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BALIK DERISINDEN iZOLE EDILMIiS KOLLAJENDEN KRiYOJEL DOKU
ISKELESI URETIMI

Zeynep CETINKAYA

0z

Doku miihendisligi; hasar gormiis dokularin, gézenekli bir doku iskelesi ve hiicreler
kullanilarak  rejenere  edilmesini  amaglayan bir  bilim  dalhidir.  Cesitli
biyomalzemelerden iiretilen ve birbiriyle baglantili gozenek yapist ile hiicresel
baglanmay1, farklilasmayi ve ¢ogalmayr destekleyen doku iskeleleri; viicutta farkli
organ ve dokularin rejenerasyonunda kullanilmaktadir. Kollajen; insan viicudunda
bulunan bag dokusunun en 6nemli bileseni olmasi ve biyouyumlulugu sayesinde son
yillarda doku iskelesi iiretiminde tercih edilen dogal bir polimerdir. Kriyojelasyon
yontemi diger doku iskelesi liretim yontemlerine gore daha basittir ve bu yontemle
tiretilen doku iskeleleri birbiriyle baglantili gézenek yapilarina sahiptir. Bu 6zellikler
dogrultusunda bu ¢alismada balik derisinden kollajen izole edilmis ve bundan
kriyojelasyon yontemi ile doku iskelesi tiretilerek karakterize edilmistir. Yapilan SEM
analizinde gozenekli yapisi ortaya konulan kollajenin, UV-Vis analizi sonucunda
protein yapist kanitlanmig ve Zeta potasiyeli ile izolektrik noktasi belirlenerek
yapisinda bulunan Amit A, Amit B, Amit I, Amit 1l ve Amit Il karakteristik pikleri
FTIR analizinde gozlenmistir. Kollajen izolasyonunda verim hesaplanarak asitte
¢oOziiniir kollajen (ASC) i¢in %14.53 ve pepsinde ¢oziiniir kollajen (PSC igin) ise
%2.42 bulunmustur. izole kollajen kullamlarak kriyojelasyon yontemi ile iiretilen
doku iskelesi karakterizasyonu i¢in ise sisme ve degredasyon siiregleri incelenmistir.
FTIR analizi ile; kollajen ve gluteraldehit (GA) reaksiyonuna ait C=N (Schiff bazi)
bagt 1655 cm? dalga boyunda goriilmiistir. SEM analizinde; sabit GA
konsantrasyonunda artan kollajen konsantrasyonu ile kriyojellerin gézenek ¢apinin ve
duvar kalmhgnin  arttifi, sabit kollajen konsantrasyonunda artan GA
konsantrasyonlarina bagl olarak gézenek ¢apinin azaldigi, duvar kalinliginin 6nemli
Olgiide  degismedigi gozlenmistir. Sabit GA  konsantrasyonunda, kollajen
konsantrasyonu arttik¢a ve sabit kollajen konsantrasyonunda GA konsantrasyonlari
arttikga sisme oranlarinin azaldigi gozlenmistir. Sabit GA konsantrasyonunda kollajen
konsantrasyonu arttikga ve sabit kollajen konsantrasyonunda GA konsantrasyonu
arttikca agirlik kaybi azalmistir. Bu sonuglarin birbirini destekledigi gortilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Doku Miihendisligi, Kollajen, Kollajen Izolasyonu, Doku
Iskelesi, Kriyojel

Damisman: Dog. Dr. Nimet Karagiille, Mersin Universitesi, Kimya Miihendisligi Ana
Bilim Dal1
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CRYOGEL SCAFFOLD PRODUCTION FROM FISH SKIN ISOLATED
COLLAGEN

Zeynep CETINKAYA

ABSTRACT

Tissue engineering is a discipline which aims regenerating damaged tissues by using
porous scaffolds and cells. Scaffolds produced from various biomaterials and by its
interconnected pore structure supporting cell attachment, differentiation and
proliferation, are used regeneration of various organs and tissues. Collagen is a natural
polymer used for scaffold production in the late years because of its being the most
important component of connective tissue and biocompatibility. Cryogelation is a
simple technique compared to other scaffold production methods and scaffolds
produced with this method have interconnected porous structure. In accordance with
these properties, collagen from fish skin was isolated in this study and scaffolds were
produced and characterized with cryogelation method. By SEM analysis, porous
structure of collagen, and by UV-Vis analysis protein structure was proven with and
by Zeta potential iso-electrical point of it was determine, and, Amit A, Amit B, Amit I,
Amit Il and Amit 11l characteristical peaks were demonstrated byFT-IR analysis. The
collagen isolation yield was, 14,53% for acid soluble collagen (ASC) and 2,42% for
pepcin soluble collagen. For scaffold characterisation produced by cryogelation
method using isolated collagen, swelling and degradation processes were studied.
With FTIR analysis, C=N bond belonging to gluteraldehitreaction with collagen was
found to be at 1655 cm™. In the SEM analysis, it was observed that increasing
collagen concentration while GA concentration was constant, increased the pore
diameter and the wall thickness; and increasing GA concentration while the collagen
concentration was constant, pore diameter was decreased and the wall thickness did
not change significantly. When the collagen concentration was increased while GA
concentration was constant and GA concentration increased while collagen
concentration was constant, the swelling ratio decreased. When the collagen
concentration was increased while GA concentration was constant and GA
concentration increased while collagen concentration was constant, the weight loss
decreased. These results supported each other.

Key Words: Tissue Engineering, Collagen, Isolation of Collagen, Scaffold, Cryogel

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Nimet KARAGULLE, Mersin University, Department of
Chemical Engineering
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1.GIRIS

Gilinimiizde genis Olgekteki yanik, yaralanma, hastalik ve enfeksiyon gibi
travmalar sonucu hasara ugramis organ ya da dokunun onarimi amaciyla gelistirilen
doku miihendisligi bilimi alanindaki ¢alismalar; doku veya organa spesifik hiicrelerin
doku iskelesi ile bir araya getirilerek yeni dokunun olugsmasini ve o dokularin rejenere
edilmesini saglar. Doku miihendisligi yaklasimi kapsaminda viicudun bag dokusuna
benzer yapay bir doku iskelesi iiretilir ve onarimi yapilacak dokunun hiicreleri ile bir
araya getirilir. Farkli doku hiicrelerinin dogal veya sentetik biyobozunur matrislerle bir
araya getirilmesi ve yasayan yapilarin iretilmesi doku miihendisligi alaninda en
yaygin kullanilan girisimdir.

Doku iskelelerinin en Onemli Ozelligi birbiriyle baglantili genis gozenek
yapisina sahip olmalaridir. Bu gozenekler iginde hiicrelerin ilerleyebilmesi ve 3
boyutlu doku benzeri yapilar olusturmalari beklenir. Doku iskelesi malzemesi
biyobozunur olmalidir. Viicuda yerlestirildikten sonra bozunarak yok olmasi (viicut
tarafindan elimine edilmesi), yerini yeni olusan dokuya birakmasi istenir. Hem
kendisinin hem de bozunma iiriinlerinin biyouyumlu olmasi ve herhangi bir olumsuz
yan etkiye yol agmamasi gerekir. Doku iskelesi iiretiminde birgok sentetik ve dogal
polimer denenmistir.

Kollajen; dogal dokuda bulunan bag dokusunun en 6nemli bileseni olan, dogal
bir polimerdir. Kollajenden iretilen doku iskeleleri doku miihendisligi
uygulamalarinda son yillarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Kollajenin mevcut
arastirma ve uygulama alanlari; mekanik destek malzemesi olarak iiroloji, yapay deri,
hiicresel baglanmay1 kolaylastirmasi icin kaplama, ila¢ tasima sistemi, ortopedik
uygulamalar, yumusak doku iyilestirmesi, yara kapama, kan damarlarin1 yeniden
yapilandirmada yap1 iskelesi olarak kullanilmasidir. Ulkemizde kollajen iiretimine
rastlanmamasi ve insan, sigir, tavsan ya da tavuk gibi hayvanlardan elde edilen
kollajen maliyetinin (buzagi derisinden elde edilen 250 mg kollajen fiyat1 569 Avro
olmak iizere) yiiksek olmas1 doku miihendisliginin gelismesi alaninda 6nemli bir engel
olusturmaktadir. Bu calisma kapsaminda, iilkemizde {iretimi yapilmayan ve oldukga
pahali bir {iriin olan kollajen, atik olan kdpek balig1 derisinden izole edilmis ve bundan
doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak iizere kriyojel doku iskeleleri

iretilerek karakterize edilmistir.
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Doku miihendisliginde doku iskelelerinin hazirlanmasinda ¢esitli yontemler
onerilmis ve kullanilmistir. Kriyojelasyon yontemi bunlar arasinda nispeten en
yenilerindendir. Kriyojeller, genis ve birbiriyle baglantili gozenek yapilarna sahiptir
ve diger doku iskelesi yontemlerine gore g¢ok basit bir yontemle iiretilirler. Su
absorpsiyon kabiliyetleri ¢ok yiiksektir, ¢cok hizli siserler. Elastik bir yapidadirlar,
mekanik o6zellikleri de bir¢ok uygulama igin yeterlidir. Dolayisiyla bu calisma
sayesinde doku iskelesi iiretimi yontemi olarak kriyojelasyon yontemi uygulanmis ve
doku iskelesi uygulamalarinda kollajenin ¢ok basarili bir hammadde olmasi nedeniyle

balik derisinden izole edilen kollajen kullanilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1 DOKU MUHENDISLIGI
2.1.1. Doku Miihendisligi Yaklagimi

Doku miihendisligi; kaybedilmis veya hastalikli dokularin onarilmasi veya
degistirilmesi amaciyla viicuda nakledilmek {iizere yeni biyolojik esdegerlerinin
gelistirilmesi temeline dayanan biyoteknoloji alanidir.

Doku miihendisligi, multidisipliner bir alan olup, makine miihendisligi,
malzeme miihendisligi, genetik bilimi ve yasam bilimlerinin ortak ¢aligmasi sonucu
ortaya ¢ikmistir. Doku mihendisligi terimi ilk olarak 1987°de California
Universitesi’nden Dr. Y.C. Fung tarafindan NSF’nin (National Science Foundation)
bir toplantisinda dile getirilmis ve bilimsel gevrelerin “doku mithendisligi” konusunda
odaklanmasinda ise iki makale ¢ok etkili olmustur. Bunlardan biri Nerem tarafindan
1991°de “hiicre miithendisligi’’(Nerem, 1991), digeri ise Langer ve Vacanti tarafindan
1993°te Science dergisinde “doku miihendisligi” (Langer ve ark., 1993) baslig: altinda
yayinlanmistir.

Doku miihendisligi; dogal dokunun islevini taklit etmeye ¢alisir. Bu nedenle,
islevsel biyolojik destek yapilarin gelistirilmesinin en iyi hale getirilmesi igin, taklit
edilen dokunun dogal kosullarinin tam olarak anlagilmasi gerekir (Moroni ve ark.,
2008). Bu alanda ¢alismalar yiiriiten arastirmacilar, deriden yapay sinirlere ya da kalp
dokusuna kadar ¢ok farkli viicut dokusu tlizerinde c¢alisarak cesitli derecelerde basarilar
elde etmektedir. Buna bagh olarak doku miihendisligi alaninda gelistirilen {iriinlerin
gelecekte organ nakli ihtiyacini azaltacagi ve hatta ortadan kaldiracagi iizerinde
durulmaktadir (Priya ve ark., 2008). Doku miihendisliginde tedaviler {i¢ farkli
yaklasim ile vyiiriitiilebilir. Tlk yaklasim olarak; molekiil, érnegin biiyiime faktorii
hasarli doku veya organa enjekte edilir veya uygun bigcimde yerlestirilir(6rnegin
kontrollii salim sistemi). Bu molekiil, hastanin kendi hiicrelerinin yarali bolgeye
hareketini saglar ve onlar1 istenilen tiir hiicreye dontistlirerek dokuyu rejenere eder. Bu
yaklasim, kiiciik doku hasarlart durumunda gecerlidir. ikinci yaklasimda, cesitli
kaynaklardan izole edilen hiicrelerin uygun polimerik tastyicilardaki kapsiilleri
(mikrokapsiil veya makrokapsiil) hazirlanarak viicuda verilir ve doku onariminin
gerceklesmesi saglanir. Doku miihendisliginin {igiincili ve en ¢arpict yaklagiminda ise,
hastanin kendisinden veya uygun bir vericiden alinan saglikli hiicreler uygun besi

ortaminda kiiltiire alinarak cogaltilir. Cogaltilan hiicrelerin biyosinyal molekiillerle

3
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birlikte, ger¢ek doku mikrogevresini taklit eden ii¢ boyutlu doku iskelesi tizerine ekimi
yapilir. Burada elde edilen yapi, doku hasarinin oldugu bélgeye implante edilir.
Ayrica, hiicre iiremesini ve islevini gerceklestirmek iizere; gercek doku
mikrogevresindeki mekanik kuvvetlere benzer etkilerin saglanabilmesi icin ¢esitli

biyoreaktorler de kullanilabilmektedir (Glimiisderelioglu, 2007).

g =
. '\ (:r"
Buyume Faktorleri -

T =

“) Doku iskelesine Ekim
PN Matris
- - 1”-\ % = 2 = ‘-:_".
‘ ?-:‘c.' - i - SN
- |‘ : - G
@ | Hocrelr SR :
Kucik
Doku organizasyonu " Molekiiller
d 5
‘ Nanopartikiller Hicre Kaltlru
- o‘;%
Mihendislik Doku ‘ e %
Transplantasyonu

W Hicre izolasyonu
o ©

Sekil 2.1. Doku mithendisligi yaklagimi (Dwir ve ark., 2011).

