyal aktivitesi
agar diftizyon yontemiyle, Staphylococcus aureus (Gram-pozitif) ve Echerichia coli
(Gram-negatif) bakterileri ile incelenmistir. Nanoklire c¢ozeltilerinin 24 saatlik
inkiibasyon sonrasindaki antimikrobiyal aktivitesi Sekil 27 ve 28'de verilmistir.
Cozeltinin icerdigi antibiyotik ve ¢bzgen olarak kullanilan asetik asit nedeni ile yliksek
oranda antimikrobiyal etki gézlemlenmistir. Elde edilen sonugclar zon ¢api 6lgim igin
uygun degildir. Bu nedenle, sonraki ¢alismalarda cesitli periyotlarda alinan in vitro
salim sivilarinin antimikrobiyal etkisi incelenmistir. 24 saat inkiibasyon sonucunda
antibiyotik salim sivilarinin mikroorganizmalar Gzerindeki etkileri incelenmigtir (Sekil
29-34). Olusan zon ¢aplari Tablo 21 ve 22°de verilmigstir. Negatif kontrol olarak petriye
yerlestirilen bos diskler antimikrobiyal etki gostermemistir.

Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan amoksisilin ve vankomisin diskleri
E. coli mikroorganizmasi Uzerinde antimikrobiyal etki godstermistir. Salim sivilari
kontrol gruplar ile kiyaslandiginda daha ytiksek antimikrobiyal etki géstermistir. Salim
sivilarinin etki gosterdigi zon caplari degerlendirildiginde ilk 6 saatte patlama etkisi
(burst release) nedeni ile ortama diger zaman periyotlari ile kiyaslandiginda daha
ylksek miktarda antibiyotik salinmigtir. Bu nedenle erken dénemde (6 saat) salinan
antibiyotik nedeniyle daha buyuk zon capi gozlemlenmigtir. 24 saat ve 25 gun
periyotlarinda alinan salim sivilari, mikroorganizmalar Uzerinde benzer degerlerde

zon gapina neden olmustur (Sekil 29-31).
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Sekil 27. Kure hazirlanmasinda kullanilan ilag katkili kitosan/kil ¢ozeltilerinin 24 saat
inkllbasyon sonunda S.aureus mikroorganizmasi Uzerindeki etkisi.

Sekil 28. Kiure hazirlanmasinda kullanilan ilag katkili kitosan/kil ¢ozeltilerinin 24 saat
inkubasyon sonunda E.coli mikroorganizmasi Uzerindeki etkisi.
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Sekil 29. 6 Saatte toplanan antibiyotik salim sivilarinin E. coli mikroorganizmasi
Uzerindeki etkisi

Sekil 30. 24. Saatte toplanan antibiyotik salim sivilarinin E. coli mikroorganizmasi
Uzerindeki etkisi
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Sekil 31. 25. Gunde toplanan antibiyotik salim sivilarinin E.coli mikroorganizmasi
Uzerindeki etkisi

Tablo 21. 6 saat, 24 saat ve 25. gunde alinan salim sivilarinin E.coli mikroorganizmasi
Uzerinde etkisinin karsilastiriimasi

Zon g¢api (cm)
Gruplar 6 saat 24 saat 25gln
Pozitif kontrol 1 L
(Amoksisilin)
Pozitif kontrol 2
(Vankomisin) 05
Negatif kontrol (Bos disk) -
Kitosan/Kil/VC (4:1) 1.40 £ 0.10 1.13+£0.15 1.00 £ 0.10
Kitosan/Kil/VC (8:1) 1.47 £ 0.15 1.07 £0.12 0.90
Kitosan/Kil/GS (10:1) 1.47 +0.21 1.00 £ 0.10 1.03 + 0.06
Kitosan/Kil/GS (20:1) 1.17+£0.15 0.97 £ 0.06 0.88 + 0.03

CGalismada pozitif kontrol olarak kullanilan genis spektrumlu amoksisilin ve
vankomisin diskleri S.aureus mikroorganizmasi Uzerinde antimikrobiyal etki
gOstermistir.  Vankomisin hidroklorid, 6zellikle gram pozitif bakterilere kargi
antimikrobiyal etki gostermektedir. Bu nedenle, vankomisin yukli nanokire
gruplarinin salim sivilari gentamisin yukli gruplarla karsilastirildigi zaman daha
belirgin bir etki gostermistir(Sekil 32-34). Ryu ve ark.(2014), PCL104 mikrokurelerden
salinan gentamisinin salim sivilari kullanilarak S. aureus ve E. coli'ye karsi

antimikrobiyal aktivitesi lizerindeki etkisini incelemislerdir. ilk dénemde daha fazla
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salinim olan grupta daha buylk inhibisyon zonunun elde edildigi belirlenmigtir.
Literatirde, Vankomisin yukli polimerik mikropartikillerin, gram pozitif S. aureus,
gram negatif S. epidermidis ve P. Aeruginosa'ya karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip
olduklari belirtiimistir (Noel ve ark, 2010; Rumian ve ark., 2017). Vankomisin yuKklu
gelatin mikrokireler S. aureus bakterilerine kargi antimikrobiyel aktivite géstermistir
(Nouri-Felekori ve ark. 2019). Ek olarak, Lertsutthiwong ve ark. (2012) CS / MMT

kompozitlerinin E. coli bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivitesini kanitlamistir.

Sekil 32. 6. Saatte toplanan antibiyotik salim sivilarinin S.aureus mikroorganizmasi
Uzerindeki etkisi

Sekil 33. 24. Saatte toplanan antibiyotik salim sivilarinin S.aureus mikroorganizmasi
Uzerindeki etkisi
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Sekil 34. 25. Gunde toplanan antibiyotik salim sivilarinin S.aureus mikroorganizmasi
Uzerindeki etkisi

Tablo 22. 6 saat, 24 saat ve 25 gunde alinan salim sivilarinin S.aureus
mikroorganizmasi Uzerinde etkisi

Zon g¢api (cm)
Gruplar 6 saat 24 saat 25gln
Pozitif kontrol 1
o 0.6
(Amoksisilin)
Pozitif kontrol 2
o 1.13+0.07
(Vankomisin)
Negatif kontrol (Bos disk) -
Kitosan/Kil/VC (4:1) 0.79£0.03 0.53+0.03 0.53+£0.03
Kitosan/Kil/VC (8:1) 0.55+0.03 0.48 £0.02 0.44 £0.02
Kitosan/Kil/GS (10:1) 0.28 £ 0.02 0.40 0.31+£0.01
Kitosan/Kil/GS (20:1) 0.38 £0.01 0.41+0.01 0.38 £ 0.01

4.3 Kitosan/POSS Nanokompozit Doku iskelelerinin Uretimi

4.3.1 Doku iskelelerinin Uretim Parametrelerinin Optimizasyonu

On cgaligmalarda kitosan polimer matriks yapisina %1-10 POSS araliginda
POSS eklenmesi ile mekanik, sisme ve gézeneklilik Gzerinde pozitif etkisi belirgin bir
sekilde gbézlenmistir. Basma modul degerleri 13.5kPa’dan 17kPa’a c¢ikarken, %10

Uzerindeki konsantrasyonlarda POSS katkisinin mekanik 6zellikler Gizerinde ciddi bir
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etkisi gozlenmemigtir (Tablo 23). Yapilan 6n galismalar degerlendirilerek POSS

konsantrasyonu agirlikga %10 olarak belirlenmigtir.

Tablo 23. Farkli konsantrasyonlarda POSS katkili kitosan doku iskelelerinin mekanik
ozellikleri

Gruplar Basma Modulil (kPa)
Kitosan-% 1POSS 13.5+ 0.67
Kitosan-% 3POSS 12.6 £ 1.15
Kitosan-% 5POSS 17.3+0.22
Kitosan-% 10POSS 17 +1.26
Kitosan-% 20POSS 20+2.8
Kitosan-% 40POSS 125+0.31

Kitosan matrikse POSS katkisinin eklenmesiyle mikro yapida olusan degisimler
incelendiginde ise, mikro CT sonugclarina gore toplam gézenekliik POSS katkisi
%5’ten %20’ ye ¢ikarildiginda yapi gdézenekliligi %85 den %82 degerlerine dusmustur
(Sekil 35). Ayrica mikro CT goruntdleri incelendiginde, gézenek yapisinin degistigi,
gbzenek duvarlarinin kalinlagtigi ve gobzenekler arasinda baglantinin azaldigi
goOrulmustur. Ayrica doku iskelesinin mikro yapisinin uniform bir dagilima sahip
olmadigi, malzemenin dis c¢eperlerinde tabakalanmalar meydana geldigi

gorulmektedir (Sedef Tamburaci, Doktora tezi, [YTE Biyomuhendislik, 2016).
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Sekil 35. Farkl konsantrasyonlarda POSS katkisi igeren kitosan doku iskelelerinin
mikro ct analizi ile elde edilen ¢ boyutlu goruntileri: kitosan-%5 POSS (a,b) ; kitosan-
%20 POSS (c,d).

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kitosan/POSS doku iskelelerinin SEM
gorintileri incelendiginde %1-10 katkili doku iskelelerinde POSS konsantrasyonunun
disuk oldugu gruplarda benzer gézenek morfolojisi elde edilmistir (Sekil 36). %10
katki oraninin Uzerindeki gruplarda gdzeneklerin i¢ kisimlara dogru artan duvar

kalinh@i ile birlikte baglantilarinin daha kapali oldugu gézlenmistir (Sekil 37).
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Sekil 36. Farkh konsantrasyonlarda POSS katkili kitosan doku iskelelerinin 100X,
250X ve 500X buyutmelerde SEM goruntileri: %1POSS (a); %3POSS (b); %5P0OSS
(c); %10POSS
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Sekil 37. Yiksek oranlarda POSS katkili kitosan doku iskelelerinin 100X, 250X ve
500X buyttmelerde SEM goruntuleri: %20P0OSS (a); %40POSS (b)

Bunun yanisira, AFM analizi sonuglari ile, POSS nanokafes yapi katkisinin ylizeyde
parizlGlugu arttirarak hicreler icin uygun tutunum ortami sagladigi gérulmustar (Sekil
38). %10 POSS katkili kitosan film ylzeyinde 9.54nm purizlilik elde edilmistir
(Tamburaci&Tihminlioglu 2017). %20 POSS konsantrasyonunda ise ylzeyde
partzlUlik artigi saglanmis fakat POSS nanopartikillerinde agglomerasyonlar da
oldugu gozlenmistir (Sekil 39).

Sekil 38. Farkli konsantrasyonlarda POSS katkisinin kitosan ylzeyinde purizlilige
etkisini gbsteren ¢ boyutlu yizey AFM gorantileri: %1 POSS (a); %3 POSS(b); %5
POSS (c); %10 POSS(d)
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Sekil 39. AFM analizi ile elde edilen %20 POSS katkil kitosan ylzeyinin ylzey (a) ve
¢ boyutlu yuzey (b) gorintileri

Liyofilizasyon yontemi ile gézenekli doku iskeleleri tretilmistir (Sekil 40). Uretilen doku
iskeleleri morfolojik, mekanik ve fiziksel olarak karakterize edilerek calismada

kullanilacak en uygun homojenizasyon sistemi belirlenmigtir (Tablo 24).

Tablo 24. Farkli homojenizasyon teknikleri ile Uretilen doku iskelesi gruplari

Gruplar Homojenizasyon Yontemi
-Saf kitosan (kontrol) Ultrasonik banyo (UB)
-Kitosan/POSS Ultrasonik Homojenizatér (Sonikator-UH)
nanokompozit 15Amplitude
Ultrasonik Homojenizator (Sonikatdr-UH)
35Amplitude

Mikrofludizer MF (5000psi-3d6ngu)

Mikrofludizer MF (5000psi-5 déngt)

Mikrofludizer MF (10000psi-3 dongi)

Mikrofludizer MF (10000psi-5 dongl)
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Sekil 40. Dondurarak kurutma yontemi ile Uretim

4.4 Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

4.4.1 Morfoloji

SEM analizi ile doku iskelelerinin gdozenekli yapisi incelenmis ve elde edilen
SEM goérintuleri Image J programinda kullanilarak ortalama gdzenek c¢aplari
belirlenmigtir. Tablo 25’ de farkli homojenizasyon teknikleri ile Uretilmis kitosan ve
kitosan/POSS nanokompozit doku iskelelerinin ortalama gbzenek ¢aplari verilmistir.
SEM gorintilerinde liyofilizasyon yontemi ile elde edilen doku iskelelerinin kemik
yapisini taklit edebilen, besin ve gaz gegisini saglayabilecek birbiriyle baglantilh agik
gbzenekli bir yapida oldugu go6zlenmistir. Bunun yanisira, g6zenek boyutlar
damarlanma icin uygun araliktadir. Literatlir ¢alismalarinda 75-250um araliginin
kemik doku iskelelerinde optimum gézenek ¢api oldugu belirtilmistir (Cheung ve ark.,
2007). Bunun yanisira, minimum 100um hticre go¢l ve transportu igin uygun iken,
100um’den buyltk makro gdézeneklerin de damarlanma ve kemik doku olusumu igin
uygun oldugu sonucuna variimistir (Hutmacher ve ark., 2017; Bose ve ark., 2012). Bu
calismada liyofilizasyon yontemi ile Uretilen doku iskelelerinin ortalama gbzenek
caplari (190-282um) literatlr verileri ile uyum saglamaktadir.

