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SALYANGOZ SALGILARI VE KiTOSAN TEMELLI KIKIRDAK DOKU
ISKELELERININ BiYOUYUMLULUK VE MEKANIK OZELLIKLERININ
ANALIZI

Merve PERPELEK, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Biyomekanik Anabilim Dali, merveperpelek@gmail.com, Balgova —IZMIR

OZET

Kikirdak hasarlar1 ortopedi alaninda oldukga sik goriilen klinik bir durumdur. Otogreft,
allogreft olarak bilinen gelencksel tedavi yontemleri olmasina ragmen, bu tedaviler donér
morbiditesi, enfeksiyonlar ve immiinojenik reaksiyonlar gibi risk faktorlerine sahiptir.
Yapilan son arastirmalar cerrahi islemlerin yerine gecebilecek yontemler olusturmaya
yoneliktir. Bu durum arastirmacilari doku miihendisligi alanina yoneltmistir.

Bu ¢alismada kitosan, kitosan-slime ve kitosan-mukus igerikli doku iskeleleri tiretilmesi
ve olusturulan yapilarin, kikirdak doku i¢in uyumlulugunun arastirilmasi amaclanmistir.
Kitosan-slime ve kitosan-mukus doku iskeleleri farkli oranlarda (%0.5, %1 ve %3) salyangoz
(Helix aspersa) salgilar1 eklenerek olusturulmustur. Doku iskeleleri liyofilizasyon yontemi
kullanilarak elde edilmis ve doku iskelelerinin morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(SEM), kimyasal kompozisyonu Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ile
belirlenmistir. Ayrica sisme oran testi, gozeneklilik deneyi, biyobozunurluk deneyi,
biyomekanik (basma testi) analizler ve bes bakteri tiirii kullanilarak antimikrobiyal testler

yapilmistir.

Amaglandig1 gibi salyangoz salgilar1 iceren doku iskeleleri tiretimi gergeklestirilmistir.
Polimere eklenen salgi oranlart arttikca mekanik dayanimin ve biyobozunurlugun arttigi,
sisme oraninin ise azaldigl gozlemlenmistir. Elde edilen SEM goriintiilerinde salgi oraninin
fazla oldugu yapilarin gozenek caplarinda, kontrol grubuna gore azalma oldugu tespit
edilmistir. Ancak yapilan go6zeneklilik deneyinde biitlin gruplarin  %80’in iizerinde
gozeneklilige sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte yapilan antimikrobiyal testler

sonucunda salgilarin bes bakteri tiirtinden, iki bakteri tiirtine etki ettigi goriilmistiir.

Anahtar Sozciikler: Kitosan, Helix aspersa, Mukus, Slime, Kikirdak Doku Miihendisligi
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BIOCOMPATIBILITY AND MECHANICAL PROPERTY ANALYSIS OF
CARTILAGE SCAFFOLDS BASED
ON SNAIL SECRETIONS AND CHITOSAN

Merve PERPELEK, Dokuz Eylul University, Faculty of Health Sciences,

Biomechanics Department, merveperpelek@gmail.com, Balcova —IZMIR

ABSTRACT

Cartilage damage is an highly observed clinical situation in orthopaedic events.
Although there are traditional techniques known as autografting, allografting these treatments
have risk factors such as donor site morbidity, infections and immunogenic reactions. In the
recent years, researchers aimed to create new methods to replace surgical procedures. This
situation led the researchers to the tissue engineering applications.

In this study, it was aimed to produce scaffolds containing chitosan, chitosan-slime and
chitosan-mucus and to investigate the compatibility of the formed structures to cartilage
tissue. Chitosan-slime and chitosan-mucus tissue scaffolds were created by adding snail (Helix
aspersa) secretions at different amounts (0.5%, 1% and 3%). Scaffolds were obtained by using
the lyophilization method and morphology of tissue scaffolds were determined by Scanning
Electron Microscopy (SEM) and chemical composition by Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR). In addition, swelling ratio test, porosity test, biodegradation test,
biomechanical analysis (compression tests) and antimicrobial tests for five different strains

were performed.

As a result, scaffolds containing snail secretions have been produced as intended. As the
secretion ratios added to the polymer increased, the mechanical strength and biodegradation
increased and the swelling rate decreased. It was determined that the pore diameters of the
structures with higher secretion rate in the obtained SEM images were decreased compared to
the control group. Furthermore, porosity for all scaffolds was more than 80%. Also, the
antimicrobial tests have been indicated that the snail secretions effect two bacterial strains out

of five.

Key Words: Chitosan, Helix aspersa, Mucus, Slime, Cartilage Tissue Engineering
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1. GIRIS VE AMAC

Hem iilkemizde hem de diinyada bir¢ok insan kikirdak yaralanmalar1 sebebi ile sorunlar
yasamakta ve bu durum yasam Kkalitesini énemli dl¢iide etkilemektedir. I¢ vaskiiler agin
bulunmamasi nedeniyle bu doku kendini onarip yenileyememektedir. Kikirdak hasarlarinin
tedavi yontemi i¢in bir¢ok secenek bulunmaktadir. Ancak bu yontemler immiinojenik tepkiler
ve yiiksek enfeksiyon riski gibi sorunlara sahiptir. Ayrica hasar boyutuna gore hastalar protez
kullanmak durumunda kalabilir. Doku miihendisligi alaninda yapilan ¢aligmalar ve gelistirilen

yontemler bu nedenle oldukga 6nemli bir role sahiptir.

Bu ¢alismada, dogal malzeme olan salyangoz (Helix Aspersa) salgilarii kullanarak
doku iskelesi elde edilmesi ve bu doku iskelelerinin kikirdak doku rejenerasyonu igin
uyumlulugunun arastirilmast  amaglanmigtir.  Doku iskelelerinin  olusturulmast igin,
salyangozlarin hareketi esnasinda arkasinda biraktig1 salgi (iz mukusu, slime) ve dorsal ve
lateral ayak epitelinde bulunan bezler tarafindan iiretilen salgi (adeziv mukus) kullanilmistir.
Calismada;  kitosan,  slime-kitosan ve mukus-kitosan kullanilarak doku iskeleleri
olusturulmustur. Doku iskeleleri dondurarak kurutma (liyofilizasyon) yontemi ile olusturulup,
doku iskelelerinin morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM), kimyasal kompozisyonu
Fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskopisi (FT-IR) ile belirlenmistir. Ayrica sisme oran
testi, gozeneklilik deneyi, biyobozunurluk deneyi, biyomekanik (basma testi) ve
antimikrobiyal testler yapilmistir.

Yapilan analizler sonucunda salyangoz salgilar1 eklenerek elde edilen doku iskelelerinin
kontrol grubuna gore mekanik dayanimi arttirdigi ve yapilarin daha hizli bozunmalarini
sagladig1 goriilmiistiir. Doku iskelelerinde oldukca 1y1 oranlarda gézeneklilik elde edilmistir.
Ancak salg1 orani arttik¢a gdzenek c¢aplarinin ve yapilarin su tutma 6zelliginin azaldig: tespit
edilmistir. Igeriginde kollajen, elastin, glikozaminoglikan ve allontoin bulunan salyangoz
salgilarinin yapilan antimikrobiyal test sonuglarinda S.epidermis ve P.fluorescens bakteri

tiiriinde etkili oldugu belirlenmistir.

Kullanilan salyangoz salgilari ile ilgili bir¢ok c¢alisma mevcut olmasina karsin doku
iskelesi kullanimi olarak yalnizca bir ¢caligma bulunmaktadir. Bu agidan, elde edilen sonuglar
literatiire Onemli bilgiler saglayacaktir. Ayrica iiretilen doku iskelelerinin in vitro hiicre
kiiltiirti ve in vivo deney hayvani galigsmalari ile daha da gelistirilerek, kikirdak hasarlari igin

kullanilabilecek bir potansiyele sahip olabilecegi 6ngdriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kikirdak Doku

Kikirdak dokusu hiicre, lif ve hiicreleraras: amorf maddeden meydana gelen bir yapidir.
Lif ve hiicreleraras1 maddenin olusturdugu yapiya matriks (ekstraselliiler matriks) adi
verilmektedir. Matriks igeriginde proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar bulunmaktadir.
Proteoglikanlar, kikirdak dokunun sertligini saglamaktadir. Kikirdak hiicrelerine kondrosit,
bunlarin yerlestikleri yapilara ise lakuna adi verilmektedir. Kikirdak dokunun etrafi
perikondriyum adi verilen saglam bir fibréz bag dokusu ile ¢evrilmistir. Bu kilif ayrica

kikirdak metabolizmasi i¢in gerekli olan bir yapidir.
2.2. Kikirdak Tiirleri

Matriks yapisina bagli olarak, kikirdak ¢esitleri elastik kikirdak, fibroz kikirdak ve
hiyalin kikirdak olarak smiflandirilmaktadir. Kikirdak tiirlerinin hiicre yapilar1 Sekil 1°de
gosterilmektedir [1].

2.2.1. Elastik Kikirdak

Yapisinda elastik liflerin gogunlukta oldugu, elastik 6zellik gosteren ve perikondriyum
iceren kikirdak tiiriidiir. Dis kulak, epiglottis, lariks gibi bolgelerde bulunan bir dokudur.
Yapisal olarak hiyalin kikirdaga benzemekte ancak lif yapisi olarak farklilik gostermektedir.
Elastik kikirdagin hiicreleri yuvarlagimsi ve kapsiilliidiir. Ayrica hiicrelerin sitoplazmalarinda

mevcut olan yag ve glikojen miktari, hiyalin kikirdagin hiicrelerine oranla daha azdir.
2.2.2. Fibroz Kikirdak

Fibroz kikirdagin igeriginde oldukca yogun kollajen tip I lifleri bulunmaktadir. Bu lifler
gerilmeye kars1 direngli bir yapiya sahiptir. Fibroz kikirdagin bulundugu yerlere intervertebral
diskler ve simfizis pubis ornek olarak gdsterilebilir. Ayrica tendon ve ligamentlerin kemiklere
birlestigi yerlerde de bu kikirdak tipi goriilmektedir. Fibroz kikirdak, siki bag dokusu ve
hiyalin kikirdak doku arasinda bir karaktere sahiptir. Fibroz kikirdak hiicreleri tek ve ikili

gruplar halinde bulunmaktadir.
2.2.3. Hiyalin Kikirdak

Hiyalin kikirdak viicutta en yogun olarak bulunan kikirdak tipidir. Hareketli eklemlerin
yaninda, solunum sisteminin burun, trakea, brons gibi bolgelerinde, kaburgalarin sternal
uclarinda bulunan bir dokudur. Embriyonun iskeleti tamamen hiyalin kikirdaktan
olusmaktadir. Gelismenin ileri aylarinda iskelet sistemindeki kikirdak, yerini yavas yavas

kemik dokuya birakir. Hiyalin kikirdagin histogenezi Sekil 2’de goriilmektedir.
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Sekil 2: Hiyalin kikirdagin histogenezi. A; mezenkim doku, B; Mezenkim hiicrelerinin
boliinerek ¢ogalmasi, C; Kondroblastlarin birbirinden uzaklasmasi, D; Kikirdak hiicrelerinin

boliinmesi ve izogen gruplarin olugmasi
2.3. Eklem Kikirdag:

Eklem kikirdag: yapisinda sinir, damar ve lenfatik dokular bulunmamaktadir [2]. Eklem
kikirdaginin %65-801 su, %10-20’si kollajen (%95 tip II kollajen), %10-151 proteoglikanlar,
%S5’1 hiicre ve diger matriks bilesenlerinden meydana gelmektedir [3]. Kikirdagin beslenmesi
difiizyon yolu ile gerceklesmektedir. Sinovyal dokunun dis kismi daha kanli oldugundan,
once sinovyal dokudan sinovyal siviya dogru difiizyon olmakta daha sonra ise kikirdaktaki
membrandan (6-8 nm porlardan) gegilerek kondrositlere ulasilacak sekilde ikinci bir difiizyon

gerceklesmektedir [2]. Sekil 3’te eklem kikirdaginin yapis1 gosterilmektedir [4].



Sekil 3: Eklem kikirdag:

2.3.1. Eklem Kikirdaginin Yapisi

Eklem kikirdags; histolojik olarak, ekstraselliller matriks ve matriks i¢inde bulunan
kikirdak hiicrelerinden meydana gelir. Kondrojenik hiicreler, hem kondroblastlara hem de
oncii hiicrelere dontisebilen hiicrelerdir. Kondroblastlar bol miktarda vezikiiller igeren aktif
hiicrelerdir. Kondrositler, kondroblastlarin olgunlasip matriks ile sarili hale gelmesiyle olusan
ve biiyiik ¢ekirdegi olan hiicrelerdir [3]. Eklem kikirdaginin igerigi Sekil 4’te sematize
edilmistir [5].

2.3.1.1. Kondrositler

Kondrositler, kikirdak doku igerisinde lakunalara gémiili halde bulunurlar. Hiyalin
kikirdagin  hacminin  %]1-6’simn1  olusturmaktadir. Olgun kondrositler Tip II kollajen,
proteoglikan ve spesifik non-kollajendz proteinleri sentezler [2]. Baz1 kondrositlerin ECM'ye
uzanan uzantilar1 vardir ve kondrositler mekanik ortami algilamada rol oynayarak yiike tepki
olarak matriks ozelliklerini degistirmektedir. Kondrositler, olgun bireylerde kemik iliginde
bulunan mezenkimal kok hiicrelerden meydana gelmektedir. Embriyogenez sirasinda,
MSC'ler kondrositlere doniismeye baslar ve bir kikirdak matriksi salgilar. Bu siire zarfinda

hiicreler boliinmeye devam etmektedir [6].
2.3.1.2. Ekstraselliiler Matriks

Ekstraselliiler matriksin igeriginin yaklasik %40’1 kollajenden meydana gelmekte ve
birincil olarak tip II kollajen igermektedir. Ayrica matriks i¢inde proteoglikanlar,

glikoproteinler, kollajen dis1 proteinler ve hiicre disi stvi bullunmaktadir.