Hiicreler ve doku iskelelerinin gelistirilmesi doku miihendisligi alaninin en
onemli konularindandir. Doku miihendisliginde istenilen dokuyu olusturabilecek
islevsellige sahip hiicreler, uygun bir malzemeden hazirlanan doku iskeleleri ile
birlestirilerek hibrid sistemler olusturulmaktadir. Bu yaklasim; ayristirilmis hiicrelerin
ex vivo sartlarda ti¢ boyutlu hiicre dis1 matris (extracellular matrix, ECM) yapilariyla
ayni olarak tasarlanmis iskeleler iizerine ekilmesi, ekilen hiicrelerin farklilastirilarak
cogaltilmalar1 ve olusan yapilarin hastaya nakledilmesi prensibine dayanmaktadir.

Doku iskelesi, hiicrelerin yapigmasina ve farklilasmasimna olanak saglayan
hiicre dig1 matris olarak bir destek olusturmaktadir (O’Brien, 2011, Agrawal ve ark.;
2001, Sacholos ve ark.; 2003). Dogal ECM, hiicreleri bir doku olusturmak {izere bir
araya getirmekte, doku yapisini kontrol etmekte ve hiicre fenotipini diizenlemektedir
(Alberts ve ark., 1994). Yapay ECM’ler olarak gorev yapan doku iskeleleri ise

hiicrelerin ve biyoaktif faktorlerin viicutta istenilen bolgelerde lokalizasyonunu ya da
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taginimini saglamaktadir. In vivo (viicut ici) giiclere karst mekanik destek vererek
doku biiyiimesi siiresince 6nceden belirlenmis yapinin siirdiiriilmesine katkida bulunur

(Kurtalan, 2013).

2.2. DOKU MUHENDISLIGINDE HUCRE KAVRAMI

Doku miihendisliginde basariy1 belirgin diizeyde etkileyen en onemli faktor
kullanilacak hiicrenin 6zelligidir. Hiicreler, proliferasyon, farklilagsma, hiicre-hiicre
etkilesimi, biyomolekiiler iiretim ve hiicreler arasi matriks olusturma
karakteristiklerine bagli olarak doku rejenerasyonu ve iyilesmesinde kritik bir rol
oynarlar. Hiicreler elde edildigi kaynaklara gore otolog, allojenik ve zenojenik olmak
lizere ii¢ grupta incelenmektedir (ikada, 2006; Bolgen, 2008). Hastanin kendisinden
elde edilen hiicreler otolog hiicreler olup immiinolojik reaksiyona neden olmamalari
nedeniyle doku mihendisligi calismalarinda kullanilmaktadir.  Hastadan alinan
hiicrelerin az sayida olmasi ve hiicre eldesi sirasinda hastanin viicudunda yeni bir
hasar olusturulmasi nedeniyle doku miihendisliginde otolog hiicre kullanimi kisitlidir.
Aym tiirdeki farkli bir bireyden elde edilen hiicreler allojenik hiicrelerdir. Uygun
maliyetle daha fazla sayida hiicrenin elde edilebilmesine olanak tanimasi, allojenik
hiicrelerin kullanimin1 avantajli kilmaktadir. Bu uygulamanin hastada immiin cevap
olusturma ve enfeksiyon unsurlarinin hastaya transfer riski bulunmasi dezavantaj
olusturmaktadir. Bir diger hiicre kaynagi ise farkli tiirdeki canlilardan elde edilen
zenojenik_hiicrelerdir. Bu hiicre grubu da uygun maliyetle ve kolaylikla ulasilabilme
avantajinin yanisira, immiin cevap olusturma, hastalik ve hayvansal viriis gibi patojen
faktorleri hastaya tasima riski gibi 6nemli dezavantajlara sahiptir.

Onarilmas: hedeflenen dokuya bagli olarak kullanilacak olan hiicre tipinin,
sayisinin, hiicre morfolojisinin, gen ifadesinin, hiicresel gelisiminin orijinal doku ile
esdeger olmas1 beklenir (Pachance ve ark., 2000).

Doku miihendisligi i¢in ideal donor hiicrelerin 6zellikleri; kaynagma kolay
ulagilabilmesi, hiicrelerin populasyonlari, fenotipleri ve fonksiyonlar1 degismeden
artirtlabilmesi ve tiire spesifik patojenleri gegirmemesi, bir ¢ok organa veya dokuya
spesifik hiicrelere farklilasacak veya transfarklilasacak multipotent yapiya sahip

olmasi, en az immiinolojik cevaba neden olmasidir (Bolgen, 2008).
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2.3. DOKU MUHENDISLIGINDE DOKU ISKELELERI KAVRAMI

Doku miihendisligi uygulamalarinda; hedef dokunun olusturulmasi ig¢in
kullanilan hiicrelerin, bliyiime ve farklilasma faktorlerinin etkinlikleri biiyiik oranda
icinde bulunduklar1 doku iskelesinin 6zelliklerine baghidir. Doku iskelesi, ili¢ boyutlu
bir yap1 olusturarak elde edilecek hedef dokunun formunu belirler, hiicrelere fiziksel
destek olusturur ve hiicrelerin tutunarak fonksiyonlarin1 gercgeklestirebilmesi igin
uygun bir ortam saglar (Salgado ve ark., 2004; Nakahara ve ark., 2004).

Doku iskeleleri dogal materyaller (kollajen, aljinat, hidroksi apatit) veya
sentetik polimerlerden (poliglikolid, polilaktit, polilaktat glikolat) tiretilebilirler. Dogal
materyaller dogal hiicresel ¢cevreyi yakin olarak taklit edebilirler, sentetik polimerlerin
ise materyal Ozelliklerinin daha iyi kontrol edilebilmesi gibi avantajlar1 vardir. Genel
olarak, ideal bir doku iskelesi, 3-boyutlu, yiiksek gozeneklilikte, birbiri ile baglantili
gozenek agina sahip, biyouyumlu, kontrol edilebilir degradasyon hizina sahip, hiicre
adezyonu, proliferasyonu ve farklilasmasi i¢in uygun yiizey ozelliklerine sahip ve

uygun mekanik 6zellikleri siirdiirebilir nitelikte olmalidir (Bdlgen, 2008).

2.3.1. Doku Iskelesi Ozellikleri

Doku iskeleleri hiicre biiyiimesine olanak saglayabilmek icin, besinlerin ve
metabolik atiklarin gecisine firsat verecek sekilde gézenekli yapiya sahip olmalidir (O’
Brien, 2011). Hiicrelerin, gdzenekler i¢ine yerlesmesi, uygun bir dagilim gdstermeleri
ve cevre dokulardan kaynaklanan yeni damar olusumu go6zenekli yapi sayesinde
saglanabilir. Birbirine bagli gozeneklerden olusan doku iskelesinin yapisi,
metabolizma ile ilgili besin ve triinlerin giris ¢ikisini saglar. Boylece doku iskelesi
icerisinde yerlestirilmis olan hiicrelerin canliliklarin1 koruyabilmeleri saglanabilir
(Salgado ve ark., 2004).

Doku iskelesinde gozenek boyutunun ¢ok kiigiik olmasi hiicrelerin bu alanlara
migrasyonunu, yeni damar olusumunu ve atik iirlinlerin ortamdan uzaklastirilmasin
engelleyebilir. Bu nedenle doku miihendisliginde ideal gézenek boyutunun 100-500
um arasinda olmasi gerekmektedir.

In vivo uygulamalarda doku iskelesinin mekanik 6zellikleri, hedef dokuya
benzer olmalidir. Materyalin biyobozunurlugu ise olusturulmasi hedeflenen dokunun
gelisim hizina paralel olmalidir. Ornegin; yavas gelisim gosteren kemik dokusu

olusturmak amaciyla hazirlanan doku iskelesinin erken donemde yikima ugramasi
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defekt bolgesinin mekanik olarak zayif kalmasima neden olabilirken, deri dokusu
olusturmaya yonelik doku iskelesinin ge¢ yikima ugramasi yara iyilesme siirecini
olumsuz etkileyebilir (ikada, 2006). Sonug¢ olarak doku iskelesi; istenilen yapida
kolaylikla firetilebilmeli ve doku yenilenmesi gergeklesinceye kadar mekanik
ozelliklerini koruyabilmelidir (Liu ve ark., 2004; O’Brien, 2011).

Doku iskeleleri; hiicre yapismasi ve biiylimesini saglayacak bir yiizey
kimyasina sahip olmalidir. Burada doku iskelesinin kimyasal ve yapisal 6zellikleri,
biiyiime ve farklilagma faktorii uygulamalarinin etkinliklerinin belirlenmesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Biiyiime faktorlerinin doku igindeki yarilanma siirelerinin ¢ok
kisa olmasi doku iskelesinin uygun bir tastyici olarak fonksiyon gdrmesini
gerektirmektedir. Bdylece biiylime faktorlerinin biyolojik aktiviteleri korunmus
olmaktadir. Doku iskelesinin biiyiime faktorii i¢in kontrollii salim sistemi olusturmast
daha diisiik miktarlarda biiylime faktoriiniin kullanilmasinin etkin olmas1 agisindan son
derece Onemlidir. Bliylime faktorii i¢in uygun salim kinetigini olusturabilen doku
iskelelerinin kullanilmasi, biyolojik etkileri doz ve uygulama siiresine gore degisiklik

gosterebilen faktorlerden secici olarak faydalanilmasini saglamaktadir (Akman, 2007).

2.3.2. Doku Iskelesi Uretim Y6ntemleri

Doku iskelesi fabrikasyon teknikleri, doku miihendisligi gereksinimlerini
karsilayabilecek doku iskeleleri iiretmek i¢in tasarlanmigtir. Polimerik doku
iskelelerinin; yiiksek porozite ve yiizey alani, yapisal kuvvet ve ii¢ boyutlu sekiller
gibi 6nemli 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu nedenle doku iskelesi; hiicre
yapismasi, yayilmasi ve bazi durumlarda hiicre gocii icin uygun substrat1 saglamalidir.
Bu gereksinimler doku iskelesi iiretimi i¢in uygun materyalin secilmesiyle
karsilanabilir fakat iiretim teknigi de bu 6zellikleri etkilemektedir (Hu ve ark., 2012).

Ik kez Mooney ve ekibi tarafindan kullanilan gaz ile kopiiklendirme teknigi;
baz1 iiretim yOntemlerinde kullanilan toksik organik c¢oziiciilere olan gereksinimi
azaltmak icin gelistirilmis bir yontemdir. Bir¢ok fabrikasyon teknigi organik solventler
ve yliksek sicakliklar gerektirmektedir. Bunun bir sonucu olarak proses sonrasi kalinti
olusabilmekte, olusan bu kalint1 hiicreler ve dokulara zarar verebilmekte ayrica doku
iskelesine yiiklenmis biyolojik olarak aktif molekiillerin de dogal yapisinin
bozulmasina yol agabilmektedir. Burada gaz ile kopiiklendirme teknigi organik

solventler ve yiiksek sicakliklar gerektirmemektedir.  Gaz ile kopiklendirme
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tekniginde; basingli kaliplama ile iiretilmis disk seklindeki polimerlerin yiiksek
basingli karbondioksit ile etkilesimi sonucu goézenekler olusur. Bu yontem %97
gozeneklilikte, 100 um capinda gozenek boyutuna sahip yapilarin olusumuna olanak
saglar. Ancak, gaz kopiiklendirme teknigi ile doku iskelesi iiretiminde ylizeyde
polimerik bir film olusturmakta ve bu film tabakasi hiicrenin matris boyunca ekimini
ve besinlerin yayilmasini zorlastirmaktadir (Ebnesajjad, 2012; Subia ve ark., 2010).

Yiiksek gozeneklilige sahip olan dondurarak kurutma teknigi, gézenek boyutu
kontrol edilebilen doku iskelesi ve ilag tasiyici sistemlerin {iretimi i¢in kullanilan bir
yontemdir. Birbirine karismayan iki ayr1 faz halindeki polimer ¢ozeltisi ve saf su
homojenize hale getirilerek bir emiilsiyon olusturulur. Emiilsiyon icerisinde su dagitic
faz iken polimer ise kalici faz olarak yer alir. Karisimin kaliba dokiilmesinin ardindan,
stv1 azot altinda emiilsiyon dondurulur -55 °C sicaklikta ve 30 mTorr vakum altinda su
ve ¢ozilicii siiblimlestirilerek siinger formunda polimerik doku iskeleleri elde edilir.
Coziici ve polimer tirii ve bunlarin oranlar1 gibi iglem parametreleri iiretilen
iskelelerin ozelliklerini degistirmektedir (Beskardes, 2008;Ebnesajjad, 2012; Sultana
ve ark., 2012).