Sekil 41°de islem gérmemis kitosan, ultrasonik banyo ve farkli iki siddette (15-
35 amplitude) ultrasonik homojenizator ile islem gérmus kitosan doku iskelelerinin
SEM goériuntuleri verilmigtir. SEM gérintuleri incelendiginde, ultrasonik banyo ile islem
gormus kitosan doku iskelelerinin kalin duvarlara sahip homojen gézenek yapisina
sahip oldugu, islem gormemis kitosan doku iskeleleri ile benzer yapi sergiledigi
gorulmustur. Ultrasonik homojenizator ile islem gormuisg doku iskelelerinin ise gozenek
duvarlarinin belli bélgelerde inceldigi gbdzenek yapisinin homojen olmadigi
gézlenmistir. islem gdérmemis kitosan doku iskelelerinin ortalama gézenek capi 213
um olarak dlgulmustur. Kitosan doku iskelelerinin ultrasonik banyo ile homojenizasyon
teknigi ile gdzenek ¢api yaklasik 200 um iken ultrasonik homojenizasyon ile gbzenek
duvarlarinda incelme ve gézenek ¢aplarinda artis (210-239 um) gézlenmisgtir.
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Tablo 25. Farkli homojenizasyon teknikleri ile Uretilmis kitosan ve kitosan/POSS
nanokompozit doku iskelelerinin ortalama gézenek capi

Kitosan Gruplar Ortalama Gozenek Gapi (um)
Islem Gérmemis Kitosan 213 + 44
Ultrasonik Banyo (UB) 199.2 + 56
Ultrasonik Homojenizat6r (Sonikator 210.6 +55.4
UH) 15 Amplitude
Ultrasonik Homojenizat6r (Sonikator 239.8 +52.3
UH) 35 Amplitude
Mikrofludizer MF (5000psi-3d6ng) 234.8+ 72
Mikrofludizer MF (5000psi-5d6ng) 221+42.2
Mikrofludizer MF (10000psi-3d6ngu) 277 +41.2
Mikrofludizer MF (10000psi-5d6éng) 281.1£42.8
Kitosan/POSS Gruplan Ortalama Gozenek Gapi (um)
Ultrasonik Banyo (UB) 282.7+52.1
Ultrasonik Homojenizator (Sonikator 281 +67.3
UH) 15 Amplitude
Ultrasonik Homojenizatér (Sonikator 239.2+ 39
UH) 35 Amplitude
Mikrofludizer MF (5000psi-3d6ng) 258 +57.3
Mikrofludizer MF (5000psi-5d6ngu) 223.3+55.2
Mikrofludizer MF (10000psi-3d6ngu) 257 +40.4
Mikrofludizer MF (10000psi-5d6ng) 190.6 + 32.5
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Sekil 41. Ultrasonik banyo ve ultrasonik homojenizator ile hazirlanmis kitosan doku
iskelelerinin 100X,250X ve 500X buylGtmelerde SEM goéruntileri: Islem gérmemis
kitosan (a,b,c); ultrasonik banyo (d,e,f); Sonikatér-15Amp. (g,h,i); Sonikatér-35Amp.
(,k,1).

Sekil 42'de mikrofludizer ydntemi ile homojenize edilmis kitosan doku
iskelelerinin SEM gorintaleri verilmistir. Doku iskelelerinin SEM gorintilerine gore,
5000psi 3-5dongu ile homojenize edilmis kitosan doku iskelelerinde yapinin 10000psi
3-5d6ngu gruplarina gére daha deforme bir mikroyapiya sahip oldugu gdézlenmigtir.
Ancak, gézenek duvarlarinda belirgin dlzeyde bir farklilasma gézlenmemistir. Bu
durum, mikrofludizer yonteminin klasik sonikasyon yontemlerine goére daha uniform
bir mikroyap! elde edilmesinde avantaj saglayacadini goéstermistir. Mikrofludizer
yonteminde, doku iskelelerinin gézenek ¢aplari 5000 psi basing 3-5 dongi’te 221-234
um araliginda degismekte iken, 10000 psi basin¢ta ise gézenek ¢apinda 277-281 um
araliginda artis gézlenmistir.
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Sekil 42. Mikrofludizer yontemi ile homojenize edilmis kitosan doku iskelelerinin 100X,
250X ve 500X buyutmelerde SEM goruntileri: 5000psi 3 déngu (a,b,c); 5000psi 5
doéngu (d,e,f); 10000psi 3 dongdi (g,h,i); 10000psi 5 dongu (j.k,I).

Sekil 43’'de ultrasonik banyo ve ultrasonik homojenizatér ile hazirlanmig
kitosan/POSS nanokompozit doku iskelelerinin SEM goruntuleri verilmigtir. SEM
analizine gore, kitosan doku iskelelerinde elde edilen yapiya benzer sekilde ultrasonik
banyo 6n isleminden gegirilmis nanokompozit doku iskelelerinin yapisinda belirgin bir
degisiklik olmamistir. Benzer sekilde, ultrasonik homojenizatér ile 6n islemden
gecirilen kitosan/POSS nanokompozit doku iskelelerinin gézenek duvarlarinda
bozulma ve incelmeler meydana gelmistir. Bu durum mikroyapinin homojenligini

etkileyerek yapida ¢ékmelere neden olmustur.
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Sekil 43. Ultrasonik banyo ve ultrasonik homojenizatér ile hazirlanmis kitosan/POSS
nanokompozit doku iskelelerinin 100X,250X ve 500X buyttmelerde SEM goéruntdleri:
Ultrasonik banyo (a,b,c); Sonikatdr-15Amp. (d,e,f); Sonikatér-35Amp. (g,h,i).

Sekil 44’de mikrofludizer ile ©6n islemden gegiriimis kitosan/POSS
nanokompozit doku iskelelerinin SEM gértntleri incelendiginde, 5000 psi 3 dongu
isleminden ge¢mis doku iskelelelerin gézenek duvarlarinda kirilmalar ve homojen
olmayan bir mikro yapi gézlenirken, 5000 psi 5 dongi'de daha diizgun bir mikro yapi
elde edilmistir. 10000psi basin¢ta ise, duvarlarda incelmeler ve non-uniform bir yapi
elde edilmigtir. Saf kitosan doku iskelelerinden farkh olarak mikro yapida bozulmalar
gbzenek duvarlarinda uzamalar meydana gelmistir. Bunun nedeni POSS katkisinin
kitosan polimer ¢ozeltisinin vizkositesini azaltmasi olarak dusunulmektedir. Dusuk
vizkositeli nanokompozit ¢dzeltide liyofilizasyon asamasinda daha blylk buz
kristalleri olusmakta ve gézenek duvarlarinin kalinhdi1 azalmaktadir.

Kaplama 6n calismalarinda liyofilizasyon yontemi ile Uretilen doku
iskelelerinin yuzeyi elektrosprey yontemi kullanilarak gentamisin yUklu kitosan/kil
(MMT) nanokurelerle kaplanmistir. Sekil 45°de nanokire kapli doku iskelelerinin SEM
gorintuleri verilmistir. SEM goruntulerinde, doku iskelesi ylizeyinin gdzenek acgikligini
etkilemeden ve gbzenek duvarlarinin yapisini bozmadan, basarili bir sekilde
nanokurelerle kaplandigi gérulmustar. Sekil 44 (c,d) de gdézenek duvarlarinin

homojen bir sekilde kurelerle kaplandig gosterilmigtir.
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Sekil 44. Mikrofludizer yontemi ile homojenize edilmis kitosan/POSS nanokompozit
doku iskelelerinin 100X, 250X ve 500X buyutmelerde SEM goruntuleri: 5000psi 3
dongu (a,b,c); 5000psi 5 dongu (d,e,f); 10000psi 3 déngl (g,h,i); 10000psi 5 dongu
(.k,D).

Calismalarda kullaniimak Gzere Ug¢ farklh hacimde antibiyotik yuklG
kitosan/kil(MMT) c¢ozeltisi hazirlanarak farkh kalinliklarda doku iskelelerinin yuzeyi
kaplanmistir. SEM analizi ile ylzey kaplamalari incelendiginde (Sekil 46-51), 2ml
hacimde nanokireler komojen bir sekilde ytzeyi kaplayarak doku iskelesi yluzeyine
entegre olmustur (Sekil 46) Nanokure ¢ozelti hacmi arttirildiginda nanokdreler
yuzeyde belli bélgelerde agglomere olarak kaplanmistir. Sonug olarak, vankomisin
ve gentamisin yUklu kureler kompozit doku iskelesi yuzeyine bagarili bir sekilde

entegre edilmigtir.
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Sekil 45. ilag yuklu kitosan/kil (MMT) nanokdire kapli kitosan/POSS doku iskelelerinin
farkh buyutmelerde SEM goruntuleri: 100X (a); 250X (b); 500X (c); 1000X (d).

Sekil 47. Gentamisin yUklu kitosan/kil nanokure kapli doku iskelesi (2ml kaplama)
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Sekil 51. Gentamisin yUklu kitosan/kil nanokure kapli doku iskelesi (7ml kaplama)

4.4.2 Toplam Go6zeneklilik ve Mikro Yapi
Doku iskelelerinin agik gézeneklilik yizdesi sivi degisim ydntemi ile, toplam
g6zenekliligi ve G¢ boyutlu mikro yapisi ise mikro CT analizi ile belirlenmistir. Tablo
26’'da kitosan ve kitosan/POSS doku iskeleleri igin elde edilen agik gdzeneklilik
7
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degerleri verilmigtir. Liyofilizasyon teknigi ile Uretilen doku iskelelerinde %70-85
araliginda acik gozeneklilik elde edilmistir. Bu degerler %50-90 gézenekli yapida olan
trabekiler kemik dokunun taklit edilebilmesi igin yeterlidir (Costa-Pinto ve ark., 2011).
Gozeneklilik degerlerine gore, liyofilizasyon teknidi ile Uretilen doku iskelelerinin agik
gOzenek yuzdesi %70-85 araliginda degismigtir. Ultrasonik banyo ve ultrasonikator
ile homojenize edilen ¢ozeltilerle Uretilen doku iskelelerinde %74-82 araliginda
yuksek gozeneklilige sahip bir yapi gézlenmistir. Mikrofludizer ile homojenizasyonu
yapilan ¢ozeltilerde ise, en ylksek acik gozeneklilik 10000psi-3 dongl ve 5000psi-3
dongu grubunda elde edilmistir. Mikrofludizer ile homojenizasyon yénteminde dongu
(dongl) sayisi arttikga yapinin gézenekliliginde azalma meydana geldigi géralmustar.
Tum gruplar ele alindiginda, bu gozeneklilik degerleri kemigin yapisini taklit edecek

bir doku iskelesinde besin-sivi gecisi ve damarlanma icin yeterlidir.