2.3.1.2.1. Kollajen

Eklem kikirdaginda, kollajen I, VI, IX; X ve XI tipleri bulunmaktadir. Ekstraselliiler
matriks ise % 90-95 oraninda tip II kollajenden olusmaktadir. Tip II kollajen, diger kollajen
tiplerine gore su ile daha fazla etkilesime olanak saglayan yiliksek miktarda bagli karbonhidrat
grubu icermektedir. Tip IX ve tip XI, bir orgii olusturmak i¢in birbirine gecen fibrilleri
meydana getirir. Bu olusum, diger makromolekiillerin fiziksel olarak tutulmasini saglamakla
kalmayip ayni zamanda gerilme mukavemeti olusturmaktadir. Tip IX kollajenin Orgii
yapisinin stabilitesine katki sagladigi gézlemlenmistir. Tip X ise matrisin kalsifiye alanlarinin

yakininda bulunmaktadir [7,8].
2.3.1.2.2. Proteoglikanlar

Proteoglikanlarin igeriginde yaklagsik % 95 polisakkarit ve yaklasitk % 5 protein
bulunmaktadir. Protein ¢ekirdegi bir veya daha fazla glikozaminoglikan zinciri ¢esidi ile
iligkilidir. GAG zincirleri, bir amino seker disakkaritlerinden ve bagka bir sekerden yapilmis
dallanmamisg polisakaritlerdir. GAG denilen protein zincirlerinin olusturdugu yapiya agregan
ad1 verilmektedir. Disakkaridin en az bir bileseni negatif yiiklii bir siilfat veya karboksilat
grubuna sahiptir, bu nedenle GAG'lar katyonlar1 ¢ekerken ve su ile etkilesimi kolaylastirirken
birbirlerini ve diger anyonlar1 itmeye egilimlidir. Hiyaluronik asit, kondroitin siilfat, keratan
stilfat, dermatan siilfat ve heparan siilfat genellikle eklem kikirdaginda bulunan GAG'lardan
bazilaridir [8,9,10].

Eklem kikirdaginda hem genis agregasyon monomerleri hem de daha kiigiik
proteoglikanlar vardir. Agregasyon proteoglikanlar veya agreganlar, protein ¢ekirdegine bagl
keratan siilfat ve kondroitin siilfat GAG'lar1 olan monomerlerden olusur. Cogu agregan
molekiillerinde, baglant1 proteinleri monomerlerin birgogunu bir hiyaluronik asit zincirine
baglar. Agreganlar ECM'nin interfibriler boslugunun ¢ogunu doldururlar ve su g¢ekebilme
yetenekleri sayesinde eklem kikirdaginda esneklik ve stres dagilimimin ¢ogundan

sorumludurlar [8,9].

Daha kiiclik proteoglikanlar; dekorin, biglikan ve fibromodulin igerirler. Daha biiyiik
protein cekirdeklerine ve daha az sayida GAG zincirine sahiptirler. Agreganlarin aksine, bu
molekiiller dokunun fiziksel Ozelliklerine sahip degildir, ancak hiicre fonksiyonunda ve

kollajen matriksinin diizenlenmesinde rol oynadigi diistiniilmektedir [5,8].



2.3.1.2.3. Kollajen Olmayan (non-kellajenoz) Proteinler

Eklem kikirdaginda bir dizi kollajen olmayan protein ve glikoprotein bulunmaktadir. Bu
molekiillerin bazilar1 hem ECM matrisini stabilize etmeye hem de kondrosit matriks
etkilesimlerine yardimci olur. Bu polipeptidler kondrositleri ¢evreleyen matrikse baglanir.
Cogu dokuda yaygin olarak bulunan bu proteinler, eklem kikirdaginda da gozlenir ve

glikoproteinler ile benzer islevler gerg¢eklestirdigi diisiiniilmektedir [6,9].
2.3.1.2.4. Eklem Sivisi

Eklem s1visi, dokunun 1slak agirliginin % 80'ini olusturan, hiyalin kikirdagin 6nemli bir
parcasidir. Bu s1vi; suya ek olarak, ECM'de negatif yiikli GAG'lar1 dengelemek igin gazlar,
metabolitler ve ¢ok miktarda katyon (Na+, K+ ve Ca2+ gibi) icermektedir. Bu katyonlar
kikirdagin hem mekanik hem de fizyo-kimyasal davraniglari i¢in biiyilk 6neme sahiptir.
Avaskiiler yapidaki kikirdagin beslenmesi ve oksijen ihtiyacit bu sividan saglanir. Dokular
aras1 s1v1 degisimi, doku ECM bilesenleriyle etkilesime girse bile, dokuya, sikistirmaya direng

gosterme ve deformasyondan sonra normal sekle geri donme yetenegi saglamaktadir [5].
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Sekil 4: Eklem kikirdag: ve igerigi
2.3.1.3. Kikirdak Dokunun Katmanlar

Eklem kikirdagi, matriks morfolojisi ve biyokimyas1 arasindaki farkliliklara gore dort
katmandan (yiizeyel, gegis, orta ve kalsifiye) olusmaktadir. Her katman, ii¢ ayr1 bolgeye
sahiptir: periselliiler bolge, territorial bolge ve interterritorial bolge. Periselliiler bolge ve
territorial bolgede ECM'ye kondrosit baglanmasi ve yiiklenme sirasinda hiicrelerin korunmasi

gerceklesir. Periselliiler bolge nankollajenéz baglayici proteinler icermektedir. Territorial
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bolgenin bir kismi, periselliiler kilifi takip eden ancak iki veya daha fazla kondrositi
kapsayacak sekilde uzanabilen kollajen fibrillerden olusmaktadir. Hiicrelerden uzaklagtikca,
territorial bolgede kollajen hizalanmasi daha azdir ve fibriller kondrosit(ler) etrafinda bir sepet
yapisi olusturmak icin birbirlerine ¢apraz olarak dizilir. Interterritorial bolgede fibril capinda
artis ve fibrillerin daha paralel sekilde dizilimi gergeklesir. Bu bolge, dokunun esas olarak

mekanik 6zelliklerinden sorumludur [9].
2.3.1.3.1. Yiizeyel Katman

Yiizeyel katman en ince bolgedir ve iki ayri katmandan olusmaktadir. Baskin olarak
kollajen liflerden olusan aselliiler tabakas1 (lamina splendens) eklemi orter. Daha dipte olan
ikinci tabaka, eklem ylizeyine paralel uzun eksenleri olan diizlestirilmis kondrositlerden
olusur. Bu bolgedeki kondrositler, yiiksek konsantrasyonda kollajen ve disiik
konsantrasyonda proteoglikan sentezlerler [11]. Ayrica bu bdlgede bol miktarda fibronektin
ve su mevcuttur. Molekiillerin bu kombinasyonu ve fibrillerin paralel yerlesimi matriksin bu
alanda ¢ekme ve kayma mukavemetinin daha fazla olmasini saglar. Yiizeyel katman ayni

zamanda dokunun basing dayanimi agisindan oldukg¢a 6nemlidir [6].
2.3.1.3.2. Ge¢is Katmam

Yiizeyel katmandan daha fazla hacim isgal eden bu katman; endoplazmik retikulum,
golgi cisimcigi ve mitokondri gibi sentetik organelleri iceren kiiresel kondrositlerden
olugmaktadir. Bu alandaki ECM daha biiyiik kollajen fibriller, daha fazla proteoglikan, daha
az kollajen ve yiizeyel katmana gére daha az su igermektedir. Interterritorial fibriller, bu

bolgede eklem yiizeyine egik veya rasgele hizalanmigtir [8,9].
2.3.1.3.3. Orta Katman

Genellikle en biiyiik ve en genis c¢apli kollajen fibrilleri igeren, proteoglikanlarin en ¢ok
oldugu ve en az suya sahip katmandir. Hiicreler, gecis katmaninda oldugu gibi kiireseldir.
Ancak siitunlarda eklem yiizeyine dik olarak kiimelenir. Matriksin gecis katmani her siitunu
cevreler [8,9]. Bu bélgedeki hiicreler, yiizeyel katmandaki kondrositlerden on kat yiiksek
sentetik aktivite gosterirler [12,13]. Ayn1 zamanda, bu alanda, interterritorial liflerin dizilimi,

eklem yiizeyine dik olarak hizalanacak sekilde tekrar degisir [8,9].
2.3.1.3.4. Kalsifiye Katman

Kalsifiye kikirdak katmani subkondral kemige en yakin yerde bulunmakta ve yumusak
hiyalin kikirdaktan kemige gecis olarak islev gormektedir. Yumusak kikirdak ile ¢ok daha sert

kemik arasindaki ara yiizeye bagli olarak bu bolgede belirgin kayma gerilmesi olusabilir [7].



Kondrositler burada daha kiigiiktiir ve neredeyse hi¢ endoplazmik retikulum yoktur. Bazi

yerlerde, kalsifiye bir matrikse gémiilmiis ve bdylece cok diisiik bir metabolik aktivite

gosteren kiigiik hacimli hiicreler bulunmaktadir [8,9]. Bu hiicreler, 6nemli yapisal biitiinligii

olusturan ve subkondral kemik boyunca sok absorbsiyonu saglayan tip X kollajeni

sentezleyen 6zel bir yapiya sahiptir [11]. Eklem kikirdaginin yapisi ve katmanlar1 Sekil 5 ve
Sekil 6’da belirtilmektedir [13,5].

Chondrocyte
Morphology

Collagen
Organisation

m

Matrix Constituents:

Type | Collagen Fibril

Superficial Zone Protein (SZP!

Aggrecan, Link Protein & HA

Cartilage Oligomeric Matrix
Protein (COMP)

Cartilage Intermediate Zone
Matrix Protein (CILP)

Type II/XI Collagen Fibril
Type IX Collagen
Fibromodulin

Biglycan

Decorin

Type X Collagen

Sekil 5: Eklem kikirdagi yapist ve katmanlari. SZ; yiizeyel katman, MZ; orta katman, DZ;

gecis katmani, CZ; kalsifiye katman, SB; subkondral kemik
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2.4. Eklem Kikirdaginin Islevleri ve Biyomekanik Davranisi

Eklem kikirdagi, benzersiz viskoelastik 6zelliklere sahip ince bir bag doku tabakasidir.
Baslica islevi, diisiik stirtiinmeli bir eklem yiizeyi saglamak ve gelen yiiklerin altta bulunan
subkondral kemige iletilmesini kolaylastirmaktir. Eklem kikirdagi, yiiksek siklik yiiklere
dayanma kabiliyetine sahiptir [14,15,16].

Eklem kikirdaginin biyomekanik davranigini anlayabilmek i¢in, doku bifazik bir ortam
olarak diisliniilmelidir: Siv1 faz ve kat1 faz. Su, sivi fazin temel bilesenidir ve dokunun 1slak
agirliginin % 80'ine katkida bulunur. Sivi fazda ayrica sodyum, kalsiyum, klor ve potasyum
gibi inorganik iyonlar da bulunur. Kat1 faz, gézenekli ve gecirgen olan ECM ile karakterize
edilir [17,18,19]. Proteoglikan agregatlar1 ve eklem sivisi arasindaki iliski, negatif
elektrostatik itme kuvvetleri yoluyla kikirdaga kars1 basing direnci saglar [20,21,22].

Eklem ytiklenmesi sirasinda eklem temas kuvvetlerinin hizli bir sekilde uygulanmasi,
eklem sivi basincinda ani bir artisa neden olur. Basingtaki bu lokal artis, stvinin ECM'den
disar1 ¢ikmasina neden olmakta ve matris lizerinde biiyiik bir siirtiinme direnci meydana
getirmektedir [18,19,21,23,24]. Basing yiikii kaldirildiginda, eklem sivis1 dokuya geri akar.

Sekil 7°de kikirdak {izerine gelen yiiklerin soniimlenmesi sematize edilmistir [25].

Ayrica eklem kikirdagr viskoelastik bir o6zellik sergiler ve sabit bir ylike veya
deformasyona maruz kaldiginda zamana bagl davranmis gosterir [26]. Eklem kikirdaginda,
akisa bagli ve akistan bagimsiz olmak lizere viskoelastisiteden sorumlu iki mekanizma

mevcuttur.
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Akisa bagli mekanizma, dokular arasi sivi akisina ve bu akisla iligkili siirtiinme
direncine baghdir [27,28]. Dokular arasi sivi akisindan kaynaklanan bu direng bifazik
viskoelastik davranis olarak bilinir. Makromolekiiler hareketin neden oldugu viskoelastiklik
bileseni ise akistan-bagimsiz olarak veya kolajen-proteoglikan matrisinin asil viskoelastik
davranig1 olarak bilinir. Sonu¢ olarak, akiskan basinci toplam yiik deste§inin 6nemli bir

bilesenini saglar ve boylece kati matris lizerine etki eden gerilimi azaltir.

Kikirdagin orta katmani boyunca kompleks bilesimi ve organizasyonu, kaymaya kars1
direngli 6zelliklerine 6nemli 6l¢iide katkida bulunur. Rastgele dagilmis kollajen fibrillerinin
gerilmesi, kikirdagin makaslama stresine tepki saglar [29,30]. Cekme kuvvetine direngli
ozellikler, kollajen fibrillerin hassas molekiiler diizenlemesinden kaynaklanir. Kollajen fiberin
stabilizasyon ve nihai gerilme dayanimi, i¢ ve molekiiller arasi capraz baglardan

kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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Sekil 7: Kikirdagin yiik sonlimlemesi
2.5. Kikirdak Rejenerasyonu

Kikirdak, darbe kuvvetlerini emmek, yiikii altta bulunan kemige aktarmak ve eklemin
diistik stirtlinmeli hareketine izin vermek gibi ¢esitli temel fonksiyonlara sahiptir. Bununla
birlikte, dogustan meydana gelen hasarlar, hastalik veya travma gibi sebepler kikirdak
dejenerasyonuna neden oldugunda, eklem kikirdaginda kan damarlar1 bulunmamasi sebebi ile,
kandaki hiicrelerin ve kimyasal faktorlerin sagladigi doku onarim islemi gerceklesmez. Eger

herhangi bir sebep ile hasar goren veya bozulan bolge kiiciik ise perikondriyum,
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kondroblastlar tarafindan (kondrojenik aktivite) yapilan yeni kikirdak doku ile
kaplanmaktadir. Fakat hasar gdren bolge daha biiyiik ise kikirdak doku kendini onarip

yenileyemez.
2.5.1. Kikirdak Hasarlari ve Geleneksel Tedavi Yontemleri

Travmadan kaynaklanan kikirdak lezyonlar1 siklikla spor aktiviteleri sirasinda ortaya
cikar. Bunun diginda ilerleyen yaslarda meydana gelen kikirdak hasarlari da mevcuttur. Sekil
8’da normal ve osteoartritli eklem kikirdag: goriilmektedir [31]. Kondral lezyonlar, kikirdagin
icinde kalan subkondral kemigi etkilemez ve avaskiiler bir yap1 oldugu i¢in bu lezyonlar
kendiliginden iyilesmez. Osteokondral hasarlarda ise mezenkimal kondroprogenitor hiicreler
lezyonu kaplar ve vaskiilarize subkondral kemige niifuz ederek kikirdak olusturabilirler.
Olusan yapt dogal hiyalin kikirdagin fonksiyonel 6zelliklerini birebir igermeyen bir fibroz

doku olsa bile, bazi1 tamirler meydana gelebilir [21,33].