Polimer ¢ozeltisini iki faza ayiran sicaklik degisiminden yararlanilan faz
ayrilmasi tekniginde biri diisiik digeri yiiksek polimer konsantrasyonuna sahip iki ayr1
faz olusur. Polimer uygun bir ¢oziiciide ¢oziiniir ve elde edilen ¢dzeltiye biyolojik
olarak aktif molekiiller disperse edilir. Bu ¢ozelti likit-likit faz ayrimi gerceklesene
kadar kontrollii olarak sogutulur ve ardindan iki kat1 faz olusmasi icin su ile muamele
edilir. Katilasan ¢oziicii siiblimasyonla uzaklastirildiktan sonra biyoaktif molekiiller
iceren porlu doku iskeleleri elde edilmis olur. Faz ayrilmasi tekniginin avantaji;
kontrol edilebilir por morfolojisine sahip {i¢ boyutlu doku iskeleleri dizayninda diger
fabrikasyon teknikleriyle kolaylikla kombine edilebilmesidir. Ayrica bu teknik doku
miithendisligi uygulamalart i¢in nanofibr6z doku iskeleleri yapiminda hizh
prototipleme teknigiyle de kombine edilebilmektedir (Subia ve ark., 2010).

Kat1 ve bosluklu igyapili, uzun boylarda, homojen ¢apta ve cesitli bilesimlerde
nanofiber iiretimi saglayan yontem ise elektro-egirme yontemidir. Elektro-egirme
teknolojisi sol-jel yontemi ile birlestirildiginde, polimer veya seramik ¢ozeltiden belirli
bir elektrik alan altinda stirekli nanofiber, nanotiip ve dolgulu nanofiber iiretimi
gerceklestirilmektedir (Dan ve ark., 2004). Elektroegirme, dogal ya da sentetik

polimerler kullanilarak 2 nm’den mikrometre boyutlarina kadar gesitli caplarda
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polimer fiberleri liretmek icin elektriksel giligten yararlanan elektrostatik fiber olusumu
i¢cin yaygin sekilde kullanilan bir teknolojidir. Normal fiberlerden daha kiiciik caplara
ve daha yliksek ylizey alanina sahip elektroegrilmis fiberler, cesitli alanlarda basarili
bir sekilde uygulanmaktadir. Ipek, kollajen, kitosan, jelatin gibi 200°den fazla polimer
elektroegirme yonteminde kullanilabilmektedir(Subia ve ark., 2010).Essiz 6zellikleri
ve tretim kolaylig1 nedeniyle elektro-egirme ydntemi ile iiretilen nanofiberler son
yillarda nanoteknolojik uygulamalarda yogun ilgi gormektedir. Elektro-egirme ile
tiretilmis tipik bir nanofiber matrisi %90°dan daha fazla gozeneklilik ve 100 um’ye
kadar gozenek ¢ap1 dagilimi gostermektedir (Christenson ve ark., 2007).

Cozici dokiimii-pargacik uzaklagtirma yonteminde polimer uygun ¢oziicii
icinde ¢Ozilindiiriildiikten sonra olusan c¢ozeltinin igine porojen adi verilen kati
parcaciklar ilave edilir (Mikos ve ark., 1993). Bu karisim, yapismayacagi diiz bir
yiizeye dokiilir ve ¢oOziicli uzaklastirilir. Boylece i¢inde porojenlerin bulundugu
membran formunda kat1 polimerik yap1 elde edilir. Bu yap1 porojen maddenin i¢inde
coziinecegi herhangi bir ¢oziicii ile etkilestirildiginde porojen yapidan uzaklastirilir.
Bu islem sonrasinda porojenlerin terk ettigi bolgeler yerini gézeneklere birakir (Mikos
ve ark., 2000; Lendlein ve ark., 2006). Boylece bu yontemle, gézenek boyutu ve
ozellikleri kontrol edilebilen membran formundaki doku iskeleleri iiretilmis olur.

Membran laminasyon yonteminde ise kikirdak ve kemik gibi islevi kismen
geometriye dayanan sert dokularin yenilenmesi i¢in tlig-boyutlu anatomik yapida doku
iskelelerine ihtiya¢ vardir. Bu yontem ile oldukca yiiksek gozeneklilige sahip
ticboyutlu doku iskeleleri tiretilmistir (Mikos ve ark., 1993). Bu yontemde, polimer i¢in
uygun olan bir ¢oziicli, ¢oziiclii dokiimii-parcacik uzaklastirma yontemi ile {iretilmis
olan polimerik membranlarin arasina siiriiliip Ust tste dizilerek ii¢ boyutlu doku
iskeleleri elde edilir. Ust iiste dizilerek birbirine yapistirilan membranlarin por
ozellikleri ayni olmali ve yapistirma bolgeleri ayirt edilmeyecek kadar diizgiin
olmalidir. Yapistirma ic¢in kullanilan bazi organik ¢oziiciilerin ¢ok toksik olmasi ve
doku iskelesinin biyouyumlulugunu etkilemesi bu yonteme bazi sinirlamalar
getirmektedir.

3-boyutlu doku iskelelerini hazirlamak i¢in kullanilan eriyik kaplama
yonteminde ¢oziicii kullanilmadan polimer ve porojen kati halde karistirildiktan sonra,
karisim istenilen geometriye sahip kaliba dokiiliir. Kaliba 1s1 uygulanarak polimer

eriyik hale getirilir. Sonrasinda doku iskelesi, porojenin i¢inde ¢oziinecegi ¢oziicii ile
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etkilestirilerek porojen yapidan uzaklastirilir ve istenilen geometriye sahip, ti¢ boyutlu
ve porlu doku iskeleleri tiretilmis olur (Thomson ve ark., 2000).

Fiber baglama yontemi; bu yontemde poli glikolik asit (PGA) fiberleri istenilen
biyomalzeme yapisina gore dizilir ve PLLA/metilen kloriir ¢ozeltisine daldirilir.
Coziiciiniin buharlasmasindan sonra, PLLA-PGA bilesimi her iki polimerin erime
sicakliginin Gstiindeki sicakliga kadar isitilir. Poli L-laktik asit (PLLA), sogutmanin
ardindan secici ayrismayla uzaklastirilir, ayrisan PGA fiberleri fiziksel olarak capraz
noktalarda baglanir. Yontemin en Onemli avantaji gbzenek kontroliinii
saglayabilmesidir. Coziicii se¢imi, iki polimerin karistirilabilirligi ve erime sicakliklar
proses icin onemli parametreler arasindadir. Fakat, biyomalzemede artakalan ¢oziicii

atiklarinin hiicre ve organlara zararli olabilecegi unutulmamalidir (Sasmazel, 2007).

2.3.3. Doku Iskelesi Uretiminde Kullanilan Biyomalzemeler

Biyolojik sistemlerle temas halinde olup, bulundugu ortamin dogal etkinligini
tedavi etmek, iyilestirmek ya da viicuttaki herhangi bir fonksiyonun, dokunun veya
organin yerini almak i¢in kullanilan dogal ya da sentetik malzemelere biyomalzeme
denir (Williams ve ark., 1986). Doku iskelesi iizerine hiicre popiilasyonunun yapigmasi
ve gb¢ etmesini saglayan substrat, 6zel hiicre tipleri ile kombine edilen {i¢ boyutlu
implant, hiicre salan bir vesikiil, lokalize bolgelerde 6zel hiicresel fonksiyonlarin
aktive edilmesi i¢in bir ilag tastyicisi, yenilenen dokularin bi¢imini belirleyen bir
mekanik yap1 ve fibroblast olusumunu engellerken doku rejenerasyonu icin alan temin
eden bir bariyer membran olarak gérev yapan biyomalzemeler bu 6zellikleri ile doku
miihendisliginde 6nemli bir yere sahiptir (Karahaliloglu, 2009).
Biyomalzemenin sahip olmasi gereken 6zellikler sunlardir:
Biyouyumluluk,
Toksik 6zellik,
Bozunma hizi,
Sekillendirilme 6zelligi,
Yiizey morfolojisi ve porozitesi,
Korozyona dayanikli olmasi,

Dokularda alerjik reaksiyon olusturmamasi,

N N N N N R

Viicut agirligt goéz Oniine alindiginda fiziksel olarak basma ve ¢ekme

dayanimlarina sahip olmasi,
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v Viicut tarafindan iletilen yiikleri tasiyacak diizeyde bulunmasi (Pachance ve ark.,
2000).

Malzeme sec¢imi, doku miihendisligi iirlinlerinin tasarimi ve gelisimi agisindan
cok 6nemli bir rol oynamaktadir. Gegmiste giivenilir ve kararli malzeme se¢im kriteri,
malzemenin inert olmasiyken, giiniimiizde hiicre cevabindan mekanik o6zelliklere
kadar bir¢ok kriter g6z Oniinde bulundurulmaktadir (Peppas ve ark., 1994). Doku
miithendisligi yaklasim ile gelistirilen yapay doku ve organlarda, sentetik ECM gorevi
istlenerek hiicrelere destek saglayan ve yapay organ ya da dokunun iskeletini
olusturan biyomalzemeler; sentetik ya da dogal polimerler, metaller, seramikler ve

bunlarin karisimi olan kompozit malzemeler olarak gruplandirilmaktadir.

2.3.3.1. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler genellikle biyolojik olarak inerttirler, spesfik uygulamalar
gore Ozellikleri kararhidir ve degistirilebilir. Bu polimerler, kontrol edilebilir sartlarda
tiretilen malzemelerdir. Dolayisiyla polimerin molekiil agirligi, konfigiirasyonu veya
konformasyonu, fonksiyonel gruplarin igerigi gibi 6zellikleri degistirilerek, istenilen
mekanik ve fiziksel 6zelliklere sahip sentetik polimerler iiretilebilmektedirler. Doku
iskelelerinin hazirlanmasinda ¢ok sayida sentetik biyobozunur polimer denenmistir.
Bunlar i¢inde en basarili olanlar1 poli laktik asit (PLA), poli glikolik asit (PGA),
polikaprolakton ve bunlarin kopolimerleridir. Bu polimerler biyolojik sistem {izerinde
ozellikle hizli bozunma durumunda olumsuz etkiler gozlenmistir (Akdemir, 2009).

Sentetik polimerler, dogal polimerlerde oldugu gibi kuvvetli hiicre-malzeme
etkilesimlerine sahip degildir. Dolayisiyla hiicre fonksiyonlarinin malzeme tizerindeki
kontrolii zorlastig1 gibi, hiicre-dis1 matris olusumlari ve biyobozunma karakteristikleri
de kontrolsiizdiir. Bununla beraber, malzemelerin bozunma sonrasi triinleri toksik etki
yaratabileceginden doku ¢evresinde enflamasyon olusabilir (Chung and Burdick,
2008).

2.3.3.2. Dogal Polimerler

Dogal polimerler, viicuttaki hiicre dis1 matrise (extracellular matris, ECM) olan
benzerlikleri ve yiiksek biyouyumluluklart nedeniyle doku iskelesi malzemesi olarak
sikca tercih edilmektedir (Demirbilek, 2011). Dogal polimerler, sahip olduklar

islevsel oOzellikleri nedeniyle jel yapici, baglayici, dagitma ajani, kayganlastirici,
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yapistirict ve biyomalzeme gibi degisik kullanim alanlarina sahiplerdir. Kollajen,
selilloz, nisasta, kitin ve kitosan baglica dogal biyobozunur polimerlerdendir. Bu
grupta yer alan polimerlerin ilk uygulamasi; yara iyilesmesinde hayvan bagirsagi, ipek
ve patates nisastasinin kullanilmasiyla gergeklesmistir (Cabuk, 2012). Giiniimiizde ise
dogal polimerler yara iyilesmesi (membran, siingerimsi ve hidrojel yapisinda), ilag
salim sistemleri (mikrokiire, siingerimsi ve hidrojel matriks yapisinda), ameliyat
iplikleri (fiber yapisinda), hiicre kiiltlirii (membran, orgiilii/orgilisiiz matriks yapisinda)
gibi birgok tibbi uygulamada kullanilmaktadir. Biyolojik ortamdaki makromolekiillere
biiyiik benzerlik gosterirler ya da aynisidirlar. Sentetik polimerlerde karsilasilan
toksisite ve kronik iltihaplanma sorunlar1 yoktur. Ayrica biyolojik ortamlardaki

enzimlerle bozunurlar (Bolgen, 2008).

2.4. KOLLAJEN

Insan ve hayvanlarda en ¢ok bulunan proteinlerinden biridir ve bag dokunun,
tendonlarin, kikirdak deri ve kemigin yapisinda bulunur (Ulery ve ark., 2011).
Kollajenin ana islevi i¢inde bulundugu dokuya yapisal destek saglamakken, doku
stirekliligi ve rejenerasyonu igin gerekli olan bircok faktdrii de muhafaza ettigi
bilinmektedir. Bu ylizden doku miihendisliginde alaninda ideal doku iskelesi materyali
olarak degerlendirilmektedir (Uzunalan, 2011).