Tablo 26. Farkh homojenizasyon teknikleri kullanilarak hazirlanan kitosan ve
kitosan/POSS doku iskelelerinin acik gézeneklilik yizdeleri

Kitosan Gruplan

Acik Gozeneklilik (%)

Ultrasonik Banyo (UB) 74 £ 12
Ultrasonik Homojenizator (Sonikatér UH) 74.3+12.3
15 Amplitude
Ultrasonik Homojenizator (Sonikatér UH) 82.7+55
35 Amplitude
Mikrofludizer MF (5000psi-3 déng) 76.2+95
Mikrofludizer MF (5000psi-5 déngi) 70+ 4.8
Mikrofludizer MF (10000psi-3 dongu) 85+1.1
Mikrofludizer MF (10000psi-5 dongu) 73.83+7

Kitosan/POSS Gruplari

Acik Gozeneklilik (%)

Ultrasonik Banyo (UB) 77.5+8
Ultrasonik Homojenizator (Sonikatér UH) 75+6.1
15 Amplitude
Ultrasonik Homojenizator (Sonikatér UH) 783124
35 Amplitude
Mikrofludizer MF (5000psi-3 déng) 76.7+24
Mikrofludizer MF (5000psi-5 déng) 70+£9.4
Mikrofludizer MF (10000psi-3 déng) 81+1.6
Mikrofludizer MF (10000psi-5 déng) 71+6.3
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Mikro CT analizi ile doku iskelelerinin ¢ boyutlu yapisi incelenmis ve toplam
gOzenek yuzdesi belirlenmigtir. Mikro tomografi analizine gore, Uretilen kitosan doku
iskeleleri yuksek gozeneklilikte (%87.5-89.8), birbiri ile baglanti gbzeneklerden
olusan bir mikro yapiya sahiptir. Sekil 51°de 6n islem gérmemis saf kitosan doku
iskelelerinin micro ct analizi ile elde edilen U¢ boyutlu yapisi ve enine kesit gérunttsu
verilmigtir. Islem gérmemis kitosan mikro Ct gorintileri incelendiginde yapinin
cevresel kisimlarinda tabakalanmalar goézlenirken, ic kisimlarinda daha kompakt
gb6zenek morfolojisi elde edilmistir. Enine kesit alani goérintisinde ise yapidaki
g6zenekler arasi baglanmanin zayif ve uniform olmadig1 gozlenmistir (Sekil 52).

Sekil 53 ve 54’te ise homojenizasyon islemine tabi tutulmus kitosan doku
iskelelerinin ¢ boyutlu yapilari, yapi igerisinden dilimlenmis kesitler ve enine kesitleri
verilmistir. Micro CT goruntuleri incelendiginde, farkh tekniklerle homojenize edilen
doku iskelelerinin mikro yapilarinin, birbiri ile baglantih agik gézeneklerden ve yol
izlerinden olustugu gortulmektedir. Ayrica doku iskelesi icerisinden alinan dilim
kesitlerde mikro yapinin i¢ kisimlarda da degismedigdi ve homojen yapi elde edildigi
gOzlenmistir. Enine kesit goruntulerinde ise, gbzenek duvarlarinin baglantili olarak
devam ettigi ve yiuksek gézeneklilige sahip bir yapi elde edildigi belirlenmistir. Klasik
sonikasyon yontemleri ile elde edilen gruplarda gbézenekler arasi baglantilar daha
kiguk ve zayif iken (Sekil 53. a-b), mikrofludizer yontemi ile homojenize edilen
orneklerde baglantilar daha belirgin ve dallanmig olarak gézlenmistir (Sekil 54. a,b,c).
Bu mikro yapi doku iskelelerinde besin—sivi tagsiniminda ve damarlanma agisindan
avantaj saglamaktadir. Tablo 27°de farkli homojenizasyon iglemlerine tabi tutulmusg
kitosan doku iskelelerinin gézeneklilik ylizdeleri verilmistir. Farkli homojenizasyon
yontemleri ile hazirlanan kompozit doku iskelelerinin gézeneklilik oranlari kemik doku
olusumu igin istenen ylksek go6zeneklilik oranlarinda %89-89.8 araliginda
bulunmustur. Dolayisi ile, galigsilan homojenizasyon yontemlerinin gozeneklilik

Uzerinde olumsuz bir etkisi bulunmamigtir.
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Tablo 27. Farkh homojenizasyon teknikleri hazirlanan kitosan doku iskelelerinin Micro
CT analizi ile dlctlen gozeneklilik ylzdeleri

Toplam

Kitosan Gruplari Gozeneklilik (%)

islem Gérmemis 87.5
Ultrasonik Banyo (UB) 89.3
Ultrasonik Homojenizator (Sonikator UH) 15 Amplitude 89.6
. . o e 89.8
Mikrofludizer MF (5000psi-3 déng)
Mikrofludizer MF (5000psi-5 déng) 89
89.5

Mikrofludizer MF (10000psi-3 dong)

Sekil 52. islem gérmemis kitosan doku iskelelerinin mikro tomografi analizi ile elde
edilen Gg boyutlu yapilarinin goruntuleri ve kesit alanlari
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Sekil 53. Kitosan doku iskelelerinin mikro tomografi analizi ile elde edilen ¢ boyutlu
yapilarinin goéruntuleri ve kesit alanlari: kitosan ultrasonik banyo (a); sonikasyon-
15Amp. (b)

Sekil 54. Kitosan doku iskelelerinin mikro tomografi analizi ile elde edilen ¢ boyutlu
yapilarinin géruntileri ve kesit alanlari: 10000psi 3 déngi (a); 5000psi 3 dongi (b);
5000psi 5 dong (c).
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4.4.3 Mekanik Ozellikler

Yapilan mekanik testler ile farkli homojenizasyon tekniklerinin doku
iskelelerinin basma dayanimi ve modulus degerleri Uzerindeki etkisi belirlenmistir
(Sekil 55). Homojenizasyon parametrelerinin yanisira, POSS nanopartikullerin
kitosan polimer matriksin mekanik 6zelliklerini iyilestirdigi goraimugtar.

Ultrasonik banyo ile dn islemden gecirilmis kitosan doku iskelelerinin basma
modul degerleri (661.7Pa) islemden gegiriimemis kitosan doku iskeleleri (707.8Pa) ile
benzer mekanik 6zellikleri sergilemistir. Elde edilen sonuglara gore, farkli siddetlerde
(15-35Amp.) uygulanan sonikasyonun mekanik ozellikleri olumsuz etkileyerek basma
modulinde 707.8Pa’dan 466.6 Pa ve 183.2Pa’a dismdistir. SEM analizinde
belirlenen mikroyapilar mekanik test sonuglar ile paralellik gdstermistir.
Ultrasonikasyon ile hazirlanan doku iskelelerinde mikroyapidaki asimetrik dagilimin
mekanik mukavemeti olumsuz yonde etkiledigi gbzlenmistir. Mikrofludizer sisteminde
ise 5000psi basingta kitosan doku iskelelerinin mekanik ozelliklerini ciddi bir sekilde
etkilemedigi basma modul degerleri (724.3-755.7Pa), 10000psi basing degerine
cikarildiginda ise mekanik 6zelliklerin zayifladigi belirlenmistir. Her iki basingta da
dongu sayisi arttikga yapinin  homojenitesi olumlu etkilendigi icin basma
mukavemetinde artis gozlenmistir.  Kitosan/POSS  nanokompozit gruplari
degerlendirildiginde, en ylksek basma mukavemeti ultrasonik banyo grubunda
gOzlenirken (862.4Pa) sonikasyonun mekanik Ozellikleri olumsuz etkiledigi
belirlenmistir (441.6-200.3Pa). Bunun nedeni, sonikasyon ile viskositenin ciddi oranda
dismesi, buna bagli olarak SEM analizinde gdzlenen mikroyapidaki duzensiz
gbzenek dagilimi ve duvar yapisinin olusmasidir. Mikrofludizer galisma parametreleri
degerlendirildiginde ise, 5000psi basingta déngl sayisinin 3’'ten 5’e artisinin POSS
nanopartikillerin yapi iginde dagihmini ve yapinin homojenitesini saglayarak mekanik
Ozellikleri iyilestirdigi gézlenmistir (645.8-846.1Pa). 10000psi basingta ise, mekanik
mukavemetin distidl ve dongu sayisi arttikga mekanik 6zelliklerin ciddi bir sekilde
zayifladigi  belirlenmistir. POSS katkisi ve yuksek basingta (10000psi)
homojenizasyon kitosan polimer ¢ozeltisinin vizkositesini ciddi oranda dusurerek
yapinin mekanik 6zelliklerini zayiflatmistir. 10000psi 3 dongi’de basma mukavemeti
631.7Pa iken 5 dongli”de 220.4Pa’a dismustur.
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Sekil 55. Farkli homojenizasyon teknikleri ile Uretilen doku iskelelerinin basma moduli
ve mekanik dayanim degerleri: kitosan gruplarin mekanik 6zellikleri (a,c); POSS
katkili nanokompozit gruplarin mekanik 6zellikleri (b,d).

4.4.4 Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler

Doku iskelelerinin su tutma kapasiteleri sisme testi ile dlgtilmustir. Sekil 56'te
kitosan ve kitosan/POSS doku iskelelerinin 24 ve 48 saat inkiibasyon siirelerinde
sisme oranlari verilmistir. islem gdérmemis kitosanin sisme orani 44.6 iken ultrasonik
yontemlerle doku iskelelerinin sisme oranlari 37-37.5 aralhidinda degismistir.
Mikrofludizer 6n islemi ile elde edilmis doku iskelelerinde 5000psi basingta sisme
oranlari 30-38.4 araliginda dOl¢ulmus, 10000psi basingta ise artis gbstererek 37-42.3
araliginda ol¢timustir. Mikrofludizer sisteminde basing ve déngu artisi ile gbézenek
duvarlarinda meydana gelen incelmeler ile birlikte doku iskelelerinin su tutma
kapasiteleri artmigtir. Kitosan/POSS doku iskelelerinde ise, ultrasonik yontemlerle
homojenize edilen gruplarda sisme oranlari 35-42.6 araliginda Ol¢iimustar. Sisme
oranlarinda saf kitosan gruplarina kiyasla gézlenen artisin nedeni, silika bazli POSS
nanopartikillerinin kitosanin sivi tutma kapasitesini arttirmasidir. Mikrofludizer 6n
islemi ile elde edilmis nanokompozit doku iskelelerinde 5000psi basingta sisme

oranlari 36-41.6 araliginda iken 10000psi basingta 37-47.5 araliginda ol¢timustar.
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Doku iskelelerinin sivi absorpsiyon kapasiteleri zamana bagh olarak sonug¢ olarak
ciddi oranda bir degisim gdstermemigstir. Bu sebeple ilk 48 saat icinde absorplanan

sivinin dnemli dlgide kaybi olmadigi belirlenmigtir.
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Sekil 56. Kitosan (a) ve kitosan/POSS nanokompozit (b) doku iskelelerinin 24 ve 48
saat inkliibasyon sonrasinda sisme oranlari.

Doku iskelelerini olusturan kitosan polimer matriks ve POSS nanopartikillerin yapi
icindeki kimyasal baglarinin belirlenmesi icin fourier transform infrared spektroskopi
(FTIR) analizi gergeklestiriimistir. Si-O kafes yapidan olusan ve okta metilammonyum
reaktif gruplari iceren POSS nanopartikullerinin Si-O-Si gerilme bantlari 1020-1070
cm?® ve 1150 cm™'de goérilmistir (Sekil 57). Reaktif metilammonyum gruplarinin
absorpsiyon pikleri ise 1400-1655 cm™1 araliinda goérilmustar. FT-IR analiz
sonuglarina gére POSS nanokafes yapilarin karakteristik bantlarinda uygulanan
homojenizasyon islemine gbre pik siddetlerinde degisim gézlenmistir. Mikrofludizer
sisteminde yuksek basing ve ultrasonik sonikasyon sisteminde ylksek siddet
uygulamalarinda; pik siddetlerinin azaldi§i gézlenmistir. MF-5000psi, 15Amp
sonikasyon ve ultrasonik banyo 6n islemlerinde ise POSS’un yapisindaki Si-O kafes

yap! ve organik gruplarin yapisinda olumsuz etki gézlenmemigtir (Sekil 58).
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Sekil 57. Okta-TMA POSS nanokafes yapilarin FT-IR analizi sonucu elde edilen
6zgun pikleri
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Sekil 58. Farkli homojenizasyon teknikleri ile hazirlanan doku iskelelerinin FT-IR
analizi
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4.4.5 Kitosan/POSS Doku iskelelerinin ve Antibiyotik Yukli Nanokire Kaplu
Kitosan/POSS Doku Iskelelerinin Biyobozunum Davranigi

Doku iskelelerinin biyobozunum sonuglari incelendiginde, kitosan kontrol
gruplarinda zamana bagli asamali olarak 7 gunde %5, 28 gunde ise-%23 agirlik
kaybi gozlenmistir (Sekil 59). POSS katkil kitosan gruplarinda ise, agirlik kaybi artigi
daha fazla olmustur. 7. ve 14 ginin sonunda sirasiyla, %31 ve %40 agirlik kaybi
go6zlenlenmistir. Bunun nedeninin POSS nanosilika partikillerinin ylizeyden ortama
¢dzlinerek karismasi, POSS nanopartikillerinin degradasyonu hizlandirici bir etki
yaratmasi olarak degerlendirilmistir. Ancak, 28 giin sonunda agirlik kaybinda azalan
bir trend goézlenmistir. Ortama salinan POSS nanosilika partikillerinin ylzeyde
mineral birikimini arttid1 biyominerilizasyon c¢aligmalari ile goérulmektedir ve bu
nedenle agirlik kaybi azalmasina neden oldugu dustnilmektedir. Gruplar arasindaki

agirlik kaybi farklari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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©
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.
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<
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Sekil 59. Doku iskelelerinin zamana karsi biyobozunum testi
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Sekil 60. Cift tabakali doku iskelelerinin zamana kargi biyobozunum testi; a)
vankomisin yUkli nanokompozit kire kapl doku iskelesi, b) gentamisin yuKklu
nanokompozit kiire kapli doku iskelesi
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Sonuc olarak, doku iskelesi tasariminda dnemli olan fizikokimyasal parametreler
incelendiginde, (morfoloji, kimyasal yapi, goézeneklilik ve mekanik 6zellikler) yapilan
tum karakterizasyon ¢alismalari sonucunda, mikrofludizer sisteminin homojenizasyon
icin uygun oldugu ve 5000psi 5 dongu calisma sartlarinin kitosan/POSS
nanokompozit doku iskelelerinin Getimi icin en uygun sartlar oldugu belirlenmigtir.
Antibiyotik yukli nanokire kapli doku iskelesi uretiminde bu gartlar goéz 6ninde

bulundurularak Uretim ve karakterizasyon yapilmistir.