Kikirdak hasarlarinin tedavisi icin en ¢ok kullanilan yontem subkondral kemigin
delinerek yeni kikirdak doku olusumunun uyarilmasidir. Subkondral kemik delinerek,
vaskiiler sistemden kaynaklanan MSC’lerin ekleme girmesi saglanir. Bu hiicreler subkondral
kemigin ylizeyini kaplar ve kikirdak olusturabilirler. Olusan yap1 dogal hiyalin kikirdagin
fonksiyonel 6zelliklerini birebir icermeyen bir fibr6z doku olsa bile, baz1 tamirler meydana
gelebilir. Diger bir yontem ise daha az yliklenmeye maruz kalan bir bolgeden alinan
kikirdagin hasarli bolgeye eklenmesidir. Bu yonteme transplantasyon adi verilir. Eger doku
kisinin kendisinden aliniyorsa otogreft, bir dondrden aliniyor ise allogreft adi verilir.
Otogreftler, genellikle patelladan, femoral kondilden veya proksimal fibuladan alinan
kikirdaklardir [34]. Ancak farkli bolgelerden alinan dokular eklem yiizeylerine uygulanan
yiikklenmelere dayanamaz [6]. Allogreft transplantasyonlar ise doku uyusmazligi sebebi ile
immiinolojik reaksiyonlara sebep olmaktadir [6,35]. Baska bir tedavi yontemi olan mikro
kirik olusturma ise kikirdaktan fibrokartilaj veya hiyalin kikirdaktan bir doku olusmasini
uyarir. Hiyalin benzeri kikirdak olusumu durumunda bile mekanik 6zellikler ve doku yapisi
dogal dokununkinden farklidir [34]. Sonug olarak, bu yaklasimin klinik degeri ve kullanim
endikasyonlar1 belirsizligini korumaktadir. Lazer veya elektriksel stimiilasyon, siirekli pasif
hareket ve farmakolojik ajanlarin kullanildig tedaviler, kikirdagin onarilmasi i¢in daha az
invaziv teknikler sunar. Bu tedaviler i¢in optimal ila¢ ve doz se¢imi hala arastirilmaktadir.
Ayrica kullanilan yontemler kiigiik kusurlar i¢in (3 mm'den az) iyi sonuglar vermektedir [6].
Bu yontemlerin biiylik hasarlar i¢in sonu¢ vermemesinin yani sira sonug olarak istenilen dogal

dokular da elde edilememektedir.
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Sekil 8: Normal eklem kikirdag: ve osteoartritli eklem kikirdag:
2.5.2. Doku Miihendisligi Uygulamalar:

Immiinolojik reaksiyonlar, doku ve organ nakli igin baslica engeller olmaya devam
etmektedir. Ayrica, transfer edilen doku, dogal dokunun tiim fonksiyonlarini igermez ve
cesitli komplikasyonlar dogurabilir. Biyolojik olmayan materyallerin enfeksiyon, dokuya
uyumsuzluk ve smirh dayaniklilik gibi sorunlar gostermesi sebebi ile doku miihendisligi
sadece doku ve organ nakli i¢in degil, ayn1 zamanda hastaliklarin tedavisi i¢in de imit verici

ve onemli bir aragtirma alani haline gelmistir [36].

Doku miihendisligi, degisen dokularin islevlerini 6nemli 6l¢giide yenileyebilen, biyolojik
ikame maddeleri gelistirmek i¢in miithendislik ve biyolojik bilim ilkelerini birlestiren yeni bir
disiplindir [37]. Bu disiplin, biyo-malzemelerin, hiicrelerin ve biyolojik veya g¢evresel
faktorlerin "doku miihendisligi tigliisii" olarak da bilinen bir birlesmesine dayanmaktadir. Bu
birlesimin eklem kikirdag: tedavisi i¢in sematize edilmis hali Sekil 9°da gosterilmektedir [38].
Son zamanlarda doku miihendisligi alaninda biyolojik olarak kullanilabilen doku iskeleleri,
uygun hiicre kaynaklar1 ve / veya biyo-aktif sinyal molekiillerinin kullanimi1 hastalarda agri

olusturan tedavilerin yerini almaktadir [39].

Kemik, kikirdak, tendon, sinirler, damarlar, deri, mide-bagirsak ve iirogenital
sistemlerin dokular1 dahil olmak iizere farkli dokularin miihendisligi i¢in pek c¢ok calisma

yapilmistir.

Cesitli biyo-malzemeler (sentetik polimerler; PLA, PGA, PLLA, PLGA, PCL; dogal
polimerler; kollajen, HAp, HA, aljinat gibi) ve degisik teknikler kullanilarak iiretilen doku
iskeleleri, viicutta farkli doku ve organlar1 yenileme amaci ile tasarlanmaktadir. Doku tipine
bakilmaksizin, doku miihendisliginde kullanilmak {izere hazirlanan bir iskelenin uygunlugunu

belirlemek i¢in birkag 6nemli husus mevcuttur. Bunlar; biyo-uyumluluk, biyo-bozunurluk,
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mekanik Ozelikler, doku iskelesi yapisi ve tretim teknigidir [40]. Doku iskeleleri uygun
bozunma hizinda olmali, viicuda uyumlu bilesenlerden olusmali ve gerekli mekanik dayanimi
saglamalidir. Ayrica hiicrelerin yerlesmesine izin veren, oksijen ve besin diflizyonuna imkan
saglayan gdzenekli yapiya sahip olmalidir. Iskele tasarlarken hedef, hiicrelerin yasayip,
cogalabildigi ve yeni bir dogal matris olusuncaya kadar dogal ekstraselliiler matriks yapisinin

yerini alabilecek ideal yapiy1 elde etmektir [41].

Chondrogenic cells biomaterials Biofactors
chondrocytes MSC e y
® O B~ W o
E E = & e
QWe® —
@%@ I =)
OQ vitamins.
@

Sekil 9: Eklem kikirdagi onarimi i¢in kullanilan doku miihendisligi ti¢liisii
2.6. Kikirdak Doku Miihendisligi

Kikirdak doku miihendisligi hastalik veya travma nedeniyle hasar gormiis kikirdak
dokusunun rejenerasyonu igin bir teknik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kikirdak, rejeneratif
yeteneklerden yoksun oldugu i¢in hasar bdlgesine uygun hiicreleri, biyomateryalleri ve sinyal
faktorlerini saglayan yaklasimlarin gelistirilmesi onemlidir [42,43,44,45]. Yapisinda sinir,
damar ve lenfatik dokular bulunmayan kikirdak, yogun bir hiicre dis1 matriks (ECM) igine
goémiili, seyrek olarak dagilmis kondrositlerden olusur. Bu ECM, esas olarak in vivo islev igin
yeterli mekanik 6zellikler saglayan tip II kollajen ve proteoglikanlardan olusur. Kendi kendini
tamir etme kabiliyeti sinirli oldugundan kikirdak, doku miihendisligi i¢in ideal bir alandir
[42]. Kikirdak doku miihendisliginde amag, elde edilen yapay kikirdagin normal eklem
kikirdagiyla ayni biyomekanik ve yapisal 6zelliklere sahip olmasidir. Eklem ancak bu sekilde

yiiksek gerilme altinda kaldigi in vivo ortamda normal islevlerini siirdiirebilir [43].

Kemik ve kikirdak tamiri, progenitdr ve enflamatuar hiicrelerin gé¢ etme ve iyilesme
stireglerini tetiklemesine izin veren, lokal hasar bolgelerinde sinyaller saglayan ¢ok sayida
sitokin ve biiyiime faktorleri tarafindan kontrol edilen karmasik bir biyolojik olay zinciridir.

Doku miihendisliginde bir yaklasim, hiicresel adezyonu, proliferasyonu ve farklilagmasini
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uyarmak ic¢in biiylime faktorlerinin verilmesini ve boylece kemik ve kikirdak yenilenmesini
desteklemeyi icerir. Boyle bir yaklasimda, biliylime faktorleri; optimal olarak tasarlanmus,
biyolojik olarak pargalanabilen doku iskeleleri ile birlikte lokal olarak ortopedik bdlgelere
verilebilir. Doku iskelelerinin rolii, hiicresel infiltrasyon i¢in gecici bir substrat ve ii¢ boyutlu
matriks olusturmaktir. Bu siirecte hiicreler, materyalin bozunmasi ile birlikte 6zel doku tipleri

haline gelip biiyliyebilirler [44].

Dokular1 ve organlari rejenere etmek igin yapilan hiicre kiiltirii ve polimer doku
iskeleleri ¢alismalar1 olduk¢a umut verici tekniklerdir. Doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in
bircok biyobozunur polimer kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Malzemeler arasinda,
polikaprolakton, poli (laktik-ko-glikolik asit), poli (etilen glikol), poli (vinil alkol), poliiiretan,
aljinat, jelatin, kollajen ve kitosan gibi dogal veya sentetik polimerler bulunur. Bunlar
arasinda dogal polimerler, dogal dokulara karsi biyolojik ve kimyasal benzerlikleri nedeniyle
ozel ilgi gormektedir. Bu baglamda, kitosan biyouyumluluk, biyobozunurluk, toksik etki
gostermemesi, antibakteriyel, fizyolojik inertlik, hemostatik, antitiimoral ve antikolesteremik
gibi 6zelliklere sahip olmasi sebebi ile kikirdak doku miihendisliginde oldukga yaygin olarak
kullanilmaktadir [45].

2.7. Kitosan

Kitosan, doku mithendisligi alaninda oldukg¢a sik kullanilan,  (1-4) 2-amino-2-deoksi-
D-glikozun tekrar eden iinitelerinden olusan, bazi boceklerin kabuklarindan tiretilen ve bir
polisakkarit olan kitinin N-deasetilasyonu ile elde edilen dogrusal, katyonik bir
biyopolimerdir. Sekil 10°da kitinin, Sekil 11°de kitosanin kimyasal yapisi1 verilmektedir [46].
Biyolojik uyumlulugu, biyolojik bozunabilirligi ve antibakteriyel aktivitesi nedeniyle doku
iskelesi olusturmada siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, ekstraselliller matriksteki bazi
glikozaminoglikan (GAG) yapilarina benzerligi, minimal yabanci cisim reaksiyonu ve hiicre
adezyon Ozelliklerinden dolayr doku miihendisligi alaninda kabul gormektedir [47,48].
Kitosanin en umut verici Ozelliklerinden biri, hiicre nakli ve doku rejenerasyonunda

kullanilmak tizere gézenekli yapilar olusturabilme 6zelligidir [49].

Ornegin; iic boyutlu, gozenekli kitosan doku iskelesi asetik asit i¢inde ¢ozdiiriiliip

dondurulan ¢6zeltinin liyofilize edilmesiyle olusturulabilir [50].

Ek olarak, mikroyapi, kristalinite ve mekanik kuvvet gibi oOzellikler; kitosan
konsantrasyonu, donma hizi, molekiil agirhiginin  ve baslangic malzemesinin
deasetilasyonunun degistirilmesiyle kontrol edilebilir. Kitosan ayrica farmakolojik maddelerin

kontrollii salimi igin de kullanilabilir [51].
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Kitosanin sentetik polimerlere kiyasla birincil potansiyel avantajlar1 kikirdak dokuyla
kimyasal benzerligi ve glikozaminoglikanlarla etkilesime girmesidir. Kitosan filminde
yetistirilen kondrositlerin kiiresel bir morfoloji sergiledigi ve tip II kollajen ve agregan
eksprese ettigi zaten gosterilmistir [52]. Kitosan, pozitif yiikleri nedeniyle, hiicre zarmin

negatif kismi ile etkilesime girebilir ve bu da yeniden yapilanmaya olanak verir.

Sozii edilen ozellikleri nedeniyle kitosan, eksik veya hasarli doku ve organin yerini
tutabilecek, hiicre baglanmasina ve ¢ogalmasina olanak saglayan {i¢ boyutlu yapilarin elde

edilebilecegi uygun bir biyopolimerdir.
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Sekil 10: Kitin’in kimyasal yapis1
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Sekil 11: Kitosan’in kimyasal yapis1

2.8. Salyangoz Salgilar1 ve Kullanim Alanlari

Salyangoz salgilari, antik caglardan beri tip alaninda yanik ve apseleri tedavi etmek i¢in

kullanilmistir.

18. ylizyilda, cesitli salyangoz formiilasyonlarinin dermatolojik bozukluklarla birlikte
tiiberkiiloz ve nefritle iliskili semptomlar i¢in kullanimi tavsiye edilmistir. 19. yiizyilda ise
salyangozlar, c¢esitli ilaclarin igeriginde kullanilmaya baslanmistir. Giinlimiizde de bu salgilar
kozmetik alaninda, cilt yenileme, akne ile miicadele, yaslanmay1 6nleme ve yara iyilestirme

amaclari ile kulllanilmaktadir.