Kimyasal kompozisyonlarinin farkliliklari, morfolojik 6zelikleri, dagilimlari,
fonksiyonlar1 ve patolojileri ile fark edilen kollajen omurgalilarda bulunan bir protein
grubu olup, birkag hiicre tipi tarafindan iretilirler. Kollajen proteininin ana yapisini
glisin (%35,5), prolin (%12) ve hidroksiprolin (%10) amino asitleri olusturmaktadir ve
Sekil 2.2°de kollajenin yapist sunulmaktadir. Yapida ayrica az miktarda lizin ve
hidroksilizin amino asitleri de dikkati ¢ekmektedir (Emin, 2006). Temel kollajen
molekiilii her biri 1000’den fazla aminoasit igeren ii¢ polipeptit zinciri icermektedir.
Kollajenin yapisinda; herhangi bir aminoasit olan X ve Y motiflerinin (Gly-X-Y, Gly:
Glisin) tekrarlanmasiyla karakterize edilen tglii polipeptid zincirleri bulunmaktadir.
Bu motifler; zincirleri saga donen tglii sarmal yapi sekline ve glisin molekiiliinii
protein i¢inde gdmiilii duruma getirir, X ve Y ise ylizeyde acgiga cikar. Essiz tglii

heliks formunun i¢inde bu sekilde diizenlenir (Ulery ve ark., 2006; Emin, 2006).
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« Gligin
= Baskin Prolin ve Hidroksiprolin

Sekil 2.2. Kollajenin yapis1

Kollajen diger proteinlere gére daha az immunojeniktir. Ana antijenik etkenler
molekiiliin telopeptid bolgelerinde bulunmaktadir ve pepsin muamelesi ile elimine
edilebilmektedirler. Diger etkenler ise fdglii heliks ve o zincirinin amino asit
diziliglerinden olusmaktadir. Kollajen biyomateryallerin antijenitesi ¢apraz baglama
islemi ile azaltilabilmektedir. Kollajen, protein yapisi gbéz Oniine alindiginda,
biyobozunur bir molekiildiir. Kollajenazlar ve fagasitozlar tarafindan pargalanarak
katabolik proses ile dokularda pargalanirlar. Kollajenin biyobozunurlugu polipeptid
zincirleri arasinda cgapraz baglar olusturularak azaltilabilir ya da tamamen ortadan
kaldirilabilir. Ayrica bozunma oranit implantin yerlestirildigi bolgeye de baglidir
(Ulery ve ark., 2006; Uzunalan, 2011).

Kollajen; hiicre dis1 matrisin ana bileseni ve insan viicudunda en bol bulunan
protein olarak doku miihendisligi i¢in ideal bir polimerdir. Bugiine kadar 29 farkli
kollajen tipi karakterize edilmis ve iicli sarmal yapida olduklari belirlenmistir.
Kollajen cesitlerinin (tip I, II, III, V ve XI) kollajen liflerine bagli olarak olustugu
bilinmektedir. Kollajen farkl tiplere sahip olsada kollajen temelli biyomalzemelerin
tiretilmesinde genellikle birkag tip kullanilir ve tip I altin standart olarak kabul edilir.
Sekil 2.3 de genel olarak kollajen tipleri ve doku miihendisliginde kullanim alanlar1

verilmistir.
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Tip Molekiiler Formiil Polimerize Dokularda
Formu Dagilim
Kemik,
I [a1(D)]202(T) Fibril Deri,
Kornea,
Tendon
I [al(ID]3 Fibril Kikirdak, G6z
Fibril i [al(IID]a Fibril Deri,
Formu Kan damarlari
\ [al(V)]202(V) Tip I fibril yapis1 | Kemik,
ve Deri,
al(V)a2(V)a3(V) Kornea,
Tendon
XI al(XDe2(XDa3(XD) | Tip 11 fibril | Kikirdak, G6z
yapist
IX al(IX)e2(IX)a3(IX) | Tip 1 fibril | Kikirdak
Fibril  ile yapist yaklagimi
ortak XIl [al(XIT)]3 Tip I fibril yapist | Tendon, Ligament
yaklagimi
v [al(IV)]202(1V) Tabaka benzeri | Bazal lamina
Ags1 Form ags1 yaklasim
Vil [al(VID)]3 Fibril baglama Epitel Hiicre

Sekil 2.3. Kollajen tipleri ve doku mithendisliginde kullanim alanlar1 (Berth F., 2010;

Ramshaw F.A.M., 1995)

Kollajen, doku ve organ olusumunda ve hiicrelerin bir¢ok biyolojik islevinde

cok onemli rol oynayan bir proteindir. Bir¢ok dogal polimer ya da sentetik analoglari

biyotip alaninda ve biyomalzeme olarak kullanilmistir, ancak kollajenin 6zellikleri onu

biyomalzeme olarak daha 6n plana ¢ikarmaktadir. Kollajen ¢ok iyi bir yiizey aktif

Ozellige sahiptir. Bu nedenle lipidden yoksun yapilara ¢ok daha kolay girebilmektedir.

Kollajen basarili biyobozunum 6zelliginin yan1 sira diisiik antijeniklige ve albumin

gibi

diger dogal polimerlerle

karsilastirildiginda

daha istiin biyouyumluluk
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Ozelliklerine sahiptir. Biyotip uygulamalarinda avantajli olan kollajenin en &nemli
ozelligi, fiberler olusturarak ckstra saglamlik ve stabilite sergilemesidir (Berth F.,
2010). Bunlara ek olarak, kollajen doku iskelelerin immunolojik ve mekaniksel
ozellikleri, matriks 6zelliklerinin (porozite, yogunluk) modifikasyonu veya bozunma
oranini etkileyen kimyasal islemlerle degistirebilmektedir. Kollajenin in vivo bozunma
oranini ya da mekaniksel 6zelliklerini degistirmek i¢in ¢esitli capraz baglama ve
sterilizasyon metodlarindan yararlanilabilmektedir. Bu metodlar glutaraldehid
muamelesi, karbodiimid muamelesi, kuru ortamda fotooksidasyon, poliepoksi
bilesiklerine maruz birakmak ve gliserol muamelesidir. Genel olarak bir biyomateryal
olarak kollajenin avantajlari ve dezavantajlar1 Sekil 2.4’ de verilmistir (Uzunalan,
2011).

Avantajlar Dezavantajlar

Yaygin olarak bulunur ve canli | Kollajenin yiiksek maliyeti

organizmalardan kolayca saflastirilabilir | Izole edilen kollajenin degisikligi (capraz

Antijenik degildir baglanma yogunlugu, fiber boyutu gibi)
Biyobozunur ve biyoabsorblanabilirdir | Hidrolik bozunma ile karsilastirildiginda
Biyoaktif bilesenlerle uyumludur enzimatik bozunma oraninin degiskenligi
Toksik degildir ve biyouyumludur Kompleks kullanim 6zelligi

Farkl1 formlarda hazirlanabilir Yan etkileri (si@ir slinger form

Biyobozunurluk ¢apraz baglanma ile | ensefalopati ve minerilazasyonu gibi)
ayarlanabilir

Fonksiyonel gruplarindan yararlanilarak
istenilen Ozellikte materyaler iiretmek
i¢in kolayca modifiye edilebilir

Sentetik Polimerlerle birlestirilebilir

Sekil 2.4. Kollajenin biyomalzeme olarak avantajlar1 ve dezavantajlar

Kollajenin; tabaka, tiip, siinger, kopiik, nanofibr6z matris, pudra, enjekte
edilebilir akigkan soliisyon gibi bir¢ok formu sentezlenmis ve ticarilestirilmistir (Berth
F., 2010; Ramshaw F.A.M., 1995). Ticarilestirilen bir¢ok malzeme, FDA (Food and
Drug Administration) tarafindan da onaylanmistir. Antibiyotikler gibi diisiik molekiil

agirlikli ilaclarin bolgesel tasinmasi iizerine de birgok arastirma gergeklestirilmistir.
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Bir¢ok kollajen bazli gentamisin preparati piyasada kullanilmaktadir. Protein ve ilag
tasima islevinin yani sira, gen ve plazmid DNA’nin taginmasinda da kollajenin
kullanilabilirligi arastirilmaktadir. Omurilik cerrahisi uygulamalarinda kullanilan {i¢
boyutlu kollajenin matrisler iizerine yapilan ¢alismalar1 da goze ¢arpmaktadir. Benzer
sekilde fibriler kollajen, hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfattan olusan sentetik kemik
grefti de FDA onay1 almistir (Duan ve ark., 2007).

Kollajen izolasyonu; hayvan dokularindan ekstrakte edilmesi ve
biyomateryaller iiretmek i¢in saflagtirilmas: sonucu elde edilir. Omurgali bir hayvanin
dokularinda bulunan tiim kollajenin yaklasik % 40'1 derisinde yer almaktadir. Hayvan
derisi gelisimi, fizyolojik gorevi ve kimyasal yapist farkli olan ii¢ ayr1 tabakadan
meydana gelmektedir. Epidermis ve hipodermis tabakalar1 uzaklastirildiginda geriye
asil tabaka olan dermis tabakasi kalmaktadir. Dermis tabakasi kollajen ve elastik
liflerin aglarindan kurulan kompakt yapili diizensiz bag dokudur. Deri yapisinda yer
alan lifli proteinler arasinda kollajen oran1 % 98’1 bulmaktadir. Dermis igerisinde lifli
proteinlerin yaninda sekilsiz proteinler, karbonhidrat ve lipid bilesikleri v.b. maddeler
de bulunmaktadir. Ancak bunlarin orani kollajene oranla ¢ok daha azdir. Bu nedenle
kollajen saflastirilma denemelerinde kollajen proteini digindaki diger tiim maddeler
miimkiin oldugunca uzaklastirilmaktadirlar. Bugilin ticari olarak bir¢ok alanda
kullanilan kollajen biiylik olgiide c¢esitli hayvan derilerinden (dana, domuz, tavuk,
balik vb.) ve hayvanlarin kikirdak, bagirsak gibi viicut dokularindan saflagstirilarak
elde edilmektedir (Phanat K., 2004).

2.4.1. Kollajen Temelli Doku Iskelelerinin Doku Miihendisliginde Uygulamalar
Kollajen temelli malzemelerin kullanimi, hem in vivo hem de in vitro olarak,
gerek hiicre iginde gerekse de ekstrakte edilmis kollajen igerisinde olduk¢a genis bir
uygulama alanima sahiptir. Arastirma gruplari; kollajen doku iskelelerini, hiicrelerin
gecisi ve gogalmasinin yani sira, farklilagtirma ve fenotip davraniglar ¢aligmalari i¢in
kullanmiglardir. Dahasi, hiicrelerin nasil davranacagi ile ilgili temel bulgular, dokuya
benzer 3-boyutlu doku iskelesi igerisinde hiicrelerin in vitro olarak ne kadar
biiyiiyebilecegi ile alakalidir (Xu, ve ark., 2009). Bir diger kollajen temelli doku
iskeleleri, Schwann hiicrelerinin motor néron miyelinizasyonlarinin sinir sistemi
modellerinin gorsellestirilmesinde kullanilmistir.  3-boyutlu kollajen iskelelerinin

kullanilabildigi kanser ¢alismalar1 da 6nemli bir aragtirma konusudur. Bu yontemde,
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kanser hiicresinin yayilimci karakteri ve kanser hiicrelerinin, diger kanser hiicreleri ve
diger hiicreler ile etkilesimi, 3-boyutlu bir ortamda analiz edilebilmektedir. Bu tiirdeki
doku iskelesi ayn1 zamanda kanser ilaglarin testlerinde 3-boyutlu ortam olarak da
kullanilabilmektedir. Immiinoloji béliimiinde ise, in vitro 3-boyutlu analizler, T
hiicrelerinin tasinma mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in yapilabilmektedir (Inoue, ve
ark., 2001). Sonu¢ olarak, kollajen temelli biyomalzemeler, organlarin
yetistirilebilecegi bir destek malzemesi olarak kullanilabilmekte ya da osteoartrit gibi
hastaliklar i¢in 3-boyutlu model olarak gorev alabilmektedir (Berth F., 2010).

Osteokondral hasarlar; kemik ve kikirdak yenilenmesi, gerek estetik gerekse de
fonksiyonel ameliyat olarak, modern tibbin 6nemli konularindan biridir. Kollajen
temelli biyomalzemelerin asilanmasi(implant), osteokondral hasarlarda baska bir
dokunu yerlestirilmesi pratik ya da patolojik nedenlerle miimkiin olmadig1 durumlarda
kullanilir. Kemik dokusu miihendisliginde doku iskeleleri, kollajen temelli
biomalzemenin kalsiyum fosfat ile mineralize edilerek sertlestirilmesi ve/veya
hidroksiapatit ya da busit gibi maddelerle ¢apraz baglanmasina dayanir. Kikirdak
yenilenmesinde kullanilan kollajen temelli biyomateyaller daha esnek olma
egilimindedirler ve birgok kollajen temelli biyomalzemenin aksine, tip I kollajen
yerine tip II kollajen ile yapilmaktadir (Franceschi ve ark., 2005). Ayrica otolog
hiicreler ile yiiklenmis film seklinde kollajenler, osteokondral hasarlar1 doldurmak
icinde kullanilabilmektedir (Yamasaki ve ark., 2008).

Deri ve Kornea; dermis ve stroma da bag doku olmak tizere ayn1 doku yapisini
paylasir. Kollajen temelli ortii materyalleri yillardir yanik ve yara tedavisinde
kullanilmaktadir. Kolay sterilize edilebilme, toksik ve alerjik olmamasi nedeniyle
doku miihendisligindeki kollajen temelli biyomalzemeler ile olusturulan yenilik¢i deri
modellerinin ¢ogu ticarilestirilmistir. Kollajen temelli biyomalzeme ve kok hiicre
kombinasyonu da kornea kusurlari tedavisi i¢in degerli bir strateji olabilmektedir. Son
on yilda, yogun hasarli kornea limbal epitel kok hiicrelerin tasiniminda kollajen doku
iskelelerinin calisildigr goriilmektedir (Ramshaw ve ark., 1995; Parenteau-Bareil R..
Ve ark., 2010).

Damar Rahatsizliklari; kardiyovaskiiler bozukluk ve damar tikanikligi gibi
damarsal patolojiler olmak iizere iki ana problem s6z konusudur. Zenojenik hiicrelerin
immunolojik potansiyele sahip olmasi nedeniyle son zamanlarda tamamlanan

perfiizyon yontemi ile hiicresizlestirme ve damar endotel yenilenmesi fonksiyonu i¢in
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rejeneratif tipta kardiyovaskiiler alanda kollajenin uygulanmasi 6nemli bir yere
sahiptir.