4.4.6 Kitosan/POSS Doku iskeleleri Yiizeyinde Biyomineralizasyon

POSS katkili kompozit doku iskelelerinde kitosan kontrol gruba gére daha
belirgin bir mineral olusumu goézlenmistir. Yizeyde kalsiyum birikimi fosfat birikimine
gore daha fazla gézlenmistir ve XRD analizi ile 21. Giinde Ca-P olusumuna ait pikler
elde edilmigtir (Sekil 61). 10x SBF ile yapilan hizlandiriimis mineralizasyon
calismasinda ise 14. glinde kompozit ylzeyindeki Ca/P birikiminin globuler
hidroksiapatit olusumuna donustigu gozlenmistir. XRD analizi ile hidroksiapatite ait
karakteristik pikler goriimustir (Sekil 62). Bunun nedeni, POSS nanopartikillerinin
silika kafes yapilari ile kalsiyum-silikat olusumunu tetiklemesidir. POSS’ un
yapisindaki silika aglarin pargcalanmasi ile Si-OH gruplari kompozit ylzeyi ile SBF
sivisi arasinda apatit olusumunu tetikleyen bir araylzey olusturmustur. Bu silanol
gruplar kalsiyum-fosfat olusumu icin uygun baglanma bdlgelerine sahiptir ve dnce
kalsiyum iyonlarini baglayip sonrasinda kritik boyutu asarak fosfat gruplarini
adsoplarlar (Sowjanya ve ark., 2013; Kavya ve ark., 2013). Benzer literatir
¢alismalarinda  Si-OH  gruplarinin  kalsiyum-fosfat  olusumu  saglayarak
mineralizasyondaki etkisi incelenmistir (Tanahashi et al., 1994, Alves et al., 2010;
Jongwattanapisan et al., 2011; Pourhaghgouy et al., 2016). POSS katkili dental
yapistiricilarin incelendigi bir calismada, POSS nanokafes yapilarin ylzeyde
kalsiyum-fosfat olusumunu saglayarak malzeme biyoaktivitesini arttirdig1 gézlenmistir
(Rizk et al., 2017).
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Sekil 61. Kitosan ve kitosan/POSS kompozit doku iskeleleri tzerinde 7. ve 21.
glnlerde g6zlemlenenen mineralizasyon olusumu ve XRD pikleri.
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Sekil 62. Kitosan ve kitosan/POSS kompozit doku iskeleleri tGzerinde 10x SBF
inkiibasyonu ile 14. glinde g6zlemlenenen mineralizasyon olusumu ve XRD pikleri.

4.4.7 Nanokiire Kapli Doku iskelelerinde Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Nanokire kapli doku iskelelerinin antimikrobiyal aktivitesi agar diflizyon
yontemi ile incelenmistir. 24 saatlik inkibasyon sonunda E. coli ve S. aureus
bakterilerine karsi olugan zon ¢aplari Tablo 28 ve 29'de verilmistir. Negatif kontrol
grubu olarak kire kapli olmayan kitosan doku iskelesi ve kitosan %20POSS katkili
doku iskelesi yerlestirilmigtir. Kitosan doku iskelesi antimikrobiyel etki gosterirken,
kitosan/POSS doku iskelesi antimikrobiyal etki géstermemistir.
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Vankomisin yukli kitosan/kil nanokire kapli kitosan doku iskeleleri pozitif kontrol
gruba kiyasla daha az zon ¢api gostermistir (Sekil 63). Negatif kontrol grubu kitosan
doku iskelesi ile benzer boyutta zon capi vermistir. Vankomisin yuklu kitosan/kil
nanokire kapl kitosan/POSS doku iskelesinin zon c¢api Olgclilememistir. Ancak,
petriye konan doku iskelesi etrafinda bakteri dlimu gézlenmistir.

Gentamisin yUkli kitosan/kil nanoklre kapli doku iskelelerinde ise vankomisin
nanokure kapli doku iskelelerine gére daha fazla zon ¢api1 gézlenmistir. Negatif kontrol
grubu olan kitosan doku iskelesinden daha fazla zon ¢api gdézlenmistir. Sonug olarak
her iki antibiyotik yukli doku iskelesi de E. coli bakterisine kargi antimikrobiyal
etki gostermistir (Sekil 63-64). inkubasyon siresinin 3. ve 7.giininde doku
iskelelerinin antimikrobiyal etkinliklerini korudugu go6zlemlenmistir. Fakat zon

caplarinda artig gézlenmemistir.

Tablo 28. Vankomisin ve gentamisin yuklu kitosan/kil nanokompozit kire kapli kitosan
ve kitosan/POSS doku iskelelerinin E. coli mikroorganizmasi Gizerindeki etkisi

Gruplar Zon Capi(cm)
Pozitif kontrol (Amoksisilin) 0.8
Negatif kontrol 1 (Kitosan doku iskelesi) 0.2

Negatif kontrol 2
(Kitosan/POSS doku iskelesi)

Vankomisin yukli kitosan/kil nanokire kapli

. . . 0.2+0.02
kitosan doku iskelesi (CHI-VC)
Vankomisin yukli kitosan/kil nanokire kapli
kitosan/POSS doku iskelesi (20POSS-VC)
Gentamisim yuklu kitosan/kil nanoktre kapli
0.4 +0.02

kitosan doku iskelesi (CHI-GC)
Gentamisin yuklU kitosan/kil nanokure kapli
kitosan/POSS katkili doku iskelesi 0.4 +£0.03
(20POSS-GC)
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Sekil 63. Vankomisin yukli kitosan/kil nanokompozit kire kapli doku iskelelerinin E.
coli mikroorganizmasi Uzerindeki etkisi

Sekil 64. Gentamisin yuklu kitosan/kil nanokompozit kire kapl doku iskelelerinin E.
coli mikroorganizmasi Uzerindeki etkisi

Calismada pozitif kontrol grubu olarak kullanilan amoksisilin diski E.coli
mikroorganizmasina kiyasla S.aureus mikroorganizmasina lzerinde daha az etki
gOstermistir. E.coli mikroorganizmasinda oldugu gibi S.aureus mikroorganizmasi da
kitosan doku iskelesi antimikrobiyal etki gdsterirken, kitosan/POSS doku iskelesi tek
basina antimikrobiyal etki géstermemistir. Ancak, Vankomisin ve gentamisin yuklu
kitosan/kil nanokire kapl doku iskeleleri S.aureus mikroorganizmasi lizerinde
de antimikrobiyel etki géstermistir (Sekil 65-66). Ayni sekilde, inkubasyon
suresinin 3. ve 7.guninde oOrneklerin antimikrobiyal etkinliklerini korudugu
g6zlemlenmistir. Zon ¢apinda degisiklik gézlenmemigtir. Literatirede, Vankomisin
iceren kitosan doku iskeleleri S. aureus ve P. aeruginosa' a karsi antimikrobiyel
aktivite gostermistir (Noel ve ark. 2008). Bir bagka calismada, gentamisin yUkli
kitosan biyomalzemeler uretilmis ve E.coli , P. aeruginosa ve S. aureus’ a karsi
antimikrobiyel aktivite gostermistir (Monteiro ve ark. 2015). Silk fibrin doku iskelelerine
gOmilmus gentamisin yukli gelatin mikrokureler Uretilmis ve antimikrobiyel aktivitesi
incelenmistir. ilag yUkli mikrokiire iceren doku iskeleleri E. coli , S. aureus ve P.

aeruginosa' a karsi antimikrobiyel aktivite gostermistir( Lan ve ark. 2014).
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Tablo 29. Vankomisin ve gentamisin yUkli kitosan/kil nanokire kapli kitosan ve
kitosan/POSS doku iskelelerinin S. aureus mikroorganizmasi Gzerindeki etkisi

Gruplar Zon Capi(cm)
Pozitif kontrol (Amoksisilin) 05
Negatif kontrol 1 (Kitosan doku iskelesi) 0.1

Negatif kontrol 2 (Kitosan/POSS doku

iskelesi)

Vankomisin yuklu kitosan/kil nanokure kapli

kitosan doku iskelesi (CHI-VC) 0.18+0.02
Vankomisin yUkll kitosan/kil nanokure kapli
. . . 0.23£0.02
kitosan/POSS doku iskelesi (20POSS-VC)
Gentamisin yuklu kitosan/kil nanokuire kapli
kitosan doku iskelesi (CHI-GC) 023+0.03
Gentamisin yuklu kitosan/kil nanokuire kapl
0.28 £ 0.04

kitosan/POSS doku iskelesi (20POSS-GC)

Sekil 65. Vankomisin yiiklii kitosan/kil nanokiire kapli doku iskelelerinin S.aureus
mikroorganizmasi Uzerindeki etkisi
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Sekil 66. Gentamisin yuklu kitosan/kil nanokure kapli doku iskelelerinin S.aureus
mikroorganizmasi Uzerindeki etkisi

4.4.8 Antibiyotik Yuklu Kitosan/Kil Nanokiire Kapli Doku iskelelerinden In Vitro
Salim Profilinin Incelenmesi

Vankomisin (4:1,8:1) ve gentamisin (10:1,20:1) icin iki farkh ila¢c oraninda
salim profilleri incelenmigtir. Her iki antibiyotik icinde diislik ila¢ oraninda daha ylksek
enkapsulasyon verimliligi gézlemlenmistir. Bunun nedeni ise, artan polimer:ilag orani
ile, ilacin polimer matris yapisina dahil olmasi kolaylasmakta, bdylece enkapsiilasyon
verimi artmaktadir. Polimer:ila¢ orani, malzemelerin salim profilini etkileyen énemli
Ozelliklerden biridir. Daha 6énce yapilan c¢alismalarda da goridldigu UGzere
enkapsulasyon verimi, malzemelerin polimer:ila¢ oranindaki artis ile dogru orantilidir
(Desai ve Park, 2005; Dhakar ve ark., 2010).

ikinci asamada, doku iskeleleri lizerine puskirtiilmek igin vankomisin ve
gentamisin gruplarindan birer ilag konsantrasyonu segilmistir. Vankomisin igin 8:1,
gentamisin i¢in 20:1 orani segilmistir. Bu ila¢ oranlari ilaglarin enkapsulasyon oranlari
ve antibiyotik yUkli kitosan-kil nanoktrelerin salim profilleri incelerek segilmistir.
Antibiyotik iceren kitosan/nanokil c¢ozeltileri mikroakiskanlastirici prosesinden
gecirildikten sonra elektrosprey yontemi ile toz kire formunda kollektor yizeyine
yapistirilan doku iskeleri Gzerine piskurtilerek kaplama yapiimistir. Belirlenen
periyotlarda 6rnek alinarak UV-VIS spektrofotometre (Varioskan) ile okutularak miktar
tayini yapilmigtir. Salim sivisindaki miktar tayini, antibiyotik yukli kitosan/kil
nanokompozit kire saliminda oldugu gibi hazirlanan kalibrasyon egrilerine gore
belirlenmigtir. Salim profili incelenen gruplar Tablo 30.’te verilmigtir.
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Tablo 30. Salm profili incelenen, farkli hacimlerde antibiyotik yuklu kitosan/kil
nanokuire kaplanan doku iskelesi gruplari