17



2.8.1. Salyangoz Salgilar ile Ilgili Yapilan Calismalar

Salyangoz salgilar ile ilgili pek ¢ok calisma mevcuttur. 2008 yilinda Brieva ve
arkadaglarmin yaptigi ¢alismada in vitro yaklasimlar kullanilarak Cryptomphalus aspersa
salyangoz tlriinlin salgisinin rejeneratif ozellikleri arastirilmistir. Sonug¢ olarak salginin
antioksidan Ozellikler igerdigi, fibroblast ¢ogalmasini indiikledigi, yara iyilesmesi ve doku
plastisitesi i¢in gerekli olan ECM olusumunu desteklemesiyle tamamlayici bir mekanizma

sagladig1 bulunmustur [53].

Tsoutsos ve arkadaslarin yaptig1 bir bagka ¢alismada ise, derin ve kismi yiiz yaniklar1
i¢cin Helix aspersa salgis1 igeren bir krem ve yanik merhemi kullanilarak aragtirma yapilmistir.
Derin, kismi yiiz yaniklar1 olan (grup A) 27 eriskin hasta, salyangoz salgis1 i¢eren krem ile; 16
hasta (grup B) ise yanik merhemi kullanilarak tedavi edilmis ve iyilesme oranlari
karsilastirilmistir. Sonug olarak, Helix aspersa salgisi iceren kremin, yaniklarin apoptozunu ve
yiiz yaniklarinin epitelizasyonunu hizlandirdigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda yanik sonrasi agri

tizerinde de azaltic1 bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir [54].

Otsuko-Fuchino ve arkadaslarmin yaptigi calismada ise Achatina fulica salyangoz
tiiriinlin salgisindan saflastirilan ve bir glikoprotein olan Achanin’in antibakteriyel 6zelligi
incelenmistir. Achacin’in sadece gram-pozitif bakteriler Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis tizerinde degil, ayn1 zamanda gram-negatif bakteriler Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa ilizerinde de giiclii etkilere sahip oldugu gézlemlenmistir [55].

Etim ve arkadaslarinin yaptigi calismada farkli salyangoz tiirlerinin (Archachatina
marginata saturalis, Archachatina marginata ovum ve Achatina fulica) salgilarinin, yaralardan
izole edilen Staphylococcus sp, Streptococcus sp ve Pseudomonas sp bakterilerine karsi
etkinligi arastinlmistir. Ug salyangoz tipi arasinda, Archachatina marginata saturalis ve
Archachatina marginata ovum’un organizmalara kars1 Achatina fulica'dan daha fazla inhibitor
aktivite gosterdigi ortaya konmustur. Salyangoz salgisinin, uygun bir sekilde arastirildigi
takdirde yara tedavisinde kullanilan pahali sentetik antibakteriyel ajanlara alternatif olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir [56].

E-kobon ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada Achatina fulica salyangoz mukusundan
antikanser peptidleri izole edilerek salginin antitlimor 6zelligi incelenmistir. Calismada MCF-
7 meme kanseri hiicre hattt ve normal epitel hiicre hatt1 (Vero) kullanilmistir. Sonug olarak
farkli yapilara sahip 16 cesit katyonik ve amfipatik antikanser peptidi ongoriilmiistiir. Elde
edilen bu peptitlerin gelistirilecek olan yeni antikanser ilaglarinda kullanilabilecegi

belirtilmistir [57].
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Bir diger calismada ise Pitt ve arkadaslar1 Helix aspersa salyangoz mukusunun
antibakteriyel 6zelligini aragtirmistir. Birgok bakteri tiirii ile yapilan ¢aligmada Helix aspersa
mukusunun Pseudomonas aeruginosa bakteri tiirline karsi etkili oldugu ortaya konmustur
[58].

Angulo ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada ise dondurarak kurutma yontemi
kullanilarak jelatin/kitosan doku iskelesi hazirlanmis ve bu doku iskelelerine degisik
oranlarda salyangoz (Helix aspersa) mukusu ve aloe vera ilave edilmistir. Daha sonra doku
iskelelerine karakterizasyon testleri yapilmistir. Sonug¢ olarak bu doku iskelelerinin in vitro

doku gelisimini kolaylastirmak i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir [59].
2.8.2. Helix Aspersa Salyangozu ve Salg1 Ozellikleri

Kara salyangozlar1 grubuna giren Helix aspersa nemli bolgelerde, 6zellikle bahgelerde
yasayan, uzayip kisalabilen iki ¢ift tentakiilii, bir ¢ift gozii ve bir agzi olan, kuvvetli bir kastan
olusan ayak tizerinde hareket edebilen, hermafrodit (iki eseyli) bir yumusakgadir [60]. 32-38
mm ¢apinda ve 29-33 mm yliksekliginde kabugu 4-5 dongiiye sahiptir. Kabugu; kalin, az ¢ok

parlak, son dongiisii 6zellikle kalin ve diizensiz ¢izgilidir.

Sekil 12: Helix aspersa

Yapilan arastirmalar Helix aspersa tiiriiniin iki tip salgist oldugunu ortaya koymustur.
Mukus ad1 verilen salgi dorsal ve lateral ayak epitelinde bulunan bezler tarafindan iretilir ve
adeziv Ozellik gosterir. Slime ise salyangozlarin hareketi esnasinda arkalarinda biraktigi
salgiya verilen isimdir. Iz mukusu olarak bilinir ve ayak tabanindaki bezler tarafindan iiretilir.
Mukus ile slime arasinda bulunan temel fark; mukusun igerisinde daha fazla spesifik protein
olmast ve bu sayede adeziv Ozellik gostermesidir. Salyangoz salgilar igerisinde viicut ile

uyumlu bir¢ok bilesen bulunmaktadir. Bunlar; allontoin, kollajen, elastin, glikolik asit, GAG,
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vitamin A,E ve C’dir [61,62]. Kollajen ve elastin, cildin sikiligin1 arttirmaya, glikolik asit 6lii

derilerin atilmasina, allantoin ise yara izlerinin ve ¢atlaklarin azalmasina yardimei olur.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanmn Tipi

Yapilan calismada, salyangoz salgilar1 ve kitosan kullanilarak kikirdak doku igin
uyumlulugun arastirildig1 doku iskeleleri elde edilmistir. Uretilen doku iskeleleri ii¢ farkli
oranda hazirlanarak optimizasyon arastirmalart yapilmigtir. Bu nedenle, yapilan g¢alisma

deneysel bir ¢alismadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma icin literatiir taramalar1 Mayis 2017°de baslamis ve tez siliresince devam
etmistir. Gerekli malzemelerin temini Ocak 2018’de tamamlanmis ve deneylere Subat
2018’de baglanmustir. Subat 2018-Mart 2018 arasinda, IYTE Kimya Miihendisligi
Boliimii’nde planlanan c¢aligmalar yapilmis ve doku iskelelerinin hazirlanmasi islemleri
gerceklestirilmistir. Mart 2018-Mayis 2018 tarihleri arasinda elde edilen doku iskelelerinin

karakterizasyon deneyleri yapilmistir. Tez sunumu Haziran 2018 tarihinde yapilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/ Cahsma Gruplari

Tamamlanmis olan bu arastirmada, kikirdak doku miihendisligi uygulamalarina yonelik
doku iskelesi iiretimi ve bu doku iskelelerinin karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu
sebeple, aragtirmanin evreni kikirdak doku miihendisligi ve orneklemi de kikirdak doku

iskeleleridir. Bu calisma i¢in {i¢ farkli oran kullanilarak doku iskelesi liretilmistir.
3.4. Calisma Materyali

Tez calismasinda doku iskeleleri, salyangoz salgilar1 ve kitosan kullanilarak
olusturulmustur. Calisma gruplar1 olarak; saf kitosandan elde edilen doku iskeleleri kontrol
grubu, kitodan-slime elde edilen doku iskeleleri ve kitosan-mukus kullanilarak olusturulan

doku iskeleleri deney gruplari olarak planlanmistir.

Doku iskeleleri liyofilizasyon yontemi ile elde edildikten sonra karakterizasyon testleri
gerceklestirilmistir. Bunlar SEM, gbzeneklilik deneyi, sisme oran testi, biyomekanik (basma

testi) analizler, FT-IR, biyobozunma deneyi ve antimikrobiyal testlerdir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Doku iskelelerinin hazirlanmasi esnasinda kullanilan malzemeler (kitosan, salyangoz
mukusu, slime) ve bu malzemelerin kullanim oranlari; doku iskelelerinin liretim parametreleri

(vakum, sicaklik, nem) calismadaki bagimli degiskenleri olusturmaktadir.
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Doku iskelelerinin karakterizasyonu igin yapilan analizler ise (SEM, go6zeneklilik

deneyi, sisme deneyi, FT-IR, biyobozunurluk deneyi, mekanik analiz, antimikrobiyal testler)

calismadaki bagimsiz degiskenlerdir.

3.6. Veri Toplama Araclari

Tezde kullanilan cihaz ve malzemelerin listesi Tablo 1’de belirtilmistir.

Tablo 1: Calismada kullanilan cihaz ve malzemelerin listesi

Mevcut Altyapr/Ekipman | Mevcut Oldugu )
Projede Kull A
Tiirii, Modeli Kurum/Kurulus rojece utlanim Amact
-20°C derin dondurucu/GLE30 |IYTE Kimya | Doku iskelelerinin
Miihendisligi dondurulmast icin
kullanilmuastir.
+4°C Buzdolabi/Beko Dokuz Eyliil Universitesi, | Kullanilacak bir takim
Saglik Bilimleri Enstitiisii, | kimyasallar saklanmistir.
Biyomekanik AD.
Etiiv / Dedeoglu IYTE Kimya | Doku iskelelerinin
Miihendisligi
ET-IR / Perkin Elmer IY"TE S I?lmya Dok.u' iskelesi kimyasal grup
Miihendisligi Boliimii analizi yapilmistir.
SEM / Quanta Feg IYTE Kimya | Yiizeyel yapilar ve hiicre
Miihendisligi Boliimii morfolojisi incelenmistir
Basma-Cekme cihaz1 / (TA XT|IYTE Gida Miihendisligi | Doku iskelelerinin  mekanik
Plus, Texture Analyser) Boliimii ozellikleri incelenecektir.
Liyofilizator / Labconco IYTE Kimya | Doku iskelelerinin elde
Miihendisligi Bolimii edilmesi i¢in kullanilmistir
Etanol (EMSURE, M= 46,07 |IYTE Kimya | Gozeneklilik ~ deneyi  i¢in
g/mol) Miihendisligi kullanilmustir.
Sodyumhidroksit (Merck, | IYTE Kimya | Doku iskelelerinin
M=40,00 g/mol) Miihendisligi notralizasyonu igin
kullanilmistir.
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Kitosan (Sigma Aldrich,
Medium Molecular Weight)

IYTE
Miihendisligi

Kimya

Doku iskelelerinin hazirlanmasi
i¢in kullanilmistir

Helix aspersa mukus

Dokuz Eyliil Universitesi
Biyomekanik AD.

Doku iskelelerinin hazirlanmasi
icin kullanilmistir

Helix aspersa slime

Dokuz Eyliil Universitesi
Biyomekanik AD.

Doku iskelelerinin hazirlanmasi
icin kullanilmistir

Asetik Asit (MERCK) IYTE Kimya | Doku iskelelerinin hazirlanmasi
Miihendisligi i¢in kullanilmistir

Phosphate  Buffered  Saline |IYTE Kimya | Biyobozunma ve sisme deneyi

(Invitrogen, PBS Tablet) Miihendisligi i¢in kullanilmistir.

Vakumlu etiiv (J.P.Selecta, 2000 | IYTE Kimya | Gozeneklilik ~ deneyi  igin

W) Miihendisligi kullanilmustir.

Sodyumazit (from chicken egg |IYTE Kimya | Biyobozunma  deneyi  igin

white, activity > 40,000 | Miihendisligi kullanilmistir

units/mg protein, Sigma-

Aldrich)

Streptococcus epidermis IYTE BIYOMER Antimikrobiyal ~ test  icin
kullanilmistir

Escherichia coli IYTE BIYOMER Antimikrobiyal ~ test  igin
kullanilmistir

Staphylococcus aureus IYTE BIYOMER Antimikrobiyal ~ test  icin
kullanilmistir

Streptococcus mutants IYTE BIYOMER Antimikrobiyal ~ test  icin
kullanilmistir

Pseudomonas fluorescens IYTE BIYOMER Antimikrobiyal ~ test  igin

kullanilmistir
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3.6.1. Doku iskelelerinin Hazirlanmasi
3.6.1.1. Kitosan Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

1g kitosan (Medium Molecular Weight, Sigma Aldrich), %1°lik 100 ml CH3COOH
(Merck) ¢ozeltisi igerisinde bir gece boyunca ¢oziilmiistiir. Daha sonra, olusan ¢ozelti 24’1k
polistiren kaplara dokiiliip -20°C’de 24 saat dondurulmustur. Donmus numunelere 48 saat

liyofilizasyon islemi (-46 °C, 0.018 bar) uygulanmasi ile gozenekli yapilar elde edilmistir.
3.6.1.2. Kitosan ve Slime Doku Iskelelerinin Hazirlanmasi

%1°lik CH3COOH (Merck) ¢ozeltisinin 80 ml’sinde 1g kitosan; 20 ml’sinde 0.5g,1g ve
3g slime ayr1 ayr ¢Ozdiiriilmiis ve daha sonra kitosan ve slime ¢ozeltileri birlestirilerek bir
gece boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. Olusan ¢ozelti 24°liik polistiren kaplara
dokiiliip -20°C’de 24 saat dondurulmustur. Donmus numunelere 48 saat liyofilizasyon islemi

(-46 °C, 0.018 bar) uygulanmasi ile gozenekli yapilar elde edilmistir.
3.6.1.3. Kitosan ve Mukus Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

%1°1lik CH3COOH ¢ozeltisinin (Merck) 80 ml’sinde 1g kitosan; 20 ml’sinde 0.5g, 1g ve
3g mukus ayr1 ayr1 ¢ozdiiriilmiis ve daha sonra kitosan ve mukus ¢ozeltileri birlestirilerek bir
gece boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. Olusan ¢ozelti 24°liikk polistiren kaplara
dokiiliip -20°C’de 24 saat dondurulmustur. Donmus numunelere 48 saat liyofilizasyon islemi

(-46 °C, 0.018 bar) uygulanmasi ile gozenekli yapilar elde edilmistir.