Kalp Kapakeigi; ilk kez aort ve mitral kapakgik prrotezleri 1960/1961 de
mekanik kapakgiklar kullanilarak gelistirilmistir (Starr and Edwards, 1961) ve kisa bir
siire sonra aort allograft (heterograft) kapakeiklar kullanilarak tiretilmistir (Carpenter
ve ark, 1969). Sonrasinda ¢esitli xenograftlar ticari amacla gelistirilmistir. Kollajen
temelli araglar sentetik biyomateryal araglar ile karsilastirildiginda gézenekli olma,
diisik immunolojite gibi Ozelliklere sahiptir. Burada gozenekli olmayan yapilar
kullanildiginda dokuda yiiksek ates durumu kolaylikla meydana gelebilmektedir. Bu
nedenle kollajen temelli yapilar diisiikk enfeksiyon riskine sahip olmalari nedeniyle ve
gozenekli yapida olmalar1 sayesinde tercih edilmektedirler. Bu yapilar fiziksel
ozelliklerinin dogal yapiya benzemesi nedeniyle en iyi 6zellik saglamaktadir. Gerekli
uyumluluk ¢aligmalart gelistirildiginde kollajen temelli araglar uzun donem
acikliklarda avantajli olabilmektedir (Ramshaw ve ark., 1995).

Urogenital Sistem; {irogenital hastaliklarin ve bozukluklarin tedavisinde
kullanilan kollajen temelli biyomalzemeler; sik rastlanan komplikasyonlarda
kullanilan enterokistoplasti ve gastrokistoplasti yontemlerinin yerine kullanilmaktadir.
Bu nedenle, daha ¢ok sayida cerrahi prosediir genitoliriner problemleri ¢ozmek icin
kollajen igeren doku iskelelerinin mesane biiyiitme ve {liretral darlik gibi sorunlari
¢ozmek ig¢in kullanilmaktadir. Ayrica tirogenital sistemlerde vezikoiireteral refli
(idrarin bobrege dogru geri akisi) ve idrar tutamama gibi rahatsizliklarda kollajen
igeren biyomateryallerin enjeksiyonu ile c¢oziilebilecek sorunlar arasina girmistir
(Koduri ve ark., 2006).

Dermal Dolgu, Pansuman ve Tasinim Sistemleri; FDA, ii¢ farkli kaynaktan
(S1g1ir Zyderm ®, domuz Evolence ™, insan Cosmoderm ® ve Cymetra ®) elde edilen
kollajenin yiiz genglestirme ya da rekonstriiktif cerrahi de ortak olarak dermal dolgu
olarak kullanimint onaylamistir. Kollajen temelli biyouygulamalar; yara orti
malzemesi ve taginim sistemlerinde de rol almaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar;
antibiyotik taginimli implantlarin faydalarimi ve uygulanabilirligini gostermistir.
Kollajen temelli biyomalzemelerin taginim 6zellikleri de yara tedavisi ve karin duvari
defektinin yenilenmesinde biiyiik bir potansiyel gostermektedir. Son olarak da; yine

yapilan ¢alismalarda kollajen matrisin gen Tlzerindeki etkisi klinik ¢aligmalarda

18



Cetinkaya, Z. 2015. Balik Derisinden Izole Edilmis Kollajenden Kriyojel Doku Iskelesi Uretimi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

uygulanarak; iist solunum yolunda olusan bir viriis ¢esidinin kollajenin jel formu
icinde temizlendigi goriilmustiir (Berth, 2010).

Quinlan ve ark., yaptig1 caligmanin amaci; daha once kemik yenilenmesi
optimize edilmis ve in vivo ortamda onemli gelisme saglamis kollajen-hidroksiapatit
(CHA) doku iskelesinden diisiik dozda rhBMP-2’nin salinimi ig¢in tasinim sistemi
gelistirmek ve dizayn etmektir. Dizaynin kompleksligini minimize etmek ve klinik
cevrim amaciyla gelistirme yapilmis ve bdylece mikro pargacik ve kimyasal
fonsksiyonlar olmadan bir yaklasim segilmistir. RhBMP-2 ve CHA doku iskeleleri
birlestirilerek, liyofilizasyon iiretim prosesi kullanilmis, yiiksek gozenekli CHA doku
iskelesi iiretilmis, 21 giin protein salimi kontrol edilmistir. Doku iskelesi {lizerinde
preosteblast kiiltlirii in vitro ortamda biyoaktivitesini muhafaza etmis, alkalin fosfat
aktivitesinin ve kalsiyum iiretiminin gelistigini gdstermistir. In vivo ortama implante
edildiginde; bu materyaller sican kalverial hasarlarinda 8 hafta sonra iyilesme
seviyesinin arttigin1 gostermis ve CHA doku iskelesi kemikte hasara neden olmayacak
sekilde kaldirilmistir. Bu sonuglar; INFUSE® ’dan 30 kat daha az rhBMP-2’nin
mevcut klinik altin standart kullanarak kemik rejenerasyonu elde etmenin miimkiin
oldugunu gostermistir (Quinlan ve ark., 2015).

Chen ve ark., kalp kapakg¢iklarinin doku miihendisliginde kullanimi ig¢in
katmanli yapinin mekanik ve fiziksel ozellikleri tizerinde etkilerini arastirarak
kollajen-elastin ile iki katmanli doku iskelesi ¢alismiglardir. Doku iskeleleri; dogal
kalp kapakeigi ile ayn1 karakteristik 6zelligi taklit ederek yiiklenme dogrultusuna goére
anizotropik biikiilme modiilii gostermistir. Doku iskeleleri ile cardiosphere-drived
hiicrelerinin etkilesimi SEM ve multifoton mikroskopisi ile karakterize edilmis ve
asimetrik hiicre dagilimi gézlenmistir (Chen ve ark., 2013).

Zhang ve ark., doku yenilenmesinde gézenek boyutunun etkisini ve gdzenekli
yapilarin 6nemini arastirmiglardir. Gozenekli kollajen doku iskeleleri 6nceden
hazirlanmis buz partikiilleri ile hazirlanmis, 150-250, 250-355, 355425 ve 425-500
pum ¢apinda buz partikiilleri kullanilmigtir. Dogrudan kikirdak rejenerasyonu
tizerindeki gbdzenek boyutu etkisini incelemek i¢in gozenekli doku iskeleleri sigir
eklem kondrosit kiiltiirlinde kullanilmistir. Kondrositler doku iskeleleri boyunca
homojen bir dagilim gostermis ve in vivo sonuglar dahilinde 150-250 pum buz
parcaciklilariyla hazirlanmis doku iskeleleri mikro-kikirdak yenilenmesinde en iyi

etkiyi gostermistir (Zhang ve ark., 2013).
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Jansen ve ark., sicanlarin deri ve damaklarina implante edilen kollajen doku
iskelelerini doku reaksiyonlarini karsilagtirmistir. Capraz bagl kollajen doku iskeleleri
damak i¢indeki sub-mukoperiostala implante edilmistir ve 16 haftaya kadar 25 siganin
kafatasinin tizerindeki deri alt1 ve arka bolgesi degerlendirilmistir. H&E-boyal1 kesitler
tizerindeki hiicre yogunlugu ve biiyiik hiicre sayilar1 tanimlanmistir. Kan damarlari,
inflamatuar hiicreler ve miyofibroblastlar imiinohistokimya ile tespit edilmistir.
Derinin ilk hali ile karsilastirildiginda ilk hafta boyunca damak igindeki kan
damarlarinda ve miyofibroblastlarin hizli bir sekilde biiylidigli bulunmustur.
Baslangigta arka deride birka¢ inflamatuar yanit bulunmustur. Ayrica doku
iskelelerinde yaklasik iki kat1 kadar biiyiik hiicrelerin mevcut oldugu tespit edilmistir
(Jansen ve ark., 2008).

Ma ve ark., deri doku mihendisligi i¢in gozenekli doku iskelelerini
kollajen/kitosan kullanarak dondurma-kurutma yontemi ile iiretmis ve gluteraldehit
(GA) ile doku iskelelerinin biyostabiletesini gelistirmislerdir. Konfokal lazer taramali
miksroskop bu karisimdaki malzemelerin esit dagilimini  dogrulamistir. GA
konsatrasyonlarinin doku iskelelerinin morfolojisi ve sisme oranlarina hafif etki
olusturdugunu belirtmislerdir. Etkin bir sekilde hiicre infiltrasyonu ve c¢ogalimini
hizlandirmak i¢in GA ile muamele edilen kollajenin hiicre uyumlulugu in vitro insan
dermal fibroblast Kkiiltiiriinde kamitlannmustir. in vivo hayvan testelerinde ise
fibroblastalarin ¢evre dokudan infiltrasyonlarinin hizlandigr goriilmiistiir. Tim bu
sonuglar dahlinde; GA ile ¢apraz bagli kollajen/kitosan doku iskelelerinin geligsmis
biyouyumlulugu ile dermal esdegerligi potansiyel aday olarak goriilmiistir (Ma ve
ark., 2003).

Maeda ve ark., biyobozunur ilag tasiyici olarak kollajen kullanilmig, protein
ilaglarinin taginimi i¢in matris-tipi sistemde minipelet gelistirmistir. Calismada 6rnek
ilag olarak insan serum albiimin (HSA) kullanilmis ve mikroyapisi ile salim profili
analiz edilmistir. Bulgular sonucunda, minipelletlerin erime prosesindeki nozzledan
ekstriizyonunun kollajen fiberlerinde yonlendirilmis bir yapiya sahip olduklari ve
HSA’ nin bu lifler arasinda homojen dagilimi1 goriilmiistiir. Salinim siiresince HSA
kiimeleri ¢6ziilmis ve kollajen matrisi ¢ozeltisi icinde HSA tutulmustur. Minipelletten
HSA salinimimnin kollajen matris ic¢indeki difiizyon ile kontrol edilmis ve yogun

kollajen matrisi yapisinda salim elde edilmistir (Maeda ve ark., 1999).
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2.5. KRIYOJELASYON

Kriyojel sozcligii Yunanca kokenli olup, -kryos- (buz, soguk) ve —gel-(jel)
sOzciiklerinin bir araya getirilmesinden meydana gelmistir. Dolayisiyla sogukta
yapilan jel anlamima gelmektedir (Lozinsky ve ark., 2003). Doku miihendisliginde;
hiicre biiylimesi ve matris icerisinde yeni dokunun olusumuna olanak saglamasi igin,
doku iskelelerinin yiiksek gozeneklilikte ve kabul edilebilir boyutlarda birbirleri ile
baglantili gdzenek yapisina sahip olmasi beklenir.

Kriyojellesme (ya da eksi derecelerde jellesme) teknolojisi; herhangi bir jel
olusturucu sistemden, degisik biiyiikliikte gdzenekli yapiya sahip makrogdzenekli
jeller tiretmeyi olasi kilmaktadir. Kriyojellerde sulu matriks yapisinda gozeneklilik
suyun buz halini almas1 ve daha sonra ortamdan uzaklagsmasi ile buz kristallerinin
yerini mikro ve makro gozeneklerin almasi ile meydana gelir. Bu birbiri ile baglantili
mikro ve makro gozenekler difiizyonun ve kiitle transferinin etkin bir bigimde
gerceklestirilmesine izin vermektedir. Kriyojellerin diger bir 6zelligi ise mekanik ve
kimyasal olarak kararli olmalaridir (Bolgen, 2008).

Kriyojellerin yap1 iskeletine bakildiginda slinger morfolojisine sahip oldugu
Sekil 2.5° de goriilmektedir. Yani birbirine baglantili gozenekli siirekli bir yapi
kriyojellerin temel yapisin1 olusturur. Bu siinger seklindeki gdzenek sistemi
coziinenlerin kriyojellerin i¢inden madde kaybt olmadan gecislerini saglar.
Kriyojellerin temel yapisi, osmotik basinglari, kimyasal ve mekanik dayanikliligiyla
birlestirildiginde, biyolojik nanopartikullerin, mikropartikullerin (plazmidler, virusler,

hiicre organelleri) ve hatta biitiin hiicrelerin kromatogrofisi i¢in bu yapilari ilgi ¢ekici

pargaciklar haline getirmektedir (Bigen, 2009).

Sekil 2.5. (a) Elastik yapidaki kriyojel, (b,c) kriyojele kademeli uygulanan giig, (d)
uygulanan giiciin kaldirilmasi ile kriyojelin eski halini almasi
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2.5.1. Kriyojel Hazirlanmasi
Bir kriyojel iretiminin genel prosediiri maddeler halinde ve yoOntemin
basamaklar1 Sekil 2.6° de verilmistir.

v Makromolekiiller, diisiik molekiiler ¢6ziinenler (monomer, monomer Karigimi veya
polimer) ile ¢oziicli igeren homojen karisim dondurulur.

v" Dondurulmus sistemde donmus ¢ozeltinin polikristalleri olusur. Ancak, ortamda
ayni zamanda donmamis bir mikrofaz da bulunur.

v Bu sistem kontrollii olarak erimeye birakilir. Bu sirada kriyojellerin polimerik
iskeleti olusur, fakat ayni zamanda ¢ok c¢ok az miktarda ¢oziiclide sistemde
bulunmaktadir. Yani kriyojellerin polimer fazi, polimer zincirleri arasinda olusmus
mikrogozenekler igerir. Boylece kriyojeller hem heterofaz hem de hetero gozenekli

bir yapiya sahip olurlar.