Gruplar Vankomisin (VC) | Gentamisin (GC)
Nanokire kaplh Kitosan (CHI) doku 2ml-5ml-7mi 2ml-7ml
iskelesi

Nanokire kaph Kitosan (CHI)- 2ml-7ml 2ml-7ml
5%POSS doku iskelesi

Nanokure kapl  Kitosan (CHI)- 2ml-5ml-7ml 2ml-7ml
20%POSS doku iskelesi

Vankomisin yuklu kitosan-kil nanokompozit kiire yuklenen doku iskelelerinden
salim incelendigi zaman, tim gruplarda kisa zamanda doku iskeleleri Gzerindeki
nanokurelerin ylizeye yakin bulunan ila¢ kristallerinden ilk 6 saatte %30 luk kismi
salinmistir. Fakli hacimlerde puskurtilen kompozit ¢ozeltilerinden elde edilen
nanokire kapli doku iskelerininin salimlari incelenmistir. 2ml hacminde vankomisin
yukli kitosan-kil nanokompozit ¢ozeltileri puskurtulerek elde edilen nanokure kapli
doku iskelelerinden salinan sireler sirasiyla, kontrol grubu olan kitosan doku iskeleleri
36 guinde, 5POSS iceren doku iskeleleri 37 guinde, 20POSS iceren doku iskeleleri ise
37 gunde %100 kumdalatif salima ulagmigtir. POSS miktari salimi etkilemedigi
gOzlenmistir. 7ml hacminde vankomisin yukllu kitosan/kil nanokompozit ¢ozeltileri
puskurtulerek elde edilen nanokire kapli doku iskelerinin salim sureleri, kontrol grubu
kitosan doku iskelesinden 37 giinde, 5POSS iceren doku iskelelerinden 39 giinde,
%20 POSS igeren doku iskelerinden 43 glinde %100 kimulatif salima ulagsmaktadir.
5ml hacminde vankomisin yukli kitosan/kil nanokompozit ¢ozeltileri puskuirtilerek
elde edilen nanokire kapli doku iskelelerinden kontrol grubu kitosan %83 salima 43
gunde ulasmis, %20 POSS iceren doku iskelelerinde ise 43 ginde %82 kiumdulatif
salim gézlemlendi  (Sekil 67). Vankomisin yuklu kitosan/kil nanokire salimi ile
karsilastirildiginda, vankomisin yukli kitosan/kil nanokirelerin 30 giniin sonunda
%94 kumulatif salima ulastigini goézlemlendi. Kureler doku iskeleleri (zerine
toplandiginda daha ge¢ bir salim gergeklesmektedir. Clnkl antibiyotik yUkIU
kitosan/kil ¢ozeltisi doku iskelesi Uzerine plUskirtlldigu icin sadece gbzenek yilzeyi
degil gozeneklerin i¢ duvarlari da nanokurelerle kaplandigi i¢in, nanokure salimina
gore daha yavas bir salim gerceklesmistir. Literatire bakildiginda, Zhou ve
arkadasglari enfekte kemik defektlerinin tedavisine yonelik vankomisin yukli gézenekli
silika nanoparcaciklar Ureterek jelatin bir matriksin igerisine dahil etmistir. Kontrol
grubu olarak jelatin matriksin igine vankomisin yuklenerek salimi profili incelenmigtir.

Jelatin matriksin igerisine ylklenen vankomisinin salimi daha hizli gergeklesirken, ilag
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yukli gozenekli silika nanopargaciklari igeren jelatin matriksten daha kontrolll bir
salim gerceklesmistir. 28 gunidn sonunda ilag yUkli mezo gobzenekli silika
nanoparc¢aciklari iceren jelatin matriks %80 kimdulatif salima ulasirken, ila¢ yUkIu
jelatin matriks %95 e yakin salim sergilemistir. Gézenekli silika nanopargaciklarin ilag
salimini yavaslattigi gézlenmigtir.

Yang C.C. ve arkadaslari, hidrojen baglari ve deprotonasyonu (asit
tepkimesinde bir Brgnsted—Lowry asitinden bir protonun ayriimasi sureci) ile
kitosan/vankomisin Ti6AI4V Uzerine kaplanmistir. Kontrolli salim elde etmek igin
kitosan/vankomisinden 6nce hidroksiapatit kaplanmistir. Salimi  incelenen
hidroksiapatit/kitosan/vankomisin kaph Ti6Al4V implantlari yaklasik 35 gin
surmastir. Hidroksiapatit patlama salimini yavaslatarak salim sdresini uzatmigtir
(Yang ve ark., 2013). Bir baska ¢alismada vankomisin kontrolli salimi icin biyoaktif
cam bazli stingerler ilk dnce polikaprolaktan ile daha sonra vankomisin yUklU kitosan
ile kaplanarak sert doku muhendisligi icin hazirlanmistir.  Salim surelerine
bakildiginda kontrol oarak biyoaktif cam singerlerin igerisine yliklenen vankomisinin
24 saat icerinde neredeyse ilacin tamamini biramistir. Polimer kapli bioaktif cam
sungerlerin salim surelerinin 11 gine uzadigi1 gézlenmigtir (Yao ve ark, 2013). Ayrica
ila¢c salimlari incelenen gruplarin salim mekanizmasi incelenmistir. Higuchi salim
modeli deneysel verilere uygulanmistir (Sekil 68). R?(0.9436-0.9767) degerleri goz
onunde bulunduruldugunda deneysel verilerin Higuchi Salim modeline uyum
sagladig1 gorilmektedir. Farkh hacimlerde antibiyotik yUkli nanokire kapl doku
iselelerinin Higuchi salim katsayilari Tablo 31'te verilmigtir. Materyal-metod kisminda
da belirtildigi gibi Higuchi modeli polimer matris salma sistemlerinde en ¢ok kullanilan
modeldir. Bu modelin varsayimlarina goére, ilag pargaciklarinin tasiyicinin
kalinhgindan daha kuguk oldugu sdylenebilir. Sezer ve ark. (2017), levan
mikropartikullerinden Vancomycin salinimi 0.98-0.99'luk bir R2 ile Higuchi modeline
uyuyordu (Sezer ve ark.,, 2017). Kurczewska J. ve arkadaslar ise
anjinat/jelatin/hallosit nanotlip kompozit yara sargisindan vankomisin salimini, higucci
modeline ¢ok iyi uyum saglamistir.(R? 0.940-0.997). Bu model polimerik matris
sistemi, modifiye salimli farmasétik dozaj formlari ve bazi transdermal sistemlerde
uygun bulunmaktadir. Higuchi salim modeli ilag salimini difizyon sureci olarak

tanimlamaktadir (Kurczewska ve ark., 2017).
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Tablo 31. Farkh hacimlerde vankomisin iceren kitosan/kil nanokure ile kapl doku
iskelelerinin Higuchi Salim Katsayilari

. Kaplama Higuchi
llag
kalinhgi k R?
2ml 2.7264 0.9613
VC-CHI 5ml 2.2303 0.9436
7ml 2.9645 0.9703
2ml 2.6406 0.9735
VC-5POSS
7ml 2.9673 0.9714
2ml 2.7531 0.9691
VC-20POSS 5ml 2.1605 0.9441
7ml 2.7134 0.9767
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Sekil 68. Farkli hacimlerde vankomisin i¢ceren kitosan/kil nanokompozit ¢ozeltisi ile
kaplanan doku iskelelerinin Higuchi Salim Modeli

Gentamisin yukli kitosan-kil nanokompozit kiire yuklenen doku iskelelerinden
salim incelendiginde, kisa zamanda doku iskeleleri Uzerindeki nanokurelerden
ylzeye yakin bulunan ilag kristallerinden ilk 6 saatte 2ml hacimde puskirtilen grupta
%4, 7ml hacimde puskurtilen grupta %8’lik kismi salinmistir. Farkli hacimlerde
puskirtilen kompozit ¢cozeltilerinden elde edilen nanokire yukli doku iskelelerinden
2ml

haciminde gentamisin yukli kitosan-nanokil nanokompozit ¢ozeltileri puskurtilerek

salim karsilastirildiginda salim sdrelerinin biraz uzadigi gozlemlenmistir.

elde edilen nanokure yukli doku iskelelerinden salinan sireler, kontrol grubu kitosan,
%5 POSS ve %20 POSS iceren doku iskeleleri ise 80 glinde yaklasik %33 kimdulatif
salima ulagmigtir. 7ml hacminde gentamisin yuklu kitosan-nanokil nanokompozit
¢cozeltileri puskurtilerek elde edilen nanokure yukli doku iskelerinin salim sireleri
kontrol grubu kitosan %70 %5 POSS iceren doku iskelelerinde %77 ve 20POSS
iceren doku iskelerinden %72 kimdalatif salima 110 gunde ulasiimistir (Sekil 69). 2ml
ve 7ml gentamisin yUkli doku iskelelerinin salimlari karsilastirildiginda, kaplama
kalinhginin artmasi ile birlikte salim miktari ve zamani artmistir. Gentamisin yUklG
kitosan-nanokil nanokire salimi ile karsilastirildiginda, gentamisin yUkli kitosan-

nanokil nanokureler 30 guin sonunda %84 kimulatif salima ulastigini gdzlemlemistik.
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Nanokureler doku iskelesi Uzerine toplandiginda kumdlatif salimda c¢ok fazla
yavagslanma gdézlenmigtir. Vankomisin kapli ve gentamisin kapli doku iskelelerinin
kimulatif salim sdreleri karsilastirildiginda, vankomisin gentamisine gére daha kisa
zamanda ilacin tamamini birakirken, gentamisin yuklu doku iskeleleri ilacin belli bir
kismini daha uzun surede birakmistir. Yapilan bir galismada ostomiyelit tedavisine
yonelik gentamisin yuklu jelatin/genipin ile glglendiriimis beta-trikalsiyum fosfat (TCP)
doku iskeleleri Uretilmistir. Kontrol grubu olarak gentamisin yukli TCP gruplari
kullaniimistir. Gentamisin bir glin icerinde TCP igerisinden salinirken, jelatin/genipin-
TCP doku iskelelerinde antibiyotik salimi 28 gin devam etmistir. Gentamisinin
yaklasik %17’si ilk gin salinmistir. Jelatin/genipin tabakasi doku iskelelerinde ilag
salimini 6nemli olgide yavaslatmistir (Wu ve ark., 2013). Shi P. ve arkadaslari
gentamisin emdirilmis kitosan/nanohidroksiapatit/etil selliloz mikro-klreleri kronik
osteomiyelit tedavisi i¢in hazirlamiglar ve salimini incelemiglerdir. Polimer
kompozitten gentamsin salimi 50 giin boyunca devam etmistir (Shi ve ark., 2010). Bir
baska galismada, ortopedik implantlarda kullaniimak Uzere, gentamisin antibiyotik
yukli kitosan/biyocam kompozit ¢ozeltisi 316L paslanmaz celik yuzey uzerine
elektroforetik biriktirme metodu ile elde edildi. Kompozit malzemeden gentamisin
salimina bakildiginda, 57 ginde yaklasik %66’lik kismi salinmigtir. Bilindigi Uzere,
polimer matrisinden ila¢ salma kinetigine bakildiginda, polimerin sismesi ve erozyonu,
ilacin matris igindeki ilag dagihmi matris gdzenekliligi gibi faktorlere baghdir. Polimer
iceren bir matristen gelen ila¢g salma kinetigi, polimer sismesi ve erozyonu, matris
icindeki ila¢ dagihmi ve matris gozenekliligi gibi cegitli faktorlere baglidir. Ayrica,
homojen bir ilag dagihmi elde edilen gdzenekli bir polimer matrisi ilag salimini
yavaglamasina neden olmaktadir (Pishbin ve ark., 2014). Nanokire kapli doku
iskelelerinde, ilag salimlari incelenen gruplarin salim mekanizmalari da incelenmigtir.
Higuchi ve sifirinci derece salim modeli deneysel verilere uygulanmigtir (Sekil 70-71).
Gentamisin yukli kitosan/nanokil nanokire kapli doku iskelelerinin saliminin Higuchi
(R% 0.9592-0.983) ve Zero order (R% 0.9759-0.9918) salim modellerine uydugu
belirlenmigtir. Farkli hacimlerde antibiyotik yiklii nanokire kapli doku iskelelerinin
Higucci ve sifinnci derece salim katsayilari Tablo 32’te verilmistir. Higuchi modelinin
polimer matris sistemlerinde ve biyomedikal uygulamalarda kullanildigi bilinmektedir.
Doku iskeleleri Uzerine kapl gentamisin yukli kitosan/nanokil nanokurelerden salim

miktarinin zamanla degigsmedigi gozlenmistir.
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Sekil 69. Farkl hacimlerde gentamisin iceren kitosan/kil nanokure kapli doku

iskelelerinin salim profillerinin incelenmesi
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Sekil 70. Farkh hacimlerde gentamisin igeren kitosan/kil nanokire kaph doku
iskelelerinin Higuchi Salim Modeli
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Sekil 71. Farkh hacimlerde gentamisin iceren kitosan/kil nanokure kaplh doku
iskelelerinin Zero order Salim Modeli