Sekil 13: Kitosan ve salyangoz salgi (mukus, slime) ¢ozeltileri
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Sekil 14: Elde edilen mukus ve slime katkili doku iskeleleri
3.6.2. Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu
3.6.2.1. SEM Analizi

Doku iskelelerinin morfolojisi ve slime, mukus ekstraktlarinin gozenek yapisina etkisi
taramali elektron mikroskobu (SEM Quanta Feg) ile incelenmistir. Desikator icerisinde
muhafaza edilen doku iskeleleri piring tasiyicilar iizerine yerlestirilerek sputter-coater ile
argon gazi kullanilarak yaklagik 200 A° kalinliginda altin ile kaplandiktan sonra taramali

elektron mikroskobunda incelenmistir.
3.6.2.2. Sivi Degisim Yontemi ile Acik Gozeneklilik Ol¢iimii

Hazirlanan doku iskelelerinin gozenekliliklerinin belirlenmesi i¢in her gruptan ii¢ 6rnek
kullanilmistir. Doku iskeleleri, 20 ml ETOH (EMSURE, M= 46,07 g/mol) bulunan tiiplere
yerlestirilerek vakumlu etiivde (J.P.Selecta, 2000 W) 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra
ornekler vakumlu etiivden ¢ikarilarak etanoliin ylikselme seviyeleri mikropipet yardimi ile
belirlenmistir. Son olarak doku iskeleleri tiiplerin i¢cinden alinmis ve tiiplerde kalan etanol
seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Alinan 6l¢timler ile doku iskelelerinin gozeneklilikleri hesaplanmustir.

V1-V3

=72-73 x 100

&

€: % Gozeneklilik, V1: 20 ml, V2: ETOH yiikselme seviyesi, V3: Tiiplerde kalan
ETOH seviyesi

3.6.2.3. Doku iskelelerinin Su Tutma Kapasitesinin Ol¢iimii

Sisme deneyi icin Oncelikle her gruptan ii¢ 6rnegin kuru agirlig tartilmistir. Tartilan
ornekler polisitren plakalara konarak 1 M NaOH (Merck, M=40,00 g/mol) cozeltisi ile 30
dakika boyunca nétralizasyon islemi yapilmistir. Ornekler, nétralizasyon islemi boyunca
vakumlu etiivde (J.P.Selecta, 2000 W) oda sicakliginda bekletilmistir. Bu islem ile kitosanda
bulunan acik uglar kapatilarak doku iskelelerinin sivi igerisinde ¢Oziinmesi engellenmistir.

Notralizasyon islemi sonrasinda NaOH c¢ozeltisini plakalardan uzaklagtirmak i¢in, 6rnekler
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PBS (Invitrogen, PBS Tablet) ¢ozeltisi ile iki kez yikanmistir. Yikama isleminin ardindan,
doku iskelelerinin tizerine 2 ml PBS (invitrogen, PBS Tablet) ¢Ozeltisi eklenerek plakalar 37
°C’ye ayarlanan etiive (Dedeoglu) konmustur. 4, 24 ve 48. saatlerde siv1 igerisinde bulunan
doku iskelelerinin agirliklart tartilarak dl¢timler alinmistir. Sigme orani, inkiibasyon oncesi ve

sonrast zamana bagli agirlik degisimine bakilarak belirlenmistir.

wl —w0
R=—x100
w0

R: % Sisme orani, wl: Islak agirlik, w0: Kuru agirlik

Sekil 15: Su tutma kapasiteleri 6l¢iilen doku iskeleleri

3.6.2.4. Basma Testi ile Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

Hazirlanan kitosan, kitosan-slime, ve kitosan-mukus doku iskelelerinin mekanik
ozelliklerini belirlemek i¢in basma testleri ASTM D 5024 standardina gore yapilmistir.
Basma testi i¢in her gruptan bes drnek kullanilmis ve kuru malzemelere uygulanmistir. Farkli
oranlarda salyangoz salgilar1 eklenerek hazirlanan ve saf kitosandan olusturulan doku
iskelelerinin elastik modiil degerleri belirlenmistir. Deney; %1 kitosan, %1 kitosan-%0.5
mukus, %1 kitosan-%0.5 slime, %1 kitosan-%1 mukus ve %1 kitosan-%1 slime gruplari i¢in
5 kg force, 5 mm/dk basma hizi uygulanarak yapilmistir. %1 kitosan-%3 mukus ve %1
Kitosan-%3 slime gruplari i¢in ise 5 kg force yeterli gelmedigi igin 50 kg force kullanilmustir.
Basma deneyi doku iskelelerinin yiiksekliginin %75’ine kadar yiik uygulanacak sekilde
gerceklestirilmistir.
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Sekil 16: Mekanik test cihazi

3.6.2.5. FT-IR Analizi

Doku iskelelerinin ve salyangoz salgi ekstraktlarinin kimyasal kompozisyonu FT-IR
(Perkin Elmer) analizi ile belirlenmistir. 650-4000 cm™ araligindaki IR 1sinlarmin molekiiliin
yapmis oldugu titresimleri sogurmasi ile agiga ¢ikan yapilar belirlenmistir. FT-IR analizi ile

kitosan polimer yapisinin slime ve mukus ekstraktlari ile etkilesimi incelenmistir.
3.6.2.6. Biyobozunurluk Deneyi

Kitosan’in biyobozunur 6zellikte dogal bir polimer olmasi nedeniyle viicut sivist ortami
icinde biyobozunma davranisinin incelenmesi ve biyobozunma oraninin belirlenmesi
gerekmektedir. Biyobozunma testleri lizozim (Lysozyme, from chicken egg white, activity >
40,000 units/mg protein, Sigma-Aldrich) enzimi iceren PBS igerisinde zamana Kkarsi
yapilmigtir. Deney i¢in her gruptan 12 6rnegin kuru agirligr tartilmis ve sonrasinda 1 M
NaOH c¢ozeltisi ile notralizasyon igslemi gergeklestirilmistir. Notralizasyon islemi sonrasinda
NaOH ¢ozeltisini plakalardan uzaklastirmak i¢in, O6rnekler PBS ¢ozeltisi ile iki kez
yikanmistir. Yikama isleminin ardindan &rnekler PBS ¢ozeltisi icinde 37°C de inkiibe
edilmistir. Inkiibe edilen drneklerin kurutularak zamana kars1 agirlik l¢iimii yapilmistir. Bu

yontemle bozunma yiizdesi hesaplanmistir.
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w0 —wl
R=—x100
w0

R: % Agirlik Kaybi, w0: Kuru agirlik, wl: Islak agirlik
3.6.2.7. Antimikrobiyal Test

Salyangoz salgilarinin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in 0.5 mcfarland
yogunlugundaki gram negatif E. Coli, gram pozitif S.aureus, gram pozitif S.epidermidis, gram
pozitif S.mutants ve gram negatif P. fluorescens kolonileri kat1 agara ekilmistir. Bos diskler
steril ortamda agar iizerine yerlestirilmis ve diskler tizerine farkli oranlarda hazirlanan (%0.5,
%1, %3) salyangoz salgi soliisyonlar1 damlatilmistir. Kontrol gruplari olarak amoksisilin
antibiyotik diskleri agara yerlestirilmistir. Petriler 24 saat 37°C de inkiibe edilmistir. (P.
fluorescens bakterileri 25 °C’de inkiibe edilmistir.) 24 saat sonunda diskler etrafinda
antimikrobiyal zonlar olugsmus ve zonlarin ¢aplart ii¢ tekrarli olarak 6lgiilmiis, ortalama zon
caplart hesaplanmigtir. Zon c¢ap1 Ol¢iimlerine gore elde edilen degerler Tablo 2’de

belirtilmistir.

3.7. Arastirma Plan1 ve Takvimi

r "\

Kaynak Tarama-Etik Kurufdan Gerekli izinlerin Alinmasi
L Mayis 2017 —Temmuz 2017

O

Calismanin Planlanmasi —On Calismalar
Temmuz 2017 —Agustos 2017

O

Tim Malzemelerin Temini
Agustos 2017 — Ocak 2018

O

Deneylerin Baglamas1
Subat 2018 —Mart 2018

O

Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu — Verilen Degerlendirilmesi
L Mart 2018 —Mavis 2018

O

Tez yazimi ve Sunumu
Mayis 2018 —Haziran 2018

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada sisme, gozeneklilik, biyobozunurluk ve antimikrobiyal analizler ii¢ tekrarli
olarak yapilmistir. Mekanik deney i¢in ise her gruptan bes 6rnek kullanilmistir. Elde edilen

sonuclar Two-way ANOVA ve One-way ANOVA istatistik yontemleri kullanilarak analiz
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edilmistir. Istatistiksel kararlarda; degerler p<0.05 oldugunda istatistiksel farkliligin

gostergesi olarak kabul edilmistir.
3.9. Arastirmanin Simirhliklar:

Doku iskelelerinin hazirlanmasi asamasinda, elde edilecek doku iskelelerinin beklenen
sekilde olusturulamamasi bir risk faktorii olarak gortilmistiir. Bu durumda kullanilacak olan
malzemele oranlart degistirilerek yeni doku iskeleleri iretilmesi planlanmistir. Ancak doku

iskeleleri belirlenen oranlar kullanilarak istenilen sekilde elde edilmistir.

Doku iskelelerinin karakterizasyon siire¢lerinde ise higbir sinirlilikla karsilagiimamas,

analizler basaril1 bir sekilde tamamlanmuistir.
3.10. Etik Kurul Onay1

3350-GOA protokol numarali ¢alismamiz 08.06.2017 tarihinde Dokuz Eyliil
Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu’nca 2017/15-09 karar numaras ile

onaylanmustir. Etik kurul onay belgesi Ek 3’te sunulmaktadir.
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4. BULGULAR

Calismada kontrol grubu (Kitosan) ve deney gruplari (slime-kitosan ve mukus-kitosan)
olarak elde edilen doku iskelelerinin her orani i¢in (%0.5, %1, %3) analizler tekrarlanmistir.

Boliim 3.6’da anlatilan karakterizasyon islemleri sonucunda elde edilen veriler bu boliimde

sunulmaktadir.

4.1. SEM Analizi

Slime ve mukus katkili kitosan doku iskelelerinin morfolojisi SEM analizi ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 17-18’de verilmektedir. SEM goriintiileri tizerinden
Image J programi kullanilarak doku iskelelerinin ortalama gbzenek ¢aplar1 6lgiilmiistiir. Elde
edilen gozenek caplart Tablo 2’de gosterilmistir. Ayrica gozenek c¢aplarmin dagilimlart

histogramla gosterilmistir (Sekil 19-20).

%1 kitosan-%1 slime %1 kitosan-%0.5 slime %1 kitosan

%1 kitosan-%3 slime

Sekil 17: %] kitosan ve slime grubu doku iskelelerinin SEM goériintiileri (a: 100x, b: 250x,

¢:1000x biiyiitme)
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%1 kitosan

%1 kitosan-%1 mukus %1 kitosan-%0.5 mukus

%1 kitosan-%3 mukus

Sekil 18: %1 kitosan ve mukus grubu doku iskelelerinin SEM goriintiileri (a: 100x, b: 250x,
c: 1000x biiylitme)

Tablo 2: Doku iskelelerinin ortalama gozenek caplar ve standart sapma degerleri

Doku iskelesi Gruplari Ortalama G6zenek Cap1 (um)

%1 Kitosan 215,7+73.4
% 1 kitosan-260.5 slime 160,2+60,6
% 1 kitosan-%1 slime 182+58,3

%0 1 kitosan-%o3 slime 144,3+36

% 1 kitosan-2%00.5 mukus 204,4+70.,6
% 1 kitosan-%1 mukus 197,2+80.4
% 1 kitosan-%3 mukus 175,6+£73,7
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Gé&zenek gapl (um) Histogram Dagilimi

Godzenek ¢api (um) Histogram Dagilimi

Normal Normal
i Mean 2157 Mean 2045
Sthew 745 StDev 7133
N 50 50
g £
% =
10 40 -0 200 230
Gdzenek capt (um) Gézenek capl (um)
%1 kitosan %1 kitosan-%00.5 mukus
Gé&zenek gapl (um) Histogram Dagilimi Gé&zenek gapl (um) Histogram Dagilimi
Normal Normal
u Mean 1973 Mean 1756
Stev 8121 StDev 7445
o 50 50
il
g8 g
s o
4
2
ol |
0 0 240 30 [ %0 240 40

Gdzenek capi (um)

Gozenek capi (um)

%01 kitosan-%01 mukus

%01 kitosan-%03 mukus

Sekil 19: Kitosan ve kitosan-mukus doku iskelelerinin gozenek c¢api dagilimimi gosteren

histogramlar
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Gézenek capi (um) Histogram Dagihimi Gézenek ¢api (um) Histogram Dagilimi
Normal Normal

1 Mean 2157
StDev 74,36
N 50

Frekans
Frekans

B0 240 320 120 180
Gozenek capi (um) Gézenek capr (um)

%1 kitosan %01 kitosan-%00.5 slime
Gézenek capi (um) Histogram Dagilimi Gdzenek capi (um) Histogram Dagilimi
Normal Normal

Mezn 1820
Sthev 5890
50

Frekans
Frekans

150 200 hral 160

Gozenek capi (um) Gozenek ¢api (um)

%01 kitosan-%o1 slime %1 kitosan-%03 slime

Sekil 20: Kitosan ve kitosan-slime doku iskelelerinin gézenek capr dagilimini gdsteren

histogramlar

Sonuglara bakildiginda elde edilen doku iskelelerinin gozenek dagilimlarmin diizgiin
oldugu ve gozenekler arasinda belirgin gegisler oldugu goriilmektedir. Ayrica salyangoz
salgilar1 kullanilarak hazirlanan doku iskelelerinin gézenek c¢aplarini kiigiilttiigli ancak duvar
kalinliklarin arttirdigit SEM goriintiilerinde oldukea net goziikmektedir. Boylece artan yilizey
alan1 hiicre tutunumu ve c¢ogalmasi i¢in daha uygun bir ortam saglayacaktir. Doku

iskelelerinin gbzenek caplarinin ise hiicre tutunumu ve g¢ogalmasina izin verecek boyutlarda

oldugu belirlenmistir.
4.2. Sivi Degisim Yontemi ile A¢ik Gozeneklilik Ol¢iimii

Doku iskelelerinin gozeneklilik oranlarinin belirlenebilmesi i¢in sivi degisim yontemi
kullanilarak agik gozeneklilik Ol¢limii yapilmistir. Sonuglar Tablo 3’te gorildiigli gibi
belirlenmistir. Gergeklestirilen deney sonucunda hem kontrol grubunda hem de salyangoz

salgisi katkili doku iskelesi gruplarinda %80’in iizerinde agik gozeneklilik elde edilmistir.
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Tablo 3: Doku iskelelerinin % gozeneklilik ve standart sapma degerleri

Doku Iskelesi Gruplari % Gozeneklilik
%1 Kitosan 81,1+1,6
%1 kitosan-% 0.5 slime 88,9+0

%1 kitosan-%1 slime 88,9+0

%1 kitosan-%3 slime 87,8+1,5
%1 Kkitosan-% 0.5 mukus 88,9+0

%1 kitosan-%1 mukus 84,9+1,1
%1 kitosan-%3 mukus 90,1+0,5

4.3. Doku Iskelelerinin Su Tutma Kapasitesinin Ol¢iimii

Uretilen doku iskelelerinin sisme davranislar1 4, 24 ve 48. saatlerde 1slak agirliklarin

tartilmasi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 21°de gosterilmektedir.