- < o
) x .& ,"‘7‘ ‘: | P~ k:’
- E o il >xEe A @ = l J
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Sekil 2.6. Kriyojelasyon yonteminin temel basamaklar1 (Bigen, 2009)

2.5.2. Kriyojel Yapisina Etki Eden Faktorler

Kriyojellerin yapisindaki gézeneklerin biiyiikliigli, gézenek dagilimi, yapinin
elastikligi sentez asamasinda kullanilan ¢apraz baglayici ve baslatict miktarlariyla ve
donma isleminin siiresiyle degismektedir. Kullanilan c¢apraz baglayicit ve reaksiyon
bagslatict oran arttirildiginda daha sert ve siki yapida gozenekler olusmaktadir (Bigen,
2009).
Dondurma rejimi: Gozenek boyutu kriyojenik rejime bagli olarak degisir. Dondurma
sicakligl ne kadar diisiik olursa, daha fazla kiiclik boyutlu ¢oziicii kristalleri olusur ve
boylece daha kiiciik boyutlu gozenekler olusur. Diisiik sicakliklarda, donmamis sivi

mikrofazin hacmi azalir ve boylece daha ince ve fakat daha yogun gozenek duvarlari
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olusur. Bunun nedeni, jel baslaticinin kriyokonsantrasyonun donmamis mikrofazda
artmasi ve hacminin azalmasidir. Dondurma sicakligi ne kadar yiiksek ise, biiyiiyen
buz kristallerinin boyutu o kadar biiyliktiir ve bunun sonucu olarak, daha genis
gozenekli kriyojeller hazirlanir.

Capraz baglanma orani: Kriyojeller hazirlanirken ne kadar az miktarda g¢apraz
baglayici kullanilmis ise, yani yapidaki ¢apraz bag orani ne kadar az ise, suda sisme o
kadar fazladir.

Konsantrasyonun etkisi: Baslangi¢ reaksiyonunun konsantrasyonu ne kadar yiiksek ise
daha yogun ve kirilgan matriksler elde edilir, baslangi¢c konsantrasyonu azaltildikga

matriksler daha elastik ve siingerimsi bir yap1 gostermeye baslarlar (Blgen, 2008).

2.5.3. Doku Miihendisliginde Kriyojel Uygulamalari

Mu ve ark., ¢calismada gapraz baglayici olarak dialdehit nisasta (DAS) kullanip
3 boyutlu siingerimsi kollajen kriyojelleri hazirlamiglardir. Yapilan SEM analizi ile
kriyojellerin birbiri ile baglantili diizensiz gozenek yapilariin oldugu goriilmiistiir.
Kriyojelin DSC odlglimleri saf kollajen ile karsilastirildiginda, kriyojelin termal
stabiliteye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica DAS konsantrasyonun artmasiyla
kriyojellerin sisme orani azalmig, buharlagsma testleri ise kriyojelin uzun siire nem
tutabilir oldugunu gostermistir. Kollajen ve DAS’in toksik olmamasi ve elde edilen
kriyojelin kan ile uyumlu olmasindan dolay: kriyojelin yara sargisi alaninda basarili
olabilecegine deginilmistir (Mu ve ark., 2010).

Dainiak ve ark., makrogodzenekli siingerimsi jelatin fibrinojen (GL-FG) doku
iskelelerini, farkli konsantrasyonlarda glutaraldehit (GA) (% 0.05-0.5) ile gapraz-
baglayarak kriyojelasyon yontemini kullanarak {iretmislerdir. Kriyojellerin sisme
kinetigi ve degredasyon orami ¢apraz baglanma derecesine baglidir. Bu yontem ile
doku iskelelerinin mekanik Ozelliklerinden 6diin vermeden yiiksek gozenekli ve
maliyetleri agisindan dondurma-kurutma yonteminden diisiik olmasi saglanmistir. Bu
calismada sonug olarak doku iskelesi i¢indeki fibroblastlarin gogalmasinin ve gogiiniin
GA ile iligkisi oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda elde edilen doku islelesinin in
vitro kiiltiir i¢cinde 42 giin sonra dagilmaya baslag1 gézlemlenmistir. Yapilan in vitro
calismalar doku iskelelerinin yaranin iyilesmesi iizerinde olumlu bir etkisinin

oldugunu gostermistir. (Dainak ve ark., 2009).
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Rodrigues ve ark., kriyojelasyon tekniginde; kollajen-nanohidroksiapatit ile 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodimid hidroklorid/N-hidroksisiiksinimidi ¢apraz
baglamis, saf kollajen doku iskelesini kontrol eleman1 olarak kullanmiglardir. Yapilan
morfoloji analizi sonucunda rasgele dagildigi gozlemlenen kriyojel gdzeneklerinin
yiizey alanlari kollajen yapisindaki nanoHA yiizdesi arttikga artmistir. Doku
iskelesinde ise sisme kapasitesi nanoHA yogunlugu arttikga azalmistir. Kimyasal
analizler kollajen ve HA’e ait ana piklerin varligin1 ve nanoHA agregalari ile kollajen
molekiilleri arasindaki baglarin oldugunu gostermistir. Kollajen-nanoHA doku iskelesi
saf kollajen doku iskelesi ile karsilastirildiginda yapisinda daha fazla hiicre
cogalmasina izin vermistir. Kriyojel lizerine osteoblast hiicre ekimi uygulanarak
yapilan in vitro caligmalar sonucunda bu osteoblast hiicrelerinin sayisinda artis
gozlemlenmistir. Bu sonuglar yenilik¢i bir yaklagim olarak degerlendirilen kollajen-
nanoHA kriyojellerin kemik rejenerasyonu igin potansiyel bir uygulama alan
olabilecegini gostermistir (Rodrigues ve ark., 2013).

Sharma ve ark., yaptiklari ¢alismada; poli etilen glikol (PEG) ve jelatin ile iki
farkli capraz baglayic1 (gluteraldehit ve 1-etil-3-[3dimetillaminopropil] karbodimid)
kullanarak kriyojelasyon yontemi ile doku iskelesi iiretmislerdir. Uretilen kriyojeller
oratalama 60-100 pum araliginda gozenek capina sahip olup, %90 lik sikistirma
oraninda deforme olmadan standart uzunlugunu korumustur. Kriyojellerin mekanik
giici ve visco-elastik davraniglart reoloji ve serbest basing analizi sonucunda
belirlenmistir. Uretilen bu kriyojeller hiicre-matris etkilesimi, esneklik, mekanik
dayanim, farkli sicakliklarda stabilite, biyolojik olarak uyumluluk, dogal
parcalanabilme gibi 6zelliklere sahip olduklarindan yumusak doku miihendisligi adi
altinda kalp, noral veya deri gibi bir¢cok alanda uygulanilabilinecegi sonucuna
varilmistir (Sharma ve ark., 2015).

Tan ve ark., dondurma-¢dzdiirme yontemi ile siingerimsi kollajen kriyojel
hazirlamak i¢in c¢apraz baglayici olarak karboksimetil selilloz (DCMC)
kullanmiglardir. Yapilan FTIR analizi sonucunda ¢apraz baglama reaksiyonunun ve
kriyojenik islemin kollajenin {i¢lii heliks yapisina zarar vermedigi, SEM goriintiileri
sonucunda kriyojellerin heterofaz yapida birbiriyle baglantili gézeneklere sahip oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica kriyojellerin hizli ve denge sigsme oranlarinin DCMC ile
bagimli oldugunu gosterilmistir. Yapilan in vitro kan uyumluluk testleri sonucunda saf

kollojen gibi DCMC ’nin de hemoliz ve kanin pihtilasmasini etkilemedigi
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goriilmiistir. DCMC ’nin disilk maliyetli olmasi ve toksik olmamasi, doku
miihendisligi ve diger biyomedikal uygulamalarda kriyojel doku iskelesinin tiretimde

tercih edilmesine neden olmustur (Tan ve ark., 2015).

2.6. CAPRAZ BAGLANMA

Doku miihendisliginde kullanilacak olan biyomalzemenin elde edilmesinde,
yapinin korunmasi i¢in ¢apraz baglanma onemli bir pozisyona sahiptir. Kullanilacak
capraz baglayici polimere; gozenek yapisinin korunmasi, polimer matriksin morfolojik
yapisinin kontrolii ve mekanik kararlilik gibi 6zellik kazandirmaktadir(Oncel, 2013).
Capraz baglayicilar polimer zincirleri arasinda kopriiler meydana getirecek en az iKi
reaktif fonksiyonel gruba sahip molekiillerdir(Ozdemir, 2006). Capraz baglanmada
kullanilan kimyasallara genel olarak; siyanamidler, diisosiyanatlar, aldehitler
(gluteraldehit), akril asitler, karbodiimidler, vb. drnek olarak verilebilir(Tosun, 2014).

Gluteraldehit; lineer 5 karbonlu dihaldehit olup CsHgO> formiiliine sahip
organik bir bilesendir ve molekiil yapist Sekil 2.7° de sunulmustur (Migneault ve ark.,
2004).

CH,=CH,-CH;

|

CHO CHO

Sekil 2.7. Gluteraldehitin molekiil yapisi

Keskin kokulu ve saman renkli bir sivi olan gluteraldehit genellikle sulu ¢ozelti
olarak bulunmaktadir ve bu sulu ¢ozeltini iginde aldehit gruplar1 suya karigsmis
(hidratlagtirilmis) haldedirler. Gluteraldehit c¢apraz bagladigi maddenin rengini
kaybetmesine ve hafif sarimtrak bir renge donligmesine neden olmaktadir(Okoshi ve
ark., 1995). Bilinen g¢apraz baglama yontemleri ile (formaldehit, siyanamit, epoksi
bilesenleri, vb.) karsilagtirildiginda gluteraldehit, malzeme ile ¢ok daha fazla ¢apraz
bag kurmaktadir. Gluteraldehitin sulu soliisyonu; serbest aldehit, mono ve dihidrat
gluteraldehit ve monomerik, polimerik hemiasetallerin karigimini igermektedir (Tosun,
2014). Kollajenin gluteraldehit ile c¢apraz baglanma reaksiyonu Sekil 2.8 de

verilmistir.
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2 Kollajen-NHz + HOC\/\/COH —3-Kollajen-N

H H
C C
/ \/\/ X N-Kollajen

Sekil 2.8. Kollajenenin glutrealdehitle ¢apraz baglanma reaksiyonu (Gorgieva ve ark.,

2011)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL
Bu calismanin gergeklestirilmesi amaciyla kullanilan materyal ve yontemler

asagida verilmistir.

3.1.1. Kopek Balig1 Derisinden Kollajen izolasyonunda Kullanilan Materyaller
3.1.1.1. Kollajen

Insan viicudunda en bol bulunan protein olan ve viicudun kuru agirhiginmn
yaklasik olarak %30’unu olusturmasindan dolay1 kollajen; bag dokusunun en 6nemli
yapisal elementidir. Ayrica dokulara ve organlarin kararliligina katki sagladigi ve
yapisal biitlinliigli muhafaza etmesi nedeniyle 6nemli ve yapisal proteinlerin basinda
gelmektedir.

Kollajen; mekanik destek malzemesi olarak tiroloji, dermatoloji, ortopedi, ilag
tasima sistemi, yumusak doku iyilestirmesi, yara kapama, kan damarlarini yeniden
yapilandirmada yapi iskelesi ya da genel cerrahide kullanilmasi genel olarak kollajenin
mevcut arastirma ve uygulama alanlaridir.

Kollajen izolasyonu; ¢esitli hayvansal kaynaklarin izole edilerek saflastiriimasi
sonucu elde edilir. Omurgali bir hayvanin dokularinda bulunan tiim kollajenin
yaklasik % 401 derisinde yer almaktadir. Deri yapisinda yer alan lifli proteinler
arasinda kollajen oran1 % 98’1 bulmaktadir. Bu nedenle bugiin ticari olarak bir¢ok
alanda kullanilan kollajen biiylik 6l¢iide ¢esitli hayvan derilerinden (dana, domuz,
tavuk, balikk vb.) ve hayvanlarin kikirdak, bagirsak gibi viicut dokularindan
saflastirilarak elde edilmektedir. Bu ¢alismada kollajen kdpek baligi derisinden izole

edilmistir.

3.1.1.2. NaOH
Bu calismada NaOH; kopek baligi derisinden kollajen izolasyonunda derinin
protein olmayan kismini aywmak i¢in kullanilmistir ve kimyasal Emir Kimya

firmasindan alinmistir.

3.1.1.3. Butil Alkol
Kopek baligi derisinden kollajen izolasyonu igin ekstraksiyon isleminde

kullanilan Butil alkol Loba Chemie (india) firmasindan alinmistir.
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3.1.1.4. NaCl
Bu ¢alismada NaCl; kollajen ekstraksiyonu i¢in kullanmilmistir ve kimyasal

Merck (Almanya) firmasindan alinmistir.

3.1.1.5. Asetik Asit
Organik bir asit olan asetik asit, %80 ¢6zelti formu kollajen ekstraksiyonu i¢in

kullanilmistir ve kimyasal Emir Kimya firmasindan alinmstir.

3.1.1.6. Diyaliz Membran
Karg1 diyaliz isleminde 12000-14000 Da molekiil agirligi araliginda

Spectra/Por seliiloz membran (Spectrum Laboratories, USA) kullanilmistir.