Tablo 32. Farkli hacimlerde gentamisin iceren kitosan/kil nanokure kapl doku
iskelelerinin Higuchi Salim Katsayilari

; Kaplama Zero Order Higuchi
llag kalinhgi
9 K R? k R?
2ml 0.0139 | 0.9846 | 1.2917 | 0.9608
GC-CHI
7ml 0.0251 | 0.9918 | 0.6023 | 0.962
2ml 0.016 0.981 | 1.3177 | 0.9592
GC-%5 POSS
7ml 0.257 | 0.9908 | 0.6693 | 0.983
2ml 0.0146 | 0.9759 | 1.3184 | 0.9649
GC-%20 POSS
7ml 0.0255 | 0.9859 | 0.6385 | 0.9694
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4.5 In Vitro Hicre Kiiltiri Caligmalan

4.5.1 Saos-2 ve SW 1353 Hicrelerinin Kiltivasyonu

In vitro hicre kultirld g¢alismalarinda, antibiyotik kapli kitosan/POSS doku
iskelelerinin kemik doku rejenerasyonu Uzerindeki etkilerini belirlemek icin model
hiicre olarak Saos-2 hlicre hatti kullaniimistir (Sekil 72). Doku iskelelerinin kikirdak
doku Uzerindeki etkilerinin incelenmesinde model hiicre olarak SW 1353 hticre hatti
kullanilmistir (Sekil 73). Hiicreler %10 FBS iceren DMEM ortaminda 37°C’de ve %5

CO.'li inkUibatorde kultive edilerek 2. pasajlarinda deneyler icin kullaniimigtir.

Sekil 73. SW 1353 hicrelerinin 2. pasajda inverted i1sik mikroskobu goérintisu

4.5.2 Kitosan/kil Nanokiire Kapli Doku iskelelerinin In vitro Sitotoksitesinin
Belirlenmesi

In vitro sitotoksisite sonuglari incelendiginde, indirekt ekstraksiyon yontemili ile
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hazirlanan DMEM ortami varliginda kultive edilen Saos-2 hiicrelerinde antibiyotik
yukli  kitosan/MMT nanoklrelerle kaplanmis kitosan/POSS kompozit doku
iskelelerinin herhangi bir toksik etki gostermedigi gorulmustur. %Canlilik sonuclari
Sekil 74’de verilmistir. Sonugclar incelendiginde, ekstraksiyon ortamlari ile inkibe
edilen Saos-2 hucrelerinin 72 saat sonunda canlihgini korudugu, bunun yanisira
hicre canliligininda artis oldugu gorilmuastir. Gruplar arasinda inkibasyon siresi
boyunca istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmemistir (p<0,05). Tim gruplarda
Saos-2 hicre canlihgi 72 saat sonunda %100’Un Uzerinde elde edilmigtir. Bu nedenle

antibiyotik yUkli doku iskelelerinin Saos-2 hiicreleri Gizerinde proliferatif bir etki de
gosterdigi dusunulmektedir.

2007 2007
ns '*—\

1501 s o ns 1501 ns s
g ns ns - ns NS ns
E - E

100
& 5100
X X

50 50

Kitosan  Kitosan-%5P0SS  Kitosan-%20P03S Kitosan Kitosan-%5POSS _ Kitosan-%20POSS

[] 24saat [ 48saat MM 72saat [ 24saat [ 48saat Bl 72saat

Sekil 74. In vitro sitotoksisite testlerinde Saos-2 hicreleri ile elde edilen % canlihk
sonuglari: Vankomisin yukli kitosan/MMT nanokire kapli doku iskeleleri (a);
gentamisin yukli kitosan/MMT nanokuire kapli doku iskeleleri (b)

SW 1353 hicreleri ile yapilan sitotoksisite g¢alismasinda nanokire kapli
kitosan ve kitosan/POSS doku iskeleleri ilk 24 saatte %100 canllik gostermistir (Sekil
75). 48 ve 72 saat inklibasyon sirelerinde canliliktaki dusUs ise kisith ylzey alaninda
olusan popullasyon artisi ile olusan kontak inhibisyondan kaynaklanmaktadir.

Nanokure kapli doku iskeleleri SW 1353 uzerinde herhangi bir toksik etki
gbstermemistir.
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Sekil 75. In vitro sitotoksisite testlerinde SW 1353 hucreleri ile elde edilen % canlilik
sonuglari: Vankomisin yikli kitosan/MMT nanokire kapli doku iskeleleri (a);
gentamisin yukli kitosan/MMT nanokire kapl doku iskeleleri (b)

Literatir calismalari incelendiginde, Pankongadisak ve arkadaslari PLLA
(polilaktik asit)-serisin hibrit doku iskelelerine gentamisin yukleyerek kontrollti bir
salim sistemi tasarlamig, gentamisin salimi yapan bu doku iskelelerinin in vitro
kosullarda sitotoksik etkisini incelemisti.  MC3T3-E1 hicreleri ile yaptiklar
sitotoksisite ¢alismasinda gentamisin ylklemesi ile toksik etki gézlenmemistir
(Pankongadisak ve ark., 2019). Baska bir calismada vankomisin yUklu
nanopartikiller iceren zein doku iskeleleri Uretilmis ve bu doku iskelelerinin in vitro
sitotoksisitesi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore vankomisin yuklu nanokureleri
iceren zein doku iskeleleri MG-63 osteosarkom hiicreleri Gizerinde herhangi bir toksik
etki gbstermemigtir (Babaei ve ark., 2019).

4.5.3 Saos-2 ve SW 1353 Hucrelerinin Kitosan/kil Nanokiire Kapli Doku
Iskelelerinde Tutunumu

Biyomalzeme yulzeyi ile hucre arasindaki etkilesim malzeme yuzeyinin
topografisi, purtzlGligu, hidrofilikligi gibi ylzey 6zellikleri ile dogrudan iligkilidir. Bu
yluzden antibiyotik yUkli nanokire kapli ve POSS katkili kitosan doku iskelesi
ylzeyinin o6zelliklerinin hlcre tutunumunu etkileyecegi dusunulmektedir. Doku
iskelelerine ekilen Saos-2 ve SW1353 hiicrelerinin malzeme yizeyindeki tutunumu ve
yayllimi 7 ginde SEM ve floresans mikroskobu ile gézlenmistir. SEM goériintilerinde
hicrelerin doku iskelesi ylzeyindeki tutunumunun nanokire kaplamasindan olumsuz
yonde etkilenmedigi, hiicrelerin doku iskelesi duvarlarinda yayilarak kolonize oldugu
gorilmustir (Sekil 76-77). Floresans mikroskop goérintilerinde de antibiyotik yukIu
nanokure ile kaplanmis doku iskelelerinin gézenek duvarlarinda hiicrelerin saglikl bir
sekilde tutunum goésterdigi ve yayilarak kolonize oldugu gézlenmistir. Alexa fluor 555
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boyamasi ile Saos-2 hicrelerinin gézenek duvarlarinda sitoplazmik uzantilari ve
filopodialari aracihgi ile tutunarak osteoblastik bir fenotiple yayilim gosterdigi
gbzlenmistir (Sekil 78-79). Literattirde arastirmalarinda, yapilan bir galismada POSS
katkil PLLA doku iskelelerinin biyoaktivitesi doku iskelesi Uzerinde MC3T3-E1
hicrelerinin tutunumu ile incelenmistir. Floresan mikroskop goérintilerinde hiicrelerin
nanokompozit yapi uzerinde saglikl bir sekilde tutunarak aktin filamentleri ile yayihm

gosterdigi gorulmuistir (Huang ve ark., 2019).

Kitosan

Kitosan/%20P0OSS

Sekil 76. Vankomisin yukli nanokire kapli doku iskelelerinde Saos-2 hicrelerinin 7
gln sonunda tutunumu ve yayilmasi
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Kitosan

Kitosan/%20POSS

Sekil 77. Gentamisin yukli nanoklre kapl doku iskelelerinde Saos-2 hiicrelerinin
7gun sonunda tutunumu ve yayilmasi

Sekil 78. Vankomisin yukli nanokire kaph Kitosan-%20POSS doku iskelelerinde
Saos-2 hucrelerinin 7. gun sonunda farkli bliyitmede (5x, 10x ve 20x) floresans
mikroskop gorintuleri
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Sekil 79. Gentamisin yUkli nanokire kapli Kitosan-%20P0OSS doku iskelelerinde
Saos-2 hicrelerinin 7 gln sonunda farkh buylGtmede (5x,10x, ve 20x) floresans
mikroskop gorintuleri

SEM goruntileri incelendiginde SW1353 hicrelerinin  gentamisin  yUukIu
nanokure kapl kitosan ve kitosan/POSS doku iskelelerinde istenen sekilde ¢ boyutlu
yapisini sergileyerek tutunup yayildigi gézlenmigtir. SW 1353 hucreleri nanoklre
kapli yuzeyden olumsuz etkilenmemis, ayni zamanda doku iskelesi duvarlarinda aktin
filamentleri ve fliapodia uzantilari ile tutunarak kolonize olmustur. Kolonize olan
hicreler ve tutunma noktalari kirmizi oklarla gosterilmigtir (Sekil 80-81). Floresan
mikroskop goruntilerinde de 10x ve 20x buyttmelerde SW 1353 hcrelerinin doku
iskelesi duvarlarina tutunarak yayildiklari goértlmektedir (Sekil 82-83). POSS nano
katkinin kikirdak doku rejenerasyonuna etkisinin incelendigi bir calismada, POSS-
polikaprolakton uretan (PCU) doku iskeleleri Uzerinde kikirdak hucreleri kultive
edilmis ve floresan mikroskop goruntileri ile hicrelerin doku iskelesi ylzeyindeki
tutunumu goézlenmistir. Floresan mikroskop goérintulerine goére POSS katkili
polikaprolakton Uretan doku iskelelerinde kikirdak hucreleri basarili bir sekilde
tutunarak kaviteler arasina yayilmisgtir (Guasti ve ark., 2014).
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Kitosan

Kitosan-%20 POSS

Sekil 80. Vankomisin yUkli nanokilre kapli doku iskelelerinde SW 1353 hiicrelerinin
7 gin sonunda tutunumu ve yayiimasi

Kitosan

Kitosan-%20 POSS

Sekil 81. Gentamisin yuklIli nanokire kapli doku iskelelerinde SW 1353 hiicrelerinin 7
gln sonunda tutunumu ve yayilmasi
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Sekil 82. Vankomisin yukli nanokire kapli Kitosan/%20P0OSS doku iskelelerinde SW
1353 hicrelerinin 7. gin sonunda farkli biytitmede (10x ve 20x) floresans mikroskop
goruntuleri

Sekil 83. Gentamisin yUkli nanokure kapli Kitosan-%20POSS doku iskelelerinde
Saos-2 hicrelerinin 7 gun sonunda farkli buyutmede (10x ve 20x) floresans mikroskop
goruntuleri

Literatiirde yapilan bir ¢calismada, simvastatin yUkli nanopartikiller kitosan

doku iskelesi yapisina entegre edilerek kontrollu bir salim sistemi tasarlanmig ve bu
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doku iskelesinin kemik kok hlcreleri ile etkilesimi incelenmistir. Xue ve arkadasglari
simvastatin yukli nanopartikil iceren kitosan doku iskeleleri Uzerinde hicre
tutunumunu incelemis, farkh oranlarda ilag¢ iceren nanopartiktl yUkli kitosan doku
iskelelerinin hdcreler igin uygun ortami sagladigi gézlenmistir (Xue ve ark., 2019).
4.5.4 Saos-2 ve SW 1353 Hucrelerinin Kitosan/kil Nanokiire Kapli Doku
Iskelelerinde Proliferasyonu

Saos-2 hicrelerinin doku iskeleleri Gzerindeki 28 gunlik inkibasyonunda,
hicreler saglikli bir sekilde Gremeye devam etmigtir. WST-1 canlilik kiti ile yapilan
Olcimler Sekil 84’de verilmistir. Sonuglar incelendiginde, Saos-2 hiicrelerinin 14. giine
kadar proliferasyonunda artis gerceklesmistir. Bu artis 06zellikle kitosan/POSS
kompozit doku iskelelerinde daha belirgin olarak gdzlenmigtir. 21.glinden sonra
proliferasyonda goézlenen azalmanin, hicrelerin farkllasma asamasina ge¢gmesine
bagl goézlendigi dusundlmektedir. Gentamisin varliginda doku iskelesi gruplari
arasindaki artis farki istatistiksel olarak anlaml bulunmustur. SW 1353 hiicrelerinin
doku iskeleleri lzerinde ¢cogalmasi 21 glne kadar incelenmis, POSS katkisinin
kikirdak hicre c¢ogalmasi Uzerinde istatistiksel olarak anlamli  bir etkisi
go6zlenmemistir.