Bu ¢alismada iiretilen doku iskeleleri i¢in yapilan sisme deneylerinde kontrol grubunun
deney gruplarina kiyasla daha iyi sisme davranisi gosterdigi tespit edilmistir. Sigsme yiizdesi
%1 kitosan i¢in %3518,1-3728,7; % 1 kitosan-%0.5 slime i¢in %2483,2-2965,3; % 1 kitosan-
%1 slime i¢in %1771,8-1961,5; % 1 kitosan-%3 slime i¢in %845,9-898; % 1 kitosan-%0.5
mukus i¢in %1825,3-2366,2; % 1 kitosan-%1 mukus icin %1849,9-2197; % 1 kitosan-%3
mukus i¢in %812,1-898,5°tir.

Sisme deneyinin sonuglar1 istatistiksel olarak Two-way ANOVA testi ile
degerlendirilmis ve istatistiksel anlamlilik p<0,05 ile tanimlanmistir. Sekil 21(a)’da 4. saatte
deney gruplarinin kontrol grubuna gore anlamli fark: sekilde “****” ile gisterilmistir. Ayrica
yapilan istatistik incelemeler sonucunda 4, 24 ve 48. saatlerde biitiin gruplar arasinda anlaml
fark (****) mevcut olmasina ragmen %] kitosan-%0.5 mukus ve %1 kitosan-%1 mukus
gruplar1 arasinda ise istatistiksel olarak bir farka rastlanmamistir. Sekil 21(b)’de 4. saatte
deney gruplarinin kontrol grubuna gore anlaml farki sekilde “**** ile gOsterilmistir. 24.
saatte %1 kitosan ve %1 kitosan-%0.5 slime arasindaki fark ile 48.saatte %1 kitosan-%0.5
slime ve %1 kitosan-%]1 slime arasindaki fark “***” ile belirtilmistir. Ayrica yapilan istatistik
incelemeler sonucunda 4,24 ve 48. saatlerde biitiin gruplar arasinda anlamli fark (***%*)

mevcuttur.

Sonuglara bakildiginda kontrol grubunun deney gruplarina oranla daha fazla su

tutabilme kapasitesinin oldugu goriilmektedir. Polimere eklenen salgi oranlar1 arttikga bu
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Ozelligin azaldig1 belirlenmistir. Salyangoz salgilarinin  hidrofobik yapisi su tutma

kapasitesinde azalmaya neden olmustur.

| T T 1 | L | 1
40004 . a 4000 — b
g 'a T 4 %
g 30001 -8 3000 I
g 2000+ T y @ 2000- _
& g
w»r -
1000 T ¥ 1000+ _

Il 4 Saat 24 Saat N 48 Saat Il 4 Saat 24 Saat N 48 Saat

Sekil 21: %1 Kitosan, mukus(a) ve slime(b) katkili doku iskelesi gruplarinin sisme yiizdeleri
(***<0,001; ****<0,0001)

Sonuglara bakildiginda kontrol grubunun deney gruplarina oranla daha fazla su
tutabilme kapasitesinin oldugu goriilmektedir. Polimere eklenen salgi oranlari arttik¢a bu
ozelligin azaldigr belirlenmistir. Salyangoz salgilariin hidrofobik yapis1 su tutma

kapasitesinde azalmaya neden olmustur.
4.4. Basma Testi ile Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

Doku iskeleleri ile yapilan mekanik test sonucunda elde edilen yapilarin Elastik Modiilii

hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 22’de belirtilmektedir.

Elde edilen sonuglarda kontrol grubu olan kitosanin ortalama elastik modiilii 0,00080
MPa olarak bulunmustur. Mukus ve slime katkili doku iskelesi gruplarinda ise ortalama
elastik modiilii degerleri %1 kitosan-%0.5 mukus igin 0,0018 MPa, %1 kitosan-%0.5 slime
i¢in 0,0021 MPa, %1 kitosan-%1 mukus i¢in 0,0031 MPa, %1 kitosan-%1 slime i¢in 0,0031
MPa, %1 kitosan-%3 mukus i¢in 0,0103 MPa ve %1 kitosan-%3 slime i¢in 0,0045 MPa’dur.

Mekanik deneyin sonuglari istatistiksel olarak One-way ANOVA testi ile
degerlendirilmis ve istatistiksel anlamlilik p<0,05 ile tanimlanmistir. Sekil 22(a)’da, %1
kitosan ve %1 kitosan-%0.5 mukus arasindaki fark “**”; %]l kitosan ve %1 kitosan-%1
mukus, %1 kitosan ve %1 kitosan-%3 slime arasindaki fark ise “****” ile ifade edilmistir.
Sekil 22(b)’de, %1 kitosan ve %1 kitosan-%0.5 slime arasindaki fark “*”; %1 kitosan ve %1
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kitosan-%1 slime arasindaki fark “***” %] kitosan ve %] kitosan-%3 slime arasindaki fark

Ise “****” jle ifade edilmistir.

0.015+ 0.008+

*kkk a . b

E | | ;:G‘ I ]
s 0.006
= 0.010- %
3 =
Re)
3 3 0.004-
s s
= 0.005- X
7} @
8 @ 0.002
w w

0.000- 0.000-

°\°\ 6\0\

Sekil 22: Kontrol ve mukus(a) ve slime(b) katkili doku iskelesi gruplari i¢in Elastik Modiil
degerleri (*<0,05; **<0,01; ***<0,001; ****<0,0001)

4.5. FT-IR Analizi

Elde edilen doku iskelelerinin ve salyangoz salgi ekstraktlarinin kimyasal
kompozisyonu FT-IR analizi ile belirlenmistir. Kitosan ve salgi katkili doku iskelelerinin
kimyasal yapist sekil 23,24 ve 25’te gorilmektedir. FT-IR analizi sonucunda, elde edilen
doku iskelelerinin kimyasal yapisinin kontrol grubu ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica
mukus ve slime ekstraktlar1 i¢in yapilan analizlerde elde edilen farkli piklerden iki salginin

kimyasal yapis1 arasindaki fark belirlenmistir.

Yapilan calismada kitosan icin 2953cm™’deki pikin CH gerilme titresim bantlarindan
kaynaklandig1, 1653 ve 1559 cm™’deki bantlarin C-NH2’ye tekabul ettigi bulunmustur. CH>
ve CHjs titresimleri ise 1418 ve 1360 cm™’de pik vermistir. 1157 ile 1063 cm™’deki bantlarmn
C-O-C baglantist oldugu gdézlemlenmistir. C-N band1 ise 920 cm™*de pik vermistir.

Mukus ekstraktinin kimyasal yapisi incelendiginde ise OH bandmnin 3338 cm™’de pik
verdigi goriilmiistiir. 1431 ve 1464 cm™’in ise CH, OH veya COO- genisligine denk geldigi

diisiiniilmektedir. 1677 cm™ ve 1464 cm™ ise Amide I ve Amide II bantlarin1 gdstermektedir.

Slime ekstrakti i¢in FT-IR analizi ile ilgili herhangi bir literatiire rastlanmamistir. Bu
nedenle elde edilen pikler IR tablosundan yararlanarak degerlendirilmistir. CH titresim

bantlarmin 3000 ve 3103 cm™’de, OH bandinin ise 3283 cm™’de pik verdigi goriilmiistiir. C-
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N band1 ise 1157 ve 1353 cm™’de pik vermistir. 1085 ve 1308 cm-1’de ise C-O band:

gbzlemlenmistir.
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Sekil 23: %1 Kitosan ve deney gruplarinin FT-IR analizi sonuglari
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Sekil 24: Mukus ekstrakti, %1 kitosan ve mukus deney gruplarinin FT-IR analizi sonuglari
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Sekil 25: Slime ekstrakti, %1 kitosan ve slime deney gruplarinin FT-IR analizi sonuglari
4.6. Biyobozunurluk Deneyi

Kontrol ve deney gruplarinin % agirhk kayiplart 7, 14, 21 ve 28. giinler i¢in
belirlenmistir. Deney sonuglar1 Sekil 26’da gosterilmektedir. Gergeklestirilen biyobozunma
deneyinde deney gruplar1 olduk¢a yiliksek bozunma davranisi sergilemistir. Kitosan i¢in 7 ve
28 giin inkiibasyon siirelerinde ortalama bozunma degeri %1,8-9,4 iken, bu degerler % 1
kitosan-%0.5 slime i¢in %23,6-30,7; % 1 kitosan-%1 slime i¢in %45,3-49,5; % 1 kitosan-%3
slime i¢in %70,7-72,8; % 1 kitosan-%0.5 mukus i¢in %24,4-30,2; % 1 kitosan-%1 mukus i¢in
%44,2-50,4; % 1 kitosan-%3 mukus i¢in %62,7-74,1dir.

Biyobozunma deneyinin sonuglari istatistiksel olarak Two-way ANOVA testi ile
degerlendirilmis ve istatistiksel anlamlilik p<0,05 ile tanimlanmistir. Sekil 26(a) ve (b)’de 7.
giinde deney gruplarinin kontrol grubuna gore anlamli fark: “****” jle gbsterilmistir. Ayrica
yapilan istatistik incelemeler sonucunda 14, 21 ve 28. giinlerde de biitiin gruplar arasinda
anlamli fark (****) mevcuttur. Elde edilen agirlik kayb1 sonuglarina bakildiginda salyangoz
salgilarmin kontrol grubuna kiyasla bozunmay1 hizlandirdigi goriilmektedir. Ayrica eklenen

salg1 ekstrakti orani arttik¢a doku iskelelerinin bozunma hizinin arttigi da gézlenmistir.
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4.7. Antimikrobiyal Test

Salyangoz salgilarinin antibakteriyel aktivitesi bes bakteri tiirii kullanilarak disk
ditizyon yontemi ile incelenmistir. Sonuglara bakildiginda sadece P. fluorescens ve
S.epidermidis bakteri tiirlerindeki disklerin etrafinda zonlar olustugu goriilmektedir. S.aureus,
S.mutants ve E.coli tiirlerinde salgi katkilarinin herhangi bir antimikrobiyal etkisi
gozlenmemistir. P. fluorescens bakteri tiiriinde salgi ¢ozeltilerinin her oraninda, S.epidermidis
bakteri tiirtinde ise sadece %3’liik katki oranlarinda zonlar olusmustur. Sonuglar sekil 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33 ve 34’te belirtilmektedir. Disk difiizyon deneyi ile elde edilen zon gaplari
Tablo 5’te verilmistir. Zon ¢aplarinin ¢ok kii¢iik olmasi sebebi ile zonlarin belirgin bir sekilde

goriilebilmesi i¢in fotogralarin kontrast ayarlar1 diizenlenmistir.

Sekil 27: Salyangoz salgi ¢ozeltilerinin E.coli, S.aureus ve S.mutants bakteri tiirlerine

etkisi(genel goriiniim)
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Sekil 28: %3 mukus salgi ¢ozeltisinin S.epidermidis bakteri tiiriine etkisi

Sekil 29: %3 slime salg1 ¢ozeltisinin S.epidermidis bakteri tiiriine etkisi
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Sekil 31: %0.5 slime salg1 ¢ozeltisinin P. fluorescens bakteri tiiriine etkisi
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Sekil 33: %1 slime salg1 ¢ozeltisinin P. fluorescens bakteri tiiriine etkisi
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Sekil 35: %3 slime salg1 ¢6zeltisinin P. fluorescens bakteri tiirtine etkisi

43



Tablo 4: Antimikrobiyal testler sonucu disklerin etrafinda olusan zon caplari

Kullanilan Bakteri Tiirii | Salyangoz Salgi Tiirii ve Olusan Zon Cap1
Konsantrasyonu
S.aureus Amoksisilin(Kontrol) +
%0.5 -
S.aureus Slime | %1 -
%3 -
%0.5 -
S.aureus Mukus | %1 -
%3 -
S.mutants Amoksisilin(Kontrol) +
%0.5 -
S.mutants Slime | %1 -
%3 -
%0.5 -
S.mutants Mukus | %1 4
%3 -
E.coli Amoksisilin(Kontrol) +
%0.5 -
E.coli Slime | %1 -
%3 -
%0.5 -
E.coli Mukus | %1 -
%3 -
S.epidermidis Amoksisilin(Kontrol) 1,1cm
%0.5 -
S.epidermidis Slime | %1 -
%3 1 mm
%0.5 -
S.epidermidis Mukus | %1 -
%3 1 mm(Sadece 1
disk)
P. fluorescens Amoksisilin(Kontrol) 1,5¢cm
%0.5 1 mm
P. fluorescens Slime | %1 1 mm
%3 1,35 mm
%0.5 1 mm
P. fluorescens Mukus | %1 1,5mm
%3 1,85 mm
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S. TARTISMA

Salyangoz salgilar1 ile ilgili yapilan bir¢ok c¢alisma olmasina ragmen, bu salgilari
kullanarak doku iskelesi elde edilmesi ile ilgili literatiirde oldukg¢a biiyiik bir agik vardir.
Calisma boyunca yapilan arastirmalar sonucunda konu ile ilgili sadece bir kaynaga
rastlanmistir. Angulo ve arkadaglar kitosan/jelatin kullanarak doku iskelesi hazirlamis ve bu
yapmin icine %0.07 ve %0.15 oraninda salyangoz mukusu ve aloe vera ekstrakt
eklemislerdir. Daha sonra elde edilen yapilarin karakterizasyon islemlerini
gerceklestirmislerdir [59]. Bu c¢alismada ise kitosan ve farkli oranlarda (%0.5, %1, %3)
salyangoz salgilar1 kullanilarak doku iskeleleri liyofilizasyon yo6ntemi kullanilarak
olusturulmustur. Kullanilan polimer ve salgi ekstraktlar1 iyi bir sekilde entegre olmasina
ragmen %1 kitosan-%3 slime doku iskelesinde salgi ekstraktinin bir silire sonra polimer
fazdan ayrildigi gozlemlenmistir. Literatiirdeki ¢alismaya benzer sekilde elde edilen salgi
katkili kitosan doku iskelelerinin morfolojisi, gozenekliligi, mekanik 6zellikleri, fiziksel ve

kimyasal karakterizasyonu yapilmuistir.