3.1.2. Kriyojel Uretiminde Kullanilan Materyaller
3.1.2.1. Gluteraldehit
Gluteraldehit (GA), doku iskelesi iiretiminde ¢apraz baglayict olarak
kullanilirken, tipta dezenfektan ve deterjanlarin 6nemli bilesenlerinden birini

olusturan kimyasal bir madde olarakta kullanilmaktadir.

Bu calismada, gluteraldehit ¢apraz baglayici olarak kullanilmistir ve %25

sulu ¢ozelti formunda olan kimyasal Merck (Almanya) firmasindan alinmustir.

Tiim calismada distile su kullanilmistir ayrica silindir seklinde kriyojel doku

iskeleleri siringa igerisinde (1 ml, 0.5 cm ¢apinda) hazirlanmistir.

3.1.2.2. Etanol
Etil alkol olarak adlandirilan etanol (Sigma-Aldrich, USA) renksiz organik bir
bilesiktir ve bu ¢alismada degredasyon sonra kriyojel doku iskelelerinin sterilizasyon

isleminde kullanilmistir.
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3.2. YONTEM
Bu calismada; kopek balig1 dersinden kollajen izole edilerek, kollajen temelli
doku iskeleleri hazirlanmistir. Kriyojelasyon yontemi ile iiretilen doku iskeleleri igin

capraz baglayici olarak gluteraldehit kullanilmigtir.

3.2.1. Kdpek Baligi Derisinden Kollajen Izolasyonu

Kopek balig1 derisinden kollajen izolasyonu Singh ve ark., sunduklar1 yontem
modifiye edilerek yapilmistir (Singh ve ark., 2010). Yontemin detaylar1 asagida
sunulmustur.
3.2.1.1. Kopek Balig1 Derisinin Hazirlanmasi

Kopek baligi derisi; 5-8 °C sicakliginda su ile yikanmis ve yaklasik olarak
0.5x0.5 cm? boyutunda pargalara ayrilmistir. Sekil 3.1° de goriildiigii gibi toplamda 50
gram olan kopek balig1 derisinden kollajen digindaki proteinlerin ayrilmasi igin; 500
mL, 0.1 M NaOH ¢ozeltisi kullanilarak, 4 °C sicaklikta ve 250 rpm karistirma hizinda
toplam 6 saat boyunca manyetik karistiricida 2 saatte bir 0.1 M NaOH (1:10 w/v)

cozeltisi degistirilmek tlizere karistirilmistir.

Sekil 3.1. Kesilmis balik derisinin NaOH ¢ozeltisi ile muamele edilmesi

3.2.1.2. Kopek Balig1 Derisinde Bulunan Yaglarin Arindirilmasi

0.1 M NaOH c¢ozeltisi ile muamele edilen deri; hafif bazik veya notr olana
kadar su ile yikanmustir. Deri; %10’ luk (v/v) biitil alkol ¢ozeltisi ile ¢ozelti 12 saatte
bir degistirilerek 48 saat boyunca 4 ‘C de manyetik karistiricida karistirilmastir.

Boylece deri icerindeki yaglarin uzaklastirilmas: amaglanmistir. Deri/biitil alkol orani
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1/10 (w/v) olacak sekilde ayarlanmistir. Yaglarindan ve kollajen disindaki

proteinlerinden arindirilmig balik derisinin goriintiisii Sekil 3.2” de sunulmustur.

Sekil 3.2. Yaglarindan ve kollajen disindaki proteinlerinden arindirilmis balik derisi

3.2.1.3. Asitte Coziinen Kollajen (ASC) Ekstraksiyonu

Yagindan arindirilmig deri; 5-8 °C de su ile yikanarak 24 saat boyunca 4 °C
sicaklikta deri/asetik asit orani1 1/15 (w/v) olacak sekilde ayarlanarak 0.5 M asetik asit
¢ozeltisi icinde 250 rpm karistirma hizinda kanistirilmistir. 0.5 M asetik asit ¢ozeltisi
icinde karistirma islemi sonrasinda deri igerisinde bulunan kollajen asetik asit
¢oOzeltisine gegmistir. Deri kalintist ve c¢ozeltiden olusan karigim Sekil 3.3° de
goriildiigli gibi peynir siizme kumasindan hazirlanan filtreden gegirilerek ¢ozelti kati

maddesinden ayrilmistir.

5 -

Sekil 3.3. Deri ve ¢ozeltiden olusan karisimin filtre edilmesi

30



Cetinkaya, Z. 2015. Balik Derisinden Izole Edilmis Kollajenden Kriyojel Doku Iskelesi Uretimi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

Siizme sonrasi elde edilen filtrata; son konsantrasyon 2,6 M olacak sekilde
NaCl tozu eklenmistir. Olusan karisgm 6000 rpm ile 30 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrast olusan kalint;; 0.5 M asetik asit ile minimum
hacimde ¢ozdiiriilmiis ve olusan karisim yaklagik 50 kat1 0.1 M asetik asit ile 24 saat
boyunca karsi1 diyaliz edilmistir. Daha sonra karisim ayni sekilde saf su ile Sekil 3.4’
de sunuldugu gibi 24 saat boyunca kars1 diyalize tabi tutulmustur.

Sekil 3.4. Karsi diyaliz sisteminin goriintiisii

Diyalizat; 24 saat -80 °C de 24 saat dondurularak 24 saat liyofilize (FreeZone
2.5 Liter Benchtop Freeze Dry System - 7670531, Labconco, Amerika) edilmistir ve

kollajen verimi hesaplanmistir.  Kollajen verimi asagidaki esitlik 3.1° e gore

hesaplanmistir
Y =25x100 (3.1)
w

Bu esitlikte Y; verim, V; ¢ozelti hacmi (ml), C; liyofilizasyon sonrasi kollajen

agirligi/ekstrakte edilen ¢ozelti hacmi (g/ml), W ise kullanilan balik derisi agirligidir

(9).

3.2.1.4. Pepsinde Coziinen Kollajen (PSC) Ekstraksiyonu

Filtre islemi sonrasinda kalan deri (kalint1) ile kalinti/¢oziicii oran1 1/15 (w/v)
0.5 M asetik asit ve pepsin/kalint1 oran1 20U/g kalint1 olacak sekilde olusan karigim 24
saat ve 250 rpm karistirma hizinda manyetik karistiricidda karnistirllmistir. Karisim
peynir kumasindan olusan filtreden gecirilerek filtrata son konsantrasyon 2.6 M olacak
sekilde NaCl tozu ilave edilir. 6000 rpm de 30 dakika boyunca santrifiijleme sonrasi
olusan kalintt minimum hacimde 0.5 M asetik asitte ¢oziilerek olusan karisim sonrasi

hacminin 50 kat1 olan 0.1 M asetik asit ile 24 saat boyunca kars1 diyaliz yapilmistir.
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Daha sonra karisim saf su ile kars1 diyaliz islemine tabi tutulmustur. Diyalizat 24 saat
boyunca liyofilize edilerek pepsinde ¢ozlinen kollajen (“pepsin soluble collagen™)
(PSC) elde edilmistir ve PSC verimi esitlik 3.1 ¢ gore hesaplanmustir. Liyofilizasyon

islemi sonrasinda elde edilen kollajen Sekil 3.5 de sunulmustur.

Sekil 3.5. Liyofilizasyon islemi sonrasi elde edilen kollajen

3.2.2. Kollajen Karakterizasyonu

3.2.2.1. Kollajenin FTIR Analizi
Kollajenin kimyasal yapisimin analizi; FTIR (Frontier Spectrometer,
PerkinElmer, USA) 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda ki, 4 cm™ ¢oziiniirliikte olan

32 tarama sonucu elde edilmistir.

3.2.2.2. UV-Vis Analizi
UV-Vis (Specord 210 Plus, Anallytik Jena, Germany) spektrumu 6l¢timii igin,
0.5 M asetik asit temel alinarak, kollajen; konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde

asetik asit icinde ¢ozdiiriilmiis ve dl¢limler yapilmistir.

3.2.2.3. Zeta Potansiyel Olgiimii

Kollajen 6rnekleri 0.5 M asetik asit ile son konsantrasyon %0.05 (w/v) olacak
sekilde 4 °C’ de ¢ozilinene kadar karistirilmis ve pH ayarlamalari 1.0 M KOH ve 1.0 M
nitrik asit ile yapilmistir. Kollajen c¢ozeltilerinin zeta potansiyelleri (Zeta sizer,

Malvern, United Kingdom) 2-3-4-5-6 pH araliklarinda 6l¢tilmiistiir.
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3.2.2.4. Kollajenin SEM Analizi

Kollajenlerin morfolojisi (gézenek yapisi ve boyutu, duvarlarinin kalinliklari)
igin taramali elektron mikroskopisi (Zeiss/ Supro 55, Quanta 400F Field Emission,
ABD) kullanilmis ve Ornekler platin ile kaplanarak x400, x1000 ve x2000

biiylitmelerde incelenmistir.

3.2.3. Kollajen Kriyojellerin Uretimi

Doku miihendisligi uygulamalarma uygun kollajen temelli kriyojellerin
tiretilmesi amaciyla kollajen-gluteraldehit (Col-GA)’ in farkli konsantrasyonlari
denenerek kriyojel doku iskeleleri iiretilmis ve karakterize edilmistir.

Kollajen, % 3, 6 ve 8 (w/v) konsantrasyonuna sahip olacak sekilde 0,8 ml
distile suda ¢ozdiirtilmistiir. Capraz baglayici olarak kullanilan gluteraldehit ise % 0.5,
1 ve 2 (v/v) konsantrasyonunda 0,2 ml hazirlanmistir. Kollajen ve gluteraldehit
¢ozeltileri farkli konsantrasyonlarda karistirilarak 2,5 ml’lik siringalara konulmus ve
donma islemi i¢in -12 °C ’ de 2 saat kriyostatta (WiseCircu WCR — P6 CFC 404 A,
Wisd Laboratory Instrument, Korea) bekletilmistir. Daha sonra donmus olan reaksiyon
karistimi -16 °C buzluga alinarak 24 saat dondurma islemine devam edilmistir.
Dondurma isleminden sonra ise donmus karisim, oda sicakligina alinarak
¢cozdiriilmiistiir. Cozdlirme isleminden sonra; kriyojeller distile su ile yikanarak
reaksiyona  girmemis ¢apraz  baglayicinin  Kriyojellerden  uzaklagtirilmasi
amaglanmistir. Daha sonra kriyojeller -80 °C de 24 saat bekletildikten sonra 24 saat

liyofilize edilmistir.
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3.2.4. Kollajen Kriyojellerin Karakterizasyonu
3.2.4.1. Kriyojellerin FTIR Analizi

Kollajen kriyojellerin kimyasal yapisinin tayini; FTIR (Frontier Spectrometer,
PerkinElmer, USA) 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda ki, 4 cm™ ¢oziiniirliikte olan

32 tarama sonucu elde edilmistir.

3.2.4.2. Kriyojellerin SEM Analizi

Kollajen kriyojellerin morfolojisini (gézenek yapist ve boyutu, duvarlarinin
kalinliklar1) belirlemek igin taramali elektron mikroskopisi (Zeiss/ Supro 55, Quanta
400F Field Emission, ABD) kullanilmis ve drnekler platin ile kaplanarak x400, x3000
ve x25000 biiylitmelerde incelenmistir. Kollajen kriyojellerin; 10 gdzenekten dlgiim
almarak ortalama gozenek caplari, 5 duvarda Olglim alinarak duvar kalinliklart

hesaplanmustir.

3.2.4.3. Sisme Ozelliginin Incelenmesi

Kollajen kriyojellerin sisme Ozelliklerinin belirlenmesi igin liyofilizatorden
cikartilan 6rneklerin kuru agirligr (M) tartilarak her bir kriyojel numune kaplarindaki
yaklasik 50 ml olan distile suya birakilmistir ve sismeleri saglanmistir. Belirli zaman
araliklarinda oOrnekler alinarak filtre kagidi iizerinde hafifce fazla sulari alinarak
tartilmistir (Mw). Daha sonra sisme orani (Sy) Esitlik 3.2°¢ gore hesaplanmistir. Sigsme
testi her bir 6rnek icin 3 kez yapilmig olup ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplanmustir.

St (%) = [(Mw- Md)/ Ma]*100 (3.2)

3.2.4.4. In Vitro Degredasyon Profillerinin Incelenmesi

Kollajen kriyojellerin degredasyonu distile su ve 37 °C de g¢alkalamali su
banyosunda (Daihan Scientific CO. LTD., WiseBath WB-22, Korea) giinde 1 saat 70
rpm de galkalanarak izlenmistir. Kriyojel 6rnekleri sisme testi sonrasinda sabit agirliga
gelinceye kadar kurutulmus ve 10 ml distile su i¢eren santrifiij tiiplerine konulmustur.
Belirli zamanlarda (3, 7, 14, 21 ve 42. giinlerde) kriyojel drnekleri ortamdan alinarak
30:70 etanol-su karisiminda steril edilerek oda sicakliginda kurutulmus ve agirliklar
Olglilmistiir. Daha sonra degradasyonun devamui igin ornekler tekrar taze distile su

icine konulmustur. Degradasyon hesaplamasi Esitlik 3.3° ye gore yilizde agirlik
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kaybina bagli olarak hesaplanmistir. Yine bu ¢alismada da her bir 6rnek i¢in 3 kez test

yapilmis olup, sonuglarin ortalamalar1 ve standart sapmalari1 hesaplanmustir.