1.0
_ 1.5+
E 0.8 £
=4 c
= 0.6 § 1.0
2 Y
8 041 s
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0.2 2
< <
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Kitosan Kitosan-%20P0OSS Kitosan Kitosan-%20POSS
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Sekil 84. Vankomisin (a) ve Gentamisin (b) yUklUu kitosan/kil nanoklre kapli doku
iskelelerinde kiltive edilen Saos-2 hiicrelerinin proliferasyonu
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Sekil 85. Vankomisin (a) ve Gentamisin (b) yUklu kitosan/kil nanokire kapli doku
iskelelerinde kultive edilen SW 1353 hiicrelerinin proliferasyonu

4.5.5 Doku iskelelerinde Saos-2 hiicrelerinin farkhlagsmasi: ALP Aktivitesi,
Osteokalsin Sekresyonu ve Biyomineralizasyon

Alkalen fosfataz enzim aktivitesi, osteoblastik hucrelerde kemik doku
olusumunu tetikleyen ve erken dénemde gézlenen énemli bir farklilagsma faktoraddar.
Bu ylUzden doku iskelelerinde kiltive edilen Saos-2 hucrelerinin ALP aktivitesi
Olclimustur (Sekil 86). Sonuclar gézoninde bulunduruldugunda, vankomisin yUkli
nanokure kapli doku iskelelerinde antibiyotik ALP aktivitesi 21. giine kadar artmaya
devam etmisg, sonrasinda dusus gozlenmistir. Gentamisin yukli nanokure kapli doku
iskelelerinde ise ALP aktivitesinde 14. gunden sonra dusus gozlenmistir. ALP
aktivitesi erken ddénemde artis gosterdigi icin bu disls beklenmektedir. Geg
inkiibasyon donemlerinde, osteokalsin gibi glikoprotein seviyeleri artarken ALP
ekspresyonu azalmaktadir. ALP sonuglarina gore, Saos-2 hiicreleri her iki doku
iskelesi grubunda da benzer bir ALP aktivite trendi gdstermistir. Bu trend
degerlendirildiginde, inklibasyon zamanina bagh olarak gbézlenen artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 86. Vankomisin (a) ve Gentamisin (b) yukli kitosan/kil nanokire kapli doku
iskelelerininde kiiltive edilen Saos-2 hiicrelerinin ALP aktiviteleri

Kemik doku olusumda, ALP aktivitesinin ardindan gergeklesen
biyomineralizasyon prosesinde ge¢ donemde etkili olan faktdrlerden biri de
glikoprotein yapidaki osteokalsinin sekresyonudur. Bu sebeple kiltivasyonun 21 ve
28. Gulnlerindeki ortama salinan osteokalsin miktari ELISA testi kullanilarak
Olgulmastur (Sekil 87). Elde edilen sonuclara gore, kitosan doku iskelelerinde daha
dusuk seviyede osteokalsin sekresyonu gerceklestiren Saos-2 hicrelerinin, POSS
katkili doku iskelerinde osteokalsin sekresyonu artmistir. Her iki antibiyotik varliginda
hicrelerin 21. ginde ostekalsin sekresyonu yuksek iken 28. gunde dusus
gbzlenmistir. Doku iskelesi gruplari arasinda elde edilen istatistiksel olarak anlaml
farklar grafik Uzerinde gosterilmistir. Literatir incelendiginde, Tamburaci ve
Tihminlioglu’'nun yaptidi1 bir galismada POSS nanokafes yapilarin kitosan matriks
icine dahil edildigi ve biyoaktivitesinin incelendigi gorulmdstir. In vitro ¢alisma
sonuglarinda, Saos-2 osteoblastik hicrelerin POSS katkili kitosan membranlar
Uzerinde c¢ogalarak ylksek ALP aktivitesi gésterdigi belirlenmistir (Tamburaci&

Tihminlioglu, 2018).
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Sekil 87. Vankomisin (a) ve Gentamisin (b) yukli kitosan/kil nanoktire kapli doku
iskelelerininde kiiltive edilen Saos-2 hicrelerinin osteokalsin sekresyonu

Antibiyotik yukli nanokire kapli doku iskeleleri Uzerinde olusan kalsiyum
fosfat birikimi Alizarin Red S (ARS) ve von Kossa (VK) boyamalari yapilarak
belirlenmistir. Kalsiyum boyamasi ARS ile, fosfat boyamasi ise VK ile yapiimistir. 28
gunlik kuoltivasyon sonunda boyanan doku iskeleleri stereomikroskop ve isik
mikroskobu ile go6zlemlenmis, doku iskelesi ylUzeyindeki mineral olusumlari
belirlenmigtir ve Sekil 88 ve Sekil 89’de mikroskop gorintuleri verilmistir. VK boyama
goruntulerine gore, POSS katkili doku iskelelerinde belirgin bir kalsiyum fosfat birikimi
gozlenirken kitosan doku iskelelerinde daha az yogunlukta mineralizasyon
g6zlenmistir. Onceki calismamizda da yer alan sonuglarimizda, POSS Kkatkili
karboksimetil sellloz/kitosan doku iskelelerinde biyomineralizasyonu arttirdigi
belirlenmigtir (Tamburaci ve ark., 2019) Bu durum negatif yukli Si-O radikallerinin
elektrostatik olarak pozitif kalsiyum iyonlarin ile biraraya gelmesi ve kalsiyum silikat
olusmasindan kaynaklanmaktadir. Daha sonra kalsiyum silikat fosfat gruplar ile
etkilesime girerek amorf kalsiyum fosfat gruplarinin olusmasina neden olur. En son
asamada bu yapilar apatit kristallerine déniserek biyomineralizasyona sebep olur
(Tananashi ve ark., 1994). ARS boyamasinda ise tum gruplarda kalsiyum birikimi
gOzlenirken, gruplar arasinda belirgin bir fark mikroskop géruntilemesi ile elde
edilememistir. Bu nedenle, doku iskelelerindeki boyanmis kalsiyum mineralleri asetik
asit ekstraksiyonu ile ylzeyden ayrilarak semi-kantitatif olarak absorbans degerleri
Olgulmastur (Sekil 90). Vankomisin yUkli nanokire kaph gruplar arasinda fark
g6rilmemis, gentamisin yukli nanokure kapli gruplarda ise POSS katkili kitosan doku

iskelelerinde kalsiyum birikimi daha fazla gikmistir.
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Sekil 88. Vankomisin (a) ve Gentamisin (b) yukli kitosan/kil nanokire kapli doku
iskelelerininde kiltive edilen Saos-2 hiicrelerinin biyomineralizasyonu: ARS boyama
sonrasinda goéruntilenmis doku iskeleleri
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Sekil 89. Vankomisin (a) ve Gentamisin (b) yuUklu kitosan/kil nanokire kapli doku
iskelelerininde kultive edilen Saos-2 hiicrelerinin biyomineralizasyonu: ARS boyama
sonrasinda goruntulenmis doku iskeleleri
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Sekil 90. Doku iskelelerindeki kalsiyum birikiminin ARS ekstraksiyon yontemi ile semi-
kantitatif 6lciimi: Vankomisin yUkli nanoklre kapli doku iskeleleri (a), Gentamisin
yukli nanokure kapli doku iskeleleri (b)
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44.5.6 Doku iskelelerinde SW 1353 hiicrelerinin farklilagsmasi: Hidroksiprolin ve
GAG Sekresyonu

Kolajen hidrolizatlari oligopeptid ve peptidlerden olugsmaktadir. Bunlarin
arasinda en yaygin olani hidroksiprolindir (Nakatani ve ark., 2009). Bu nedenle,
hidroksiprolin analizi birgok dokularda total kolajen miktarinin belirlenmesinde
kullaniimaktadir. Bunun yanisira, kikirdak dokuda kondrositler ekstrasellller matriks
komponentlerinden olan proteoglikanlari tretmektedir. Yapilan in vitro ¢alismada
doku iskeleleri tGizerine ekilen SW 1353 nhicreleri tarafindan sentezlenen total kolajen
miktarindaki degisim hidroksiprolin analizi ile belirlenmistir. Bunun yanisira, kikirdak
dokuda o6nemli bir rol oynayan ve ekstraselller matriksin 6nemli bir bileseni olan
glikozaminoglikan (GAG) miktari metakromatik bir boya olan 1,9 dimetilmetilen mavisi
ile boyanarak gruplar arasindaki farklar spektrofotometrik olarak él¢ciimustar. Sekil
91’de SW1353 hicrelerinin antibiyotik yluklli nanokire kapli doku iskelelerinde kolajen
sentezinin 14. gunde en yuksek seviyede oldugu, inkiibasyonun 21. ve 28. gunlerinde
ise total kolajen sentezinde azalma gézlenmistir. Bu azalma proliferasyon datalari ile
benzer bir trend gostermektedir. Farkli antibiyotik yukli nanokire kaplamalarinin
kolajen sentezini herhangi bir sekilde etkilemedigi, POSS katkisinin da hucreler
Uzerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigr gérilmastir. SW 1353
hicreleri vankomisin ve gentamisin yUkli nanokire kapli doku iskelelerinde
inkibasyonun erken doneminde yuksek seviyede GAG sekresyonu saglarken
inkibasyonun 28. Gunline dogru GAG Uuretiminde azalma goézlenmistir (Sekil 92).
Vankomisinli gruplarda POSS katkili doku iskelelerinde daha yiiksek GAG Uretimi
gOzlenmistir. Gentamisin yuklli doku iskelelerinde ise tUm gruplar benzer bir trend
sergilemistir. Gomez-Sanchez ve arkadaslari yaptiklari calismada, Polilaktik
asit/POSS nanokompozit doku iskelelerinde POSS nanokafes yapilarin kikirdak
hucrelerinin biyoaktivitesi Uzerindeki etkilerini incelemistir. Hicrelerin POSS katkili
doku iskeleleri Uzerinde kolajen 2 gen ekspresyonlarinda artig gozlenmigtir. Fakat
glikozaminglukan (GAG) sekresyonlarinda ciddi bir artis elde edilmemistir (Gomez-
Sanchez ve ark., 2014).
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Sekil 91. Vankomisin ve Gentamisin YUklu Nanokure Kapl Doku iskeleleri tizerinde
Inkiibe Edilmis SW1353 Hucrelerinin Hidroksiprolin Sekresyonu
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Sekil 92. Vankomisin ve Gentamisin Yuklu Nanokure Kapl Doku iskeleleri tizerinde
InkGbe Edilmis SW1353 Hicrelerinin GAG Sekresyonu