Doku iskelelerinin gozenekliligi, gozenek boyutu ve yapisi; mekanik 6zellikleri, hiicre
tutunumu, ¢ogalimi ve doku olusumu i¢in 6nemli etkenlerdir. Gozenekler arasi baglanti,
hiicrelerin doku iskelesine tutunumunu kolaylastirir. Ayni1 zamanda, gozeneklilik ve ortalama
gozenek capi, damarlanma i¢in uygun ortami saglayarak kan yolu ile saglanan oksijen ve

besin maddelerinin transferi igin kritik rol oynar.

Literatiir caligmalari g6z Oniine alindiginda, Sherwood ve ark.larmin kikirdak
rejenerasyonu i¢in gozenekliligin % 90 olmasi gerektigini belirtmig, Xie ve ark. ise dogal
kikirdak yapisini daha iyi taklit edebilmek i¢in bu oranin daha diisik (%71) olmasi
gerektigini belirtmistir [63,64,65]. Yapilan calismada mukus ve slime katkili doku
iskelelerinin tim gruplarinda %80’in lizerinde yiiksek gozeneklilik elde edilmistir. Kontrol
grubu olan kitosanin gozeneklilik degeri %81,1; deney gruplarinda ise gézeneklilik degerleri
% 1 kitosan-%0.5 slime i¢in %88,9; % 1 kitosan-%]1 slime i¢in %88,9; % 1 kitosan-%3 slime
i¢in %87,8; % 1 kitosan-%0.5 mukus i¢in %88,9; % 1 kitosan-%1 mukus i¢in %84.,9; % 1
kitosan-%3 mukus i¢in %90,1°dir. Doku iskelelerine eklenen salgi katkisinin gozeneklilik
oranini arttirdigi goriilmektedir. Bunun yanisira salgir ekstrakti yiiklii kitosan doku
iskelelerinin homojen bir mikroyapiya sahip oldugu gozlenmistir. Morfolojideki homojenite

yapinin mekanik dayanimini da olumlu etkilemistir.
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Optimum goézenek biiyilikligiiniin, neovaskiilarizasyon i¢in 5 pum, fibroblastin doku
iskelesi i¢ginde biiylimesi i¢in 5-15 pm, hepatositlerin biiyiimesi i¢in 20 um, osteokondiiksiyon
icin 200-350 um, deri rejenerasyonu igin 20-125 pm ve kikirdak hiicrelerinin doku iskelesinde
tutunmasi ve bilyiliyebilmesi i¢in uygun goézenek boyutu araliginin 150-200 pm oldugu
belirlenmigtir [66-71].

Griffon ve ark. yaptig1 calismada degisik gézenek caplarina sahip (<10pum, 10-50 pum,
70-120 pm) kitosan doku iskeleleri ftretilmis ve in vitro hiicre kiiltiiri g¢alismalar
gerceklestirilmistir. Yapilan karakterizasyon testleri ile gozenek ¢apinin hiicre tutunumuna ve
cogalmasina olan etkileri arastirilmistir. Sonu¢ olarak gozenek biiylikliiglinliin artmasiyla
hiicrelerin doku iskelelerine daha iyi tutundugu, matriks ve kondrogenez olusumunun artis

gosterdigi bulunmustur [72].

Nettles ve ark. yaptigi ¢alismada liyofilizasyon yontemi kullanilarak kitosan doku
iskeleleri elde edilmis ve hiicre kiiltiirii calismalart yapilmistir. Calismanin  SEM

karakterizasyonlarinda ortalama gozenek ¢apinin 67.6 um oldugu belirlenmistir [73].

Tan ve ark. yaptig1 c¢alismada jelatin/kitosan/hyaluranon kullanilarak kompozit doku
iskeleleri tretilerek yapiya PLGA mikropartikiilleri entegre edilmistir. Doku iskelelerinin
karakterizasyonlar1 ve hiicre kiiltiirli islemleri gerceklestirilmistir. Elde edilen SEM analizi
sonucunda yalnizca kitosan kullanilarak hazirlanan doku iskelesinin gozenek ¢api 200 um

olarak olgiilmiistiir [74].

Bu ¢alismada SEM analizi sonucu, kontrol grubu kitosanin ortalama gézenek ¢api
215,7£73,4 olarak bulunmustur. Mukus ve slime katkili gruplarda ise bu degerler % 1
Kitosan-%0.5 slime i¢in 160,2+60,6; % 1 kitosan-%]1 slime i¢in 182+58,3; % 1 kitosan-%3
slime i¢in 144,3+36; % 1 kitosan-%0.5 mukus i¢in 204,4+70,6; % 1 kitosan-%1 mukus i¢in
197,2480,4; % 1 kitosan-%3 mukus i¢in 175,6+73,7 olarak Ol¢ililmiistiir. Sonuclar
incelendiginde, elde edilen gbzenek caplarinin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
Kontrol grubu ile deney gruplart karsilastirildiginda, yapilara eklenen salyangoz salgisi
oranlart arttikca gozenek c¢aplarinda azalma ve gbézenek duvarlarinda genisleme meydana
geldigi goriilmektedir. Ayrica iki salgi tiirli arasinda mukusun gézenek capina olan etkisinin
belirgin bir azalma trendi gosterdigi gozlenmistir. Bunun nedeni, yliksek konsantrasyonda

(%3) slime katkisinin kitosanin yapisina tam olarak dahil olamamasidir.

Elde edilen SEM goriintiileri ve Olcililen gézenek ¢aplarindan elde edilen histogramlar

incelendiginde, doku iskelelerinde homojen mikroyap1 elde edilmis, benzer yapidaki gdzenek

46



dagilimlar1 ve gozenekler arasinda belirli bir gecis oldugu gézlenmistir. Eklenen salgi oranlari
arttikca goézenek dagilimlarmin kitosana gore farklilik gosterdigi belirlenmistir. %1 mukus-
%0.5 mukus ve %1 kitosan-%3 slime doku iskeleleri kontrol grubu ile daha benzer bir
dagilima sahiptir. Ancak %1 kitosan-%3 slime doku iskelelerinde eklenen salgi polimer
yapiya dahil olamamaktadir. Yiiksek gozeneklilik ve uygun gozenek capi araliginda iiretilen
mukus ve slime katkili kitosan doku iskelelerini, hiicre tutunumu, hiicrelerin beslenmesi ve

cogalimi i¢in uygun yapilar oldugu diistiniilmektedir.

Hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagsmasi igin gegici destek matrisleri gibi davranan doku
iskelelerinde bir diger 6nemli 6zellik sisme davranisidir. Doku iskelesi viicutta defekt bolgeye
yerlestirildiginde, ilk olarak viicut sivisi ile temasa geger ve malzeme yilizeyinde protein
tutunumunu tetikler. Daha sonra malzeme ylizeyinde hiicre tutunumu gergeklesir. Ayrica,
doku iskelesinin sisme yetenegi; suyu tutmasi, viicut sivilarini adsorbe etmesi, besin ve

metabolitleri hiicrelere aktarmasinda 6nemli bir rol oynar.

Vishwanath ve ark.larinin yaptigi calismada farkli oranlarda (90:10, 80:20, 60:40,
50:50) kitosan ve ipek fibrin kullanilarak kompozit doku iskeleleri iiretilmistir. Elde edilen
doku iskelelerinin sisme Ozellikleri incelendiginde, kitosan oraninin fazla oldugu doku

iskelelerinin su tutma kapasitelerinin daha iyi oldugu belirlenmistir (~222—-262%) [75].

Angulo ve ark. yaptigi calismada kitosan/jelatin doku iskelelerine aloe vera ve
salyangoz mukusu eklenerek olusturulan doku iskeleleri i¢in sisme deneyi gerceklestirilmistir.
Sonug olarak %0,07 oraninda aloe vera ve mukus eklenen doku iskelelerinin su tutma 6zelligi
(%600-%1000), %0,15 oraninda aloe vera ekstrakti ve mukus eklenen doku iskelelerine gore

daha iyi sonu¢ vermistir [59].

Sonuglara bakildiginda salyangoz salgilarinin, elde edilen yapilarin hidrofilikligini ve
dolayisiyla su tutma oOzelligini azaltti§i gozlenmistir. Ayrica eklenen salgi orani arttikca
hidrofilik 6zelligin daha da azaldig1 gériilmektedir. Bunun sebebi salgilarin hidrofobik 6zellik
gostermesi ile agiklanabilir. Salyangoz salgilari su tutma kapasitesini azaltmasina ragmen elde

edilen sisme degerlerinde literatiir ile uyumlu sonuglar bulunmustur.

Mekanik dayanim da, doku iskelesi tasariminda g6z oniinde bulundurulmasi gereken bir
diger ozelliktir. Olusturulan doku iskeleleri dogal dokunun verdigi stresi karsilayacak
dayaniklilikta olmalidir. Ayrica, doku iskelelerinin gozenek boyutu, dagilimi ve

mikroyapidaki homojenite, mekanik 6zellikler tizerinde oldukga etkilidir.

Correia ve ark. yaptig1 caligmada kitosan ve hiyaluronik asit (%1, %5, %10)

kullanilarak doku iskeleleri olusturulmus ve karakterizasyon islemleri gerceklestirilmistir.
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Daha sonra in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen yapilarin mekanik
dayanimlar1 basma testi yapilarak tespit edilmistir. Mekanik deneyler hem kuru doku
iskeleleri i¢in hem de viicut sivist (PBS) igerisinde bekletilen doku iskeleleri i¢in
gergeklestirilmistir. Sonug olarak, basma modiiliiniin en yiiksek oldugu deger, kontrol grubu
olan kitosan doku iskelelerinde gozlenmistir. Basma modiilleri 291,03 kPa (kuru doku

iskelesi) ve 2,84 kPa (1slak doku iskelesi) olarak hesaplanmigtir [76].

Angulo ve ark. ise kitosan/jelatin doku iskelelerine salyangoz mukusu ve aloe vera
ekstrakti ekleyerek olusturduklari doku iskelelerine ¢ekme deneyi uygulamislardir. Elde
edilen sonuglarda kontrol grubu olan kitosan/jelatin doku iskelelerinin Elastik modiilii
degerinin (4,99 MPa) deney gruplarina oranla daha iyi oldugu belirlenmistir. Deney
gruplarinda ise elastik modiiliin en iyi oldugu grup %0,15 oraninda salyangoz mukusu ve aloe

vera ekstrakti eklenen doku iskelesidir (1,65 MPa) [59].

Bu ¢alismada yapilan mekanik deney bes tekrarli ve ASTM-D 5024-95a standardina
uygun sekilde gerceklestirilmistir. Deney gruplart ve kontrol grubu kiyaslandiginda, eklenen
salgi oraninin artmasi ile elde edilen yapilarin mekanik dayaniminin arttigi goriilmektedir.
Ancak deney esnasinda %3’liik slime doku iskelesinde, polimere eklenen salginin yapidan
ayrildig1 ve ekstrakt haline geldigi; %3’liikk mukus doku iskelesinde ise eklenen salginin
malzemeyi gevreklestirdigi, kirilir hale getirdigi gozlemlenmistir. Sonuglar incelendiginde,
mukus ve slime katkilarinin mekanik dayanim {izerinde olumlu etki gosterdigi, ayrica duvar
kalinliginin en fazla oldugu gruplarda mekanik dayanimin da en iyi sonuglar verdigi
goriilmektedir. Ancak diger c¢alismalar ile Kkarsilastirildiginda elde edilen sonuglarin

gelistirilmesi gerektigi gozlenmistir.

Olusturulan doku iskelelerinin ve salgi ekstraktlarinin kimyasal karakterizasyonu i¢in
FT-IR analizi gerceklestirilmistir. Sonuclar literatiir ile karsilastirilmis ve benzer sonuglar elde
edildigi goriilmiistiir.

brahim ve ark. galismasinda kitosan spektrumunda 3421 cm™'deki pikin NHz ve OH
germe titresimlerine bagl oldugunu, 2920 ve 2881 cm™deki bantlarm, CH gerilme
titresiminden kaynaklandigimni, 1650 ve 1560 cm™deki bantlarm, yetersiz miktarda C-NH:'ye
bagl oldugunu sdylemistir. CHz ve CHj titresimleri Sirasiyla 1423 ve 1380 cm™ bantlarinda
verilmistir. 1154 ile 1032 cm™? bolgelerindeki bantlarm, C-O—C baglantis1 oldugu
belirtilmistir. 1150 ile 1000 cm™ araliginda, ayn1 zamanda, seker halkalariyla baglantili
"kombinasyon titresim" bantlarinin oldugunu, son olarak ise C-N karakteristik bandin 898 cm’

'de ortaya ¢iktigini bildirmislerdir [77].
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Mansur ve ark. ve Costa ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarda kitosan numunesi i¢in, sakkarid

1 civarinda ana

karakteristik pikleri gozlemlemislerdir [78,79]. Ek olarak, 1740, 1480 ve 1346 cm™deki giiclii

yapisina (kitosanin tekrar eden birimi olarak) iliskin 844 ve 1151 cm’

absorpsiyon pikleri sirastyla amid I, II ve III pikleri olarak rapor edilmistir. 1382 ve 1417 cm’
Ydeki keskin piklerin, CHs simetrik deformasyon modundan kaynaklandigi belirtilmistir.
Ayrica, 1081 ve 1122 cm™'deki genis bantlarin kitosandaki C-O esneme titresimini gdsterdigi
ve 3447 cm™'de bir baska pikin, amin N-H simetrik titresimini gdsterdigi sdylenmektedir.
Don ve ark. ise yaklasik 2947 cm™de goriilen pikin tipik C-H germe titresimlerine bagl
oldugunu belirtmistir [80].