4.5.7 Histoloji Boyamalari

Histolojik analizler sonucunda Saos-2 ve SW 1353 hiticrelerinin vankomisin ve
gentamisin yUkli nanokire kapli kitosan ve kitosan/POSS doku iskelelerinde
cogalmalari ve farkhlagmalari incelenmigtir. 7 ve 28 gunlik inkibasyon sureleri
sonunda doku iskelelerinden alinan kesitler Hematoksin eozin, masson trikrom, PAS,
Tip 1 kolajen ve Tip 2 kolajen boyamalari ile incelenmistir. Sekil 93 ve 94’te Saos-2
hicrelerinin vankomisinli ve gentamisinli doku iskelesi gruplarinda 7-28 gun’de
¢ogalmalari ve Tip 1 kolajen sekresyonlari gdsterilmigtir. Sekil 95 ve 96’da ise SW
1353 hucrelerinin vankomisinli ve gentamisinli doku iskelesi gruplarinda 7-28 gunluk
inkUbasyon periyotlarinda gogalmalar ve Tip 2 kolajen sekresyonlari verilmigtir.
Antibiyotik kapli kitosan/POSS doku iskelelerinden elde edilen seri kesitler
incelendiginde Saos-2 ve SW-1353 hucrelerinin her iki doku iskelesinde de yerlestigi
ve canlihgini surdirdigu ancak zamana baglh olarak da histomorfolojik olarak
farkhhklar gosterdigi izlenmistir. Kesitler histokimyasal ve immunohistokimyasal
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olarak boyandiginda; hematoksilen-eosin boyamasinda (H&E) hucrelerin genel
morfolojisi ve ekstraselliler matriksi, masson trikrom (MTKR) boyamasinda
matriksdeki kollajen icerigi, periodik asid schiff boyamasinda (PAS) ise glikojen,
glikoproteinler ve proteoglikanlar gibi karbonhidrat icerigi incelenmistir. Tip 1 ve Tip 2
kollajen immunhistokimyasal boyamalarinda da kollajen immunpozitiflikleri
degerlendirilmigtir. H&E, MTKR ve PAS boyamalarinda doku iskelelerinde hucrelerin
¢ogaldigi ve matriks olusturdugu gorilmustir. Farkh bdlgelerden kesitler alindiginda,
hicre kimelerinin daha ¢ok doku iskelelerinin ylzey dis kisminda daha yogun
olduklari goézlenmistir. Saos-2 hicrelerinin POSS doku iskelelerine tutundugu,
Ozellikle 28 gunlik VC-20 POSS gruplarinda diger gruplara goére gcogalma ve matriks
olusturmalarinin daha fazla oldugu bulunmustur. Bu grupta Saos-2 hiicreleri bir araya
gelerek kimelenmeler olusturmus ve doku iskelelesinin i¢ kisimlarinda da hicre
topluluklari olusturdugu gorilmustir. GC/CHI ve GC-20POSS gruplarinda ise VC-20
POSS grubuna gore hicre ¢ogalmalarinin 28 ginde azaldigi izlenmistir. MTKR
boyamasinda ise POSS iceren doku iskelesinde kollajen icerigin arttigi, ayrica PAS
boyamalarinda da daha yiuksek mukopolisakkarit, glikoprotein ve proteoglikan icerigi
oldugu goézlenmistir. immuno-histokimyasal boyamalarda ise kollajen Tip 1
olusumunun 6zellikle POSS iceren doku iskelesinde daha yogun oldugu izlenmistir.
SW 1353 hucrelerinde ise Saos-2 hicreleri ile kargilastirildiginda doku iskelesindeki
proliferasyon ve kiumelesmelerinin sadece yuzeyde bazi alanlarda sinirli kaldigi
nadiren doku iskelesinin i¢ kisimlarinda yerlestigi gézlenmistir. Ozellikle %20 POSS
icerikli doku iskelesinde SW 1353 hiicrelerinin daha iyi tutundugu, ¢ogaldigi ve
matriks olusturdugu gézlenmistir. Ancak, GC ile VC gruplari karsilastirildiginda GC
gruplarinda inkiibasyon stresinin artmasiyla doku iskelesindeki hiicre igerigi ve
morfolojinin bozuldugu goérilmustir. MTKR boyamasinda ise POSS igeren doku
iskelelerinde kollajen icerigin arttigi, ayrica PAS boyamalarinda da daha fazla
mukopolisakkarit, glikoprotein ve proteoglikan igerigi oldugu gézlenmistir. immuno-
histokimyasal boyamalarda ise kollajen Tip 2 immunpozitifliginin 6zellikle VC-5POSS
ve VC-20POSS doku iskelelerinde daha yodun oldugu izlenmistir.
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Sekil 94. Gentamisin yUklli nanokure kapli doku iskelelerinde inkiibe edilen Saos-2
hicrelerinin histolojik analizleri

117



N4

TiBiTAK

SW-1353
VC-CHI VC-5 POSS VC-20 POSS

78 28g 78 28g 78 28¢g

MTKR

TiP 2 KOLLAGEN PAS

Sekil 95. Vankomisin yukli nanokure kapli doku iskelelerinde inktbe edilen SW 1353
hdcrelerinin histolojik analizleri
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Sekil 96. Gentamisin yUkli nanoktre kapli doku iskelelerinde inklibe edilen SW 1353
hicrelerinin histolojik analizleri
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5. GENEL SONUCLAR

Tasarlanan kontrolli antibiyotik salimi yapan nanokireler ve doku iskelelerinde
nanokatkilarin dagilimi igin kullanilan ylksek basingh homojenizasyon sistemi
(mikrofludizer) kullanilarak polimer yapi Uzerindeki etkiler belirlenmis ve ilk kez bir
biyomalzeme Uretim prosesi optimize edilmistir.

Sonraki asamada, elektrosprey yontemi ile elde edilen kitosan/montmorillonit
nanokurelere iki farkli bakteri tirtine (gram negatif ve pozitif) etki eden antibiyotikler
(gentamisin ve vankomisin) basarili bir sekilde ytklenmis ve yliksek enkapsilasyon
kapasitesine sahip, diizgin morfolojiye ve partikil dagilimina sahip nanokdreler elde
edilmistir. Vankomisin yukli nanokreler %86, gentamisin yuklli nanokireler ise %95
enkapsulasyon verimi ile elde edilmigtir. DLS analizi sonuglarina gére gentamisin
yukli nanokirelerin hidrodinamik ¢api 182 nm iken vankomisin yukli nanokirelerde
ise hidrodinamik ¢ap 351 nm olarak dlgulmustar.

Antibiyotik yukliu kitosan/montmorillonit nanokdreler in vitroda 30 gin salim
yapmistir.  Bu kirelerin  kemik enfeksiyonlarinin  uzun dénem tedavisinde
kullanilabilecekleri dustunulmektedir. Elde edilen salim sivilari disk difuzyon yontemi
ile incelenmis ve antimikrobiyal etki gostermigtir.

Kontrolll ilag salim sistemini immobilize etmek igin kullanilan kitosan/POSS
doku iskeleleri dondurarak kurutma ydntemi ile yiiksek gozeneklilikte (%89) ve 221-
234 um gozenek capi araliginda homojen yapida elde edilmistir. POSS katkisi ile
kitosan doku iskelesinde biyomineralizasyonu tetikleyen bir ylizey yapisi elde
edilmigtir.

Elde edilen ilag yiUkli nanokireler basarih bir sekilde kitosan/POSS
nanokompozit doku iskeleleri Uzerine kaplanarak elektroptskirtme yontemi ile
immobilize edilmistir. Nanokure kapli doku iskeleleri E. coli ve S. aureus bakterilerine
karsi antimikrobiyal 06zellik gostermigtir. Doku iskelelerine immobilize edilen
nanokdrelerin in vitro ilag salim profili incelenmistir. Nanokurelerin doku iskelelerine
sabitlenmesi salim suresini uzatmistir. Vankomisin yikli nanokire-doku iskelesi
sisteminde 43 gin olan salim siresi gentamisin yUkli nanokiire-doku iskelesi
sisteminde 110 gun olarak belirlenmistir.

Uretilen nanokiire kapli doku iskelelerinin in vitro biyoaktivitesi kemik ve
kikirdak htcreleri ile incelenmistir. Nanokire kapl doku iskeleleleri kemik ve kikirdak
hicreleri Uzerinde sitotoksik etki géstermemistir. Bununla birlikte, malzeme ytizeyi
kemik ve kikirdak hicrelerinin tutunumu igin uygun bulunmustur. Antibiyotik yUkld
doku iskelelerinde yuksek ALP aktivitesi ve biyomineralizasyon kapasitesi
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gOzlenmistir. Bu sebeple kemik htcreleri igin uygun bir yapi olarak degerlendirilmigtir.

Kikirdak hcreleri ile yapilan ¢alismalarda ise POSS katkili nanoktre kapl doku

iskelelerinin ciddi bir etkisi gdzlenmemistir.
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Oz:

Son yillarda yas?lanan diinya niifusu ve kazalara bag?li kas-iskelet sistemi hastalik ve
yaralanmalarinda énemli derecede artis gdzlenmektedir. Malzeme bilimindeki gelismeler ile
vucutta kemik doku ile uyumlu, polimerik yapida sentetik greftlerin kullanimina ilgi artmistir.
Bu malzemeler, ikincil operasyonlara gerek kalmadan, immun reaksiyon gelistirmeyen canli
ve fonksiyonel yapay kemik dokusu gelistiriimesini, kemik onarimini gerektiren durumlarda,
kemik iyilesmesini hizlandiracak ve desteklemek lizere kullaniimaktadir. Elde edilen
biyomalzemenin mekanik giiciiniin hedef bolgeye uygun olmasi, kemik iyilesme sirecinde
yapisal bitiinligi korumasi ve osteokonduktif 6zellikte olmasi gerekmektedir. Bu 6zelliklere
sahip doku iskelelerinin eldesinde kullanilan biyobozunur ve biyouyumlu yapida dogal ve
sentetik polimerler arasindan kitosan porozlu yapisi, jel olusturma 6zellikleri, kimyasal
modifikasyonlarinin kolay olmasi, antibakteriyel 6zellikleri ve in vivo makromolekiillere yiksek
affinite gostermesi nedeniyle 6zellikle dikkat gekmektedir. Son dénemde, kemik greftlari
olarak birgok polimer mikro ve nanokompozit sistemler tizerine ¢alisiimaktadir. Silika
nanopartikuller, yapida modulus ve mukavemette 6nemli dlglide iyilesme saglamakta ve
mineralizasyonu tetikleyerek kemik doku rejenerasyonunu desteklemektedir. Bu nedenle,
proje kapsaminda gelistirilecek biyomalzemede kemik olusumunu indUkleyebilecek, hibrid
nanokafes yapisi ile fonksiyonel 6zellikler kazandirilabilecek polihedral oligomerik
silseskioksan (POSS) nanosilika parcgaciklar kullanilimigtir.

Onerilen projede; POSS katkili kitosan temelli kompozit doku iskelelerinin gelistirimesi ve sert
doku muhendisligine yonelik olarak potansiyelinin arastiriimasi hedeflenmistir. Projede
gelistirilen kemik doku olusumunu tetikleyen, goézenekli biyobozunur kompozit doku iskelesi;
istenilen mekanik ve yapisal 6zellikleri saglamasinin yanisira, hedef bolgede uzun dénemde
antibiyotik salimi gergeklestiren ve enfeksiyonu engelleyen 6zelligi ile fonksiyonel 6zellik
kazandiriimis bir biyomalzemedir. Bu amagla, kemik enfenksiyonlarinda yaygin olarak agiz
yolu ile kullanilan antibiyotiklerden olan gentamisin ve vankomisin segilmis ve mikrofluidizer
yontemi ile monodisperse yapida antibiyotik ylklenmis uniform kitosan nanokirelerin elde
edilmesi, bu mikro/nanokdrelerin kitosan/POSS kompozit doku iskelesine puskuirtme yontemi
ile basarih bir sekilde kaplanarak entegre edilmesi, nihai Griinde ilag salinimi ve in vitro hlcre
kiltar cahigsmalari projede gergeklestiriimistir. Nanokire ve doku iskelesi Uretiminde kullanilan
kitosan/kil ve kitosan/POSS ¢ozeltilerinin homojenizasyonu mikrofludizer sistemi ile optimize
edilmis, elde edilen yapilarin karakterizasyon c¢alismalari sonucunda kil katkisinin
nanokirelerin stabilite ve in vitro salim profilini olumlu yénde etkiledigi, POSS
nanopartikillerin de doku iskelesinin mekanik dayanim, sisme 6zellikleri ve
biyomineralizasyon kapasitesini arttirdigi gortilmastir. Nanokure kapli doku iskelelerinden
uzun dénemde kontrollii antibiyotik salimi gergeklestirilmis; antimikrobiyal aktiviteleri ise disk
diftizyon yontemi ile belirlenmistir. In vitro galismalarda antibiyotik yUkli nanokire kaph doku
iskelelerinde istenen hicre tutunumu, proliferasyonu ve farklilagmasi saglanmistir. Kemik-
kikirdak hiicre farklilagsmasi spesifik markerlarla belirlenmistir. Doku iskelelerinde kemik
hucrelerinin Greme ve biyoaktivitesinde artis gézlenirken, kikirdak hicrelerinde sinirl bliyime
ve metabolik aktivite gézlenmistir. Bunun yanisira, vankomisin salimi yapan doku
iskelelerinde gentamisinli gruplara kiyasla, kemik hiicrelerinin daha yiiksek aktivite gosterdigi
gorilmustdr.
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