Helix aspersa mukusu icin Skingsley ve ark. yaptigi c¢alismada, profilin Arion ater

1 civarinda bir banttan

salyangozu ile benzer amid bilesenleri gosterdigini ancak 1400 cm’
yoksun oldugunu sdylemistir. Bunun da CH veya OH biikiilmesinde ya da COO- uzamasinda
degisiklik gosterebilecegi belirtilmistir. 1800 cm™ ve 2000 cm ™ arasinda diisiik seviyede bir
aromatik bozukluk oldugu bildirilmektedir. 3510 cm*’de OH band:1 yapis1 gdzlemlenmistir.

1640 cm™ ve 1545 cm sirasiyla Amide I ve Amide II’yi temsil etmektedir [81].

Pancake ve ark. yaptig1 calismada ise 1735 cm™ pikinin karboksil grubunu temsil ettigi,
1640, 1530 ve 1240 cm™’in amid baglari pikleri oldugu sdylenmistir. 1240 ve 1000 cm™
piklerinin ise siilfat grubuna denk geldigi belirtilmistir [82].

Elde edilen FT-IR analizi sonuglarinda ok ile isaretlenen bolgelerde piklerin bir kismi
daha keskin bir hal almig bir kismi ise geniglemistir. Bu verilere bakilarak yapilarin birbiri ile

etkilesim gosterdigi anlagilmaktadir.

Biyobozunurluk, uzun vadeli basari i¢cin herhangi bir doku iskelesinin tasariminda
dikkate alinmasi gereken 6nemli bir kriterdir. Biyobozunma, bir biyolojik sistemde implante
edilen biyomalzemelerin kademeli olarak pargalandigi kimyasal siireci ifade eder. Bu durum,
doku iskelelerini ¢esitli enzimler ve diger aktif maddeleri igeren doku sivilarina maruz
birakarak gerceklestirilir. Implante edilen greft materyalleri zamanla bozunmaya ugrar ve
doku olusumunu baglatir. Bununla birlikte, implant alaninda yeni dokunun biiytime hizini ve

stirdiiriilebilirligi kargilamasi gereken optimum bir bozulma orani esastir.

Kitosanin daha yiiksek deasetilasyon derecesi, lizozim tarafindan daha hizli bozunmaya
yol acar. N-asetil glukozamin dizilimleri lizozimin etkisi ile hidrolize edilir ve bozulmus
triinler GAG ve glikoprotein metabolik yollarina dahil edilir ve atilir. Ayrica yiiksek
deasetilasyon derecesine sahip formlarin (6rn. % 85) biyobozunurlugu daha uzun siirede

gerceklesir. Deasetilasyon derecesi diistiikkce bozunma hizi artar.
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Mallick ve ark. yaptigi ¢alismada farkli oranlarda kitosan-PLLA ve farkli ¢apraz
baglayicilar kullanilarak doku iskeleleri elde edilmistir. Uretilen doku iskelelerinin
biyobozunma Olglimleri yapildiginda en fazla agirhik kaybi (%39) kontrol grubu olan

kitosanda goézlemlenmistir [83].

Angulo ve ark. yaptigi calismada ise Kitosan/jelatin doku iskelelerine aleo vera ve
salyangoz mukusu eklenerek olusturulan doku iskeleleri i¢in biyobozunma deneyi
gerceklestirilmistir. Sonug olarak %0,15 oraninda aloe vera ve mukus eklenen doku
iskelelerinin biyobozunurlugu %0,07 oraninda aloe vera ve mukus eklenen doku iskelelerine

gore daha iyi sonug vermistir [59].

Slime ve mukus kullanilarak olusturulan doku iskelelerinin bozunma hizint %9,4’ten
%74,1’e arttirdig1 goriilmektedir. Ayrica eklenen salgi orani ile bozunma hizi arasinda dogru
oranti oldugu sdylenebilir. Elde edilen sonuclarin literatiir ile de uyumlu oldugu

gorilmektedir.

Kikirdak doku i¢in biyobozunma hizinin daha az olmasi gerekmektedir. Bu sebeple elde
edilen yapilar icin ilerleyen asamalarda capraz baglayici kullanarak yapinin biyobozunum
hizinin azaltilabilecegi diistiniilmektedir. Bozunum hizlar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda

doku iskelelerinin kemik doku rejenerasyonu i¢in uygunlugu arastirilabilir.

Salyangoz salgilar1 i¢in yapilan bir diger karakterizasyon antimikrobiyal testtir.
Dolashka ve ark. salyangoz salgilarindan peptid izole ederek gram pozitif Propionibacterium
acnes (strain 266 (IA), Propionibacterium acnes KPA171202) ve gram negatif E.coli
NBIMCC, Helicobacter pylori bakteri tiirlerindeki etkilerini arastirmigtir. Sonug olarak elde

edilen peptidlerin bakteri tiirlerinde zon olusturdugu gozlemlenmistir [84].

Pitt ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada Helix aspersa salyangoz mukusunun
antmikrobiyal 6zelligini arastirmistir. Birgok bakteri tiirii ile yapilan ¢alismada Helix aspersa
mukusunun Pseudomonas aeruginosa bakteri tiirline karsi etkili oldugu ortaya konmustur
[58].

Caligmada ise salyangoz salgilarimin antimikrobiyal Ozelligini arastirmak igin
S.epidermidis, E.coli, S.aureus, S.mutants ve P. fluorescens olmak iizere bes bakteri tiirii
kullanilmistir. S.aureus; Pigmentli, cogunlukla aerop iireyen, sporlari olmayan, gram pozitif,
hareketsiz ve kapsiilsiiz bir bakteri tiirtidiir. Antibiyotiklere kars1 diger bakteri tiirlerine gore
daha ¢ok diren¢ gosterir. Deride ve mukozada enfeksiyonlara, bademcik iltihabina, faranjiet,
gida zehirlenmesine sebep olmaktadir. S.epidermidis; gram pozitif, bir bakteri tiirtidiir. Baz1

zamanlarda insan ve hayvan cildinin mukoz membranlarinda  goriilmektedir.
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Penisilin ve metisilini de igeren genis bir antibiyotik grubuna kars1 direng gosterir. Bu bakteri
tirine en ¢ok bagisiklik sistemi diigik olanlarda, intravendz ilag kullananlarda,
yenidoganlarda, yaslilarda ve  Kkateter  kullananlarda  rastlanmaktadir.  E.coli;
memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda yasayan bakteri gram negatif bir bakteri tiirtidiir. En
cok viicut sicakliginda cogalir. ishal, idrar yolu iltihabi, menenjit gibi hastaliklara neden
olmaktadir. S.mutants; ¢ogunlukla insan agzinda bulunan gram-pozitif bir bakteri tiiriidiir. Dig
ciiriiklerinin olusmasinda biiyiik bir etmendir. P. fluorescens; gram negatif bir bakteri tiiriidiir.
4°C’de ireyip 41 °C’de iireyemez. Hastane mikrobu olarak bilinen Pseudomonas

aeruginosa’nin patojen olmayan tiirtidiir.

Bu bakteriler ile gergeklestirilen antimikrobiyal testlerde; %0.5, %1, %3 oraninda
hazirlanan salyangoz salgi ¢ozeltilerinin P. fluorescens ve S.epidermidis bakterilerine karsi
etki gosterdigi tespit edilmistir. P. fluorescens igin diskler etrafinda her oranda zon olusurken,
S.epidermidis bakteri tiiriinde yalnizca %3’liik oranlarda zon olustugu goézlemlenmistir. Oran
arttirtlarak deneyler tekrarlanirsa salyangoz salgilarimin S.epidermidis bakteri tiirline olan

etkisinin artacagi sdylenebilir.

Yapilan ¢alismada {iretilen doku iskeleleri i¢in in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 da
planlanmistir. Ancak biitiin karakterizasyon islemlerinin tamamlanmasi tahmin edilen siireden
daha uzun siirdiigii i¢in ¢calismanin bu asamasi gergeklestirilememistir. Bir sonraki agamada
elde edilen sonuglardan yola c¢ikarak, tretilen doku iskelelerinin sitotoksik etkisi,
biyouyumlulugu, hiicre yapismasina ve ¢ogalmasina ne derece uygun oldugu in vitro hiicre
kiiltiiri  caligmalar1 ile belirlenecektir. Bdylelikle farkli oranlarda salyangoz salgisi
kullanilarak hazirlanan yapilarin hiicreler lizerine olan etkisi arastirilacaktir. Ayrica histolojik
analizler ile doku iskelelerinde olusan kollajen ve GAG yapilart Masson Trichrome ve

Toluidin Blue boyamalari ile gdzlemlenebilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada fiiretilen doku iskelelerinin kikirdak dokuya uygunlugunu arttirmak igin,

kikirdak doku ile benzer igerige sahip olan salyangoz salgilar1 kullanilmistir.

Salyangoz salgilari; sitotoksik etki goOstermeyen, biyouyumlu, biyobozunur,
antibakteriyal 6zellik gosteren ve yapisinda kikirdak dokuda bulunan glikoproteinleri

iceren kitosan ile birlikte kullanilmigtir.

Doku iskelelerinde kullanilan salyangoz salgilarinin doz optimizasyonlar literatiir
calismalar1 g6z Onilinde bulundurularak belirlenmistir. Elde edilen farkli katki

oranlarinin doku iskeleleri tizerindeki etkileri karakterizasyon testleri ile incelenmistir.

Yapilan SEM analizinde, polimere eklenen salgi katkisi oranlari arttik¢a gozenek
caplarinda kontrol grubuna gore bir azalma oldugu tespit edilmistir. Ayrica yapilan
gozeneklilik deneylerinde tretilen doku iskelelerinin %80’in iizerinde gozeneklilige

sahip oldugu belirlenmistir.

Doku iskelelerinin sisme analizlerinde ise salyangoz salgilarinin polimere dahil olmasi
ile yapilarin su tutuma kapasitelerinin kontrol grubuna gore azaldigi belirlenmistir.
Salgi oranlar arttik¢a hidrofilik 6zelligin azaldig1 goriilmektedir. Ancak, elde edilen
su tutma kapasitelerinin literatlir ile kiyaslandiginda yeterli diizeyde oldugu

goriilmektedir.

Polimere eklenen salyangoz salgilari biyobozunurluk iizerinde oldukga olumlu
sonuglar  vermistir.  Yapilan analizler sonucunda salgi oranlar1 arttikca

biyobozunurlugun arttig1 saptanmaistir.

Bununla birlikte biyomekanik analizler sonucunda kitosan ve salyangoz salgilari
kullanilarak hazirlanan doku iskelelerinin kontrol grubuna gore daha iyi mekanik
sonuglar verdigi belirlenmistir. Eklenen salg1 oran1 arttikga mekanik dayanimin arttig
goriilmiistiir. Ancak %3 slime orani ile hazirlanan doku iskelelerinin mekanik deney
sirasinda toz haline geldigi, eklenen salginin polimer fazdan ayrildig: gézlemlenmistir.
%3’liikk mukus orani ile hazirlanan doku iskelelerinde ise mekanik dayanimin en iyi
oldugu grup olmasina ragmen, malzeme i¢inde kirtlmalar meydana getirdigi ve yapiy1

gevreklestirdigi goriilmiistiir. Viicut igerisindeki ortami taklit etmek amaci ile simiile
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viicut s1vist igerisinde inkiibe edilen doku iskelelerine 1slak basma testi uygulanmasi

planlanmaktadir.

Antimikrobiyal 6zellikleri arastirilan salyangoz salgilar1 S.aureus, S.mutants, E.coli,
S.epidermidis ve P. fluorescens bakteri tiirlerinden; S.epidermidis ve P. fluorescens
tizerinde etki géstermistir. S.epidermidis’de yalnizca %3’liik oranlarda zon olusturan
salgilardan, P. fluorescens’in bakteri tiiriinde her oranda olumlu sonuglar alinmistir. P.
fluorescens’in hastane mikrobunun bulasict olmayan bir tiirii oldugu bilinmektedir.
Elde edilen bu sonuglarla salyangoz salgilarinin antimikrobiyal 6zelliklerine iliskin

daha farkli ¢alismalar planlanabilir.

Calismanin bir sonraki asamasinda in vitro hiicre kiltirii deneyleri yapilarak
sitotoksisite, biyouyumluluk arastirmalar1 yapilacak ve elde edilen yapilarin hiicre
tutunumuna ne derece izin verdigi, ¢ogalmayi nasil etkiledigi, kikirdak hiicreleri
tizerinde nasil bir etkisi oldugu belirlenecektir. Ayrica histolojik boyamalar ile doku
iskelelerinde olusan kollajen ve GAG yapilarinin olusumu gozlemlenecektir. Ayrica
salyangoz salgilarmin farkli hiicre tipleri (fibroblast, osteoblast) iizerine olan

etkilerinin de in vitro hiicre kiiltiiri galismalari ile arastirilmasi planlanmaktadir.

In vitro analizler sonucunda elde edilen veriler degerlendirilerek bir sonraki asama
olan in vivo (deney hayvani) ¢alismalar1 gerceklestirilecektir. Bu sayede elde edilen

yapilarin viicut igerisinde nasil bir etkisi oldugu gozlemlenebilecektir.

Calismanin ilerleyen asamalarinda, doku iskelelerinin hazirlanmasi i¢in farklh

polimerler veya ¢apraz baglayicilar kullanilmasi da distiniilmektedir.
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