Deg (%) = [(Wi-WSs)/Wi]*100 (3.3)
Bu esitlikte Wi; degredasyon oncesi kuru agirlik, Ws ise belirli zaman

aralikliklarinda degredasyon sonrasi kriyojellerin kuru agirligidir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu boliimde doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak tizere kopek
balig1 derisinde izole edilen kollajen ve ¢apraz baglayici (GA) kullanilarak
kriyojelasyon yontemi ile kollajen temelli doku iskelelerinin iretilmesi ile ilgili
deneysel sonuglar sunulmus ve elde edilen sonuglar iizerine tartismalar yapilarak

caligmalarin sonuglar1 degerlendirilmistir.

4.1. KOPEK BALIGI DERISINDEN KOLLAJEN {ZOLASYONU

Kopek baligr derisinin kuru agirligina gére ASC ve PSC igin kollajen verimi
hesaplanmistir. ASC ve PSC verimi %14.53 ve %2.42 iken, toplam verim %16.95 dir.
Daha once literatiirde sunulan c¢alismalarda, farkli balik derilerinden elde edilen
kollajenin verimleri ASC ve PSC i¢in; agirlik¢a nil levregi derisinde %63.1 ve %58.7
(Sinthusamran ve ark., 2013), kolyoz balig1 derisinde %58.62 ve %14.43 (Li ve ark.,
2013), 1slak agirlikta ise kahverengi ¢izgili kdpek baligi derisinde %9.38 ve %8.86,
kocagdz baligi derisinde %6.4 ve %1.1 (Jongjareonrak, 2005), kahverengi seritli
kirlangig baligi derisinde %9 ve %4.7 (Jongjareonrak ve ark., 2005) olarak
bulunmustur.

Kollajen ¢oziiniirliigiinde mevcut sonuglar; kopek balig1 derisinden elde edilen
kollajenin telopeptid bolgede aldehit gruplarinin yogunlagmaya baslamasinin yani sira
birgok =zincirler arasi capraz baglarin kovalent baglarla baglandigi gergegini
aciklamigtir (Prabjeet ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2009) ve literatiir ¢alismalar1
sonucunda da koyu renkli baliklarda kollajen oraninin yiiksek oldugu saptanmistir
(Senaratne ve ark., 2006).

Kopek baligi derisindeki kollajen; pepsin ile o6zellikle telopeptid bolgede
tutunmay1 basarmaktadir. Ciinkii pepsin; telopeptid bolgesinde ¢apraz baglarla tiglii
sarmal biitiinliige zarar vermeden kollajenin ¢Oziniirliigiinii arttirma 6zelligine
sahiptir. Bu durum goz 6niine alindiginda yapilan ¢alismalar sonucu pepsinin kollajen
izolasyonunda verimi arttirmak i¢in kullanilabilecegini gostermistir. Yine kuru agirlik
verim hesaplanmasina gore farkli balik dersindeki kollajenin ASC ve PSC verimleri
sirastyla; kedi baliginda %16.8 ve %28.0 (Zhang ve ark., 2009), kanal kedi baliginda
%25.8 ve %38.4 (Liu ve ark., 2007) olarak bulunmustur.
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4.1.1. Kollajenin FTIR Analizi
ASC ve PSC igerisindeki kollajenin kimyasal analizi i¢in FTIR spektrumlari
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2° de belirtilmistir.
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Sekil 4.2. PSC igin 191n FTIR spektrumu

Kopek baligi derisinden elde edilen kollajenin FTIR spektrumlar diger balik
tirlerinden izole edilen kollajen ile benzer bulunmustur. ASC ve PSC i¢in Amit A
grubu sirastyla 3314.82 cm™ ve 3315.81 cm™ dalga boyunda gériilmiistiir. Peptidin N-
H biikiilme titresimleri ve hidrojen grubu igermesi nedeniyle genellikle dalga boyu
3300.00 cm™’ dir (Wang ve ark., 2008; Prabjeet ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2009;
Kittiphattanabawon ve ark., 2010). Kopek balig1 derisinden kollajen izole ettigimiz bu
caligmada da kollajendeki N-H gruplar1 ve hidrojen gruplarinin varligi gériilmektedir.
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Amit B grubu kollajen i¢in 2900 cm™ dalga boylarinda goriilmektedir (Nagai ve ark.,
2001). Bu ¢alismada Amit B grubu ASC ve PSC igin sirasiyla 2940.72 cm™ ve 2940.8
cm? dalga boyunda goriilmektedir. Bu dalga boylar1 CH2’ nin asimetrik uzamasini
temsil etmektedir.

Amit | grubunun karakteristik frekanslar1 1600.00 cm™ ve 1700.00 cm™ dalga
boyunda degismektedir. Amit I grubu ASC ve PSC igin sirasiyla 1652.10 cm™ ve
1658.30 cm™ dalga boylarinda goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak polipeptid boyunca
karbonil gruplarinin uzamasi gosterilmistir. ASC’ nin telopeptid arasinda PSC’ ye
oranla biiylik olmayan sarmal yapisi nedeniyle C=0O ve komsu hidrojen arasindaki
hidrojen bag1 PSC ile karsilastirildiginda ASC’ nin dalga boyu daha diisiik olmustur.
ASC ve PSC igin amit II grubu sirastyla 1550.21 cm™ ve 1552.90 cm™, amit IlI
grubunun ise dalga boyu sirastyla 1238.64 cm™ ve 1239.16 cm™’dir. Amit Il ve amit
III gruplart sirastyla N-H biikiilme titresimlerini ve C-H uzamalarini temsil etmektedir.
Ayrica Amit 1l grubunun 1548 cm™ dalga boyunda varligimi gostermesi N-H biikiilme
titresimleri ile CN uzama titresiminden oldugu, amit 111 grubunun 1204.81 cm™ dalga
boyu ve 1453.99 cm™ dalga boyu arasi kollajendeki sarmal yapilar1 gostermektedir.
ASC ve PSC arasinda bu dalga boylart goz ontine alindiginda pepsin hidrolizi
gorliniisiiniin PSC’ ye ait U¢lii sarmal yapi ilizerinde belirgin bir etkisinin oldugu
goriilmistiir (Prabjeet ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2009; Kittiphattanabawon ve ark.,
2010).
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4.1.2. UV-Vis Analizi

Genel olarak tirozin ve fenilalanine duyarli kromoforlarin 251 ve 283 nm de
UV 1s181n1 absorbe ettigi goriilmektedir (Liu ve ark., 2006). Kopek balig1 derisinden
elde edilen kollajenin UV-Vis spektrumu Sekil 4.3 de sunulmustur. ASC ve PSC igin
UV-Vis spektrumlart 230 nm ile 240 nm arasindaki bdlgede yiiksek yogunluk ve
saflikta elde edilmistir. Bu sonuglara gore kollajen olmayan proteinlerin yiiksek
oranda giderildigi gorilmiistiir. 280 nm’ de absorbe edilmis diisiik miktarda tirozinin
oldugu belirlenmistir. UV-Vis spektrumlart sonucunda izole edilen kollajenin protein

yapisinda oldugu kanitlanmistir (Zhang ve ark., 2009; Huang ve ark., 2011).

0,8 -

0,6 -

0,4 - ASC
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= == PSC
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500
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Sekil 4.3. ASC ve PSC i¢in UV-Vis Spektrumu

39



Cetinkaya, Z. 2015. Balik Derisinden Izole Edilmis Kollajenden Kriyojel Doku Iskelesi Uretimi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

4.1.3. Zeta Potansiyel Ol¢iimii

ASC ve PSC icin farkli pH degerlerin zeta potansiyeli Sekil 4.4° de
sunulmustur. ASC ve PSC i¢in sifir yiizeyinde net yiik sirasiyla pH 4.8 ve 5.9 da
gozlenmistir. Literatlir ile karsilagtirildiginda sulu bir sistemdeki proteinde pozitif
yiikler ve negatif yiikler birbirini dengelediklerinde (izoelektrik nokta) sifir yiike sahip
olduklar1 sonucu dogrulanmustir (Prabjeet ve ark., 2011; Kittiphattanabawon ve ark.,
2010). Bu noktada proteinler molekiiler arasi en az giiciine sahiptir. ASC ve PSC i¢in
farkli ylizey ytiklerinde pepsin i¢indeki telopeptid bolgelerin tasinmasina neden olarak
asit igindeki temel amino asit kalintilari diisiiniilmiistiir. Ozellikle diger yiizey
alanlarinda farkli calismalar ile karsilastirildiginda amino asit kalintilarinin dagilim ve
bilesenlerini nedeniyle kollajenin izoelektrik noktasi degiskenlik gosterebilmektedir.
Bu c¢alismada genel olarak ASC ve PSC igin pH 4’ den sonra zeta potansiyelinde

diizgiin bir azalma gortilmistiir (Sinthusamran ve ark., 2013).

300
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Sekil 4.4. ASC ve PSC igin kollajenin Zeta Potansiyeli
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4.1.4. Kollajenin SEM Analizi

Liyofilize edilmis kollajenin gézenekli bir yapiya sahip oldugu Sekil 4.5° de
sunulan SEM goriintiileri ile ortaya konulmustur. ASC ve PSC igin sirasiyla, 10
gozenekten Olglim alinarak ortalama gozenek caplart 61.071£27.51 ve 50.308+22.89

um olarak bulunmustur.

EHT= 50k Sig A= sE2 owe axpeos EHT = £00KY et Date 5 Apr2013 - 104m
m x tmeirases Sl | T wo=s2mm megs 100KX  Tmettsss QM| T wo-s2

Sckil 4.5. ASC ve PSC’ e ait farkli biyiitmelerde SEM goriintiileri. (a) ASC, X400,
(b) ASC, X1000, (c) ASC, X2000, (d) PSC, X400, (¢) PSC, X1000, (f) PSC, X2000

BT = 500k Sigw A= SE2 Oste 3Agr2013 (AU
118

wo= 62,

ASC ve PSC i¢in SEM goriintiileri incelendiginde bu orneklerin gozenekli
yapida oldugu ve gozenek caplarinin ortalama 50 ve 60 pum arasinda degistigi
belirlenmistir. Li Z. ve ark. yaptigi ¢alismada ASC ve PSC igin gézenek dagilimlart
incelenmis, kollajene uygulanan liyofilizasyon igleminin homojen yapida gozenekler
elde edilmesi i¢in 6nemli bir proses oldugu belirtilmis ve PSC i¢in daha diizgiin

yapida gozenekler elde edildigi ortaya konulmustur (Li ve ark., 2013).
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4.2. KOLLAJEN KRIYOJELLER

Bu ¢alismada kopek baligi derisinden izole edilen kollajenden kriyojelasyon
yontemi ile doku iskeleleri iiretilmistir. Capraz baglayic1i olarak gluteraldehit
kullanilmistir. Kollajen ve gluteraldehit konsantrasyonlart degistirilerek yapisal

ozellikleri farkli kriyojel tiretilmis ve karakterize edilmistir.

4.2.1. Kriyojellerin FTIR Analizi

Kollajen kriyojellerin fonksiyonel gruplarinin tanimlanmasi, yapisinin ortaya
konulmasi ve kullanilan ¢apraz baglayici ile kimyasal reaksiyonunun belirlenmesi igin
FTIR spektroskopisinden yararlanilarak elde edilen sonuglar Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.’

de sunulmustur.

0822 29533
3301,00

3069,2 29636
328885

30715 2061,3
3288,61 IR

200 2000 1520 2000 00450

Sekil 4.6. Sabit GA (%0.5) ve %3, %6 ve %8 kollajen konsantrasyonlarinda iiretilen
kriyojellerin FTIR spektrumlari

GA; kollajenin serbest amino gruplari arasinda koprii kurarak ¢apraz
baglanmasim saglayan reaksiyonu gergeklestirmektedir. Izole edilen kollajenin FTIR
spektrumundaki dalga boylarinda ¢ok fazla degisim gozlenmezken kollajenin aldehit
grupla capraz baglanmasiyla meydan gelen C=N (Schiff bazi) bagininin dalga boyu
1655 cm™’lerdedir ve Amit I grubununun karakteristik frekanslarmin 1600.00 cm™ ve
1700.00 cm™ dalga boyunda genis dagilimmin bu piki maskeledigi goriilmektedir
(Prabjeet ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2009; Mu ve ark., 2010).
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Sekil 4.7. Sabit kollajen (%8) ve %0.5, %1 ve %2 GA konsantrasyonlarinda iiretilen
kriyojellerin FTIR spektrumlari

Sekil 4.7.” de benzer sekilde GA konsantrasyonunun degismesiyle karakteristik
piklerin degismedigi ve iiclii heliks yapinin bozulmadig1 goriilmiistiir. 1600 cm™ dalga
boyundaki pikte NH2 gruplarinin azalmasina neden olarak; aldehit gruplar1 ve
kollajenin hidroksilizinin yan gruplart ya da lizinin e-amino grubu arasinda Schiff
bazin C=N gruplaria doniistiigii belirtilmektedir (Mu ve ark., 2010).

4.2.2. Kriyojellerin SEM Analizi

Gozenek boyutu ve gozeneklilik doku miihendisliginde kullanilan doku
iskeleleri i¢cin 6nemli parametreler olarak kabul edilmektedir. Bu parametreler {i¢
boyutlu olarak hiicre ekimi, go¢ii, gen ekspresyonu ve yeni doku olusumu igin olanak
saglamaktadir (Song ve ark., 2006). Bu ¢alismada kollajen kriyojel doku iskelelerinin
morfolojisi SEM analizi ile incelenmistir.

Sekil 4.8 ’de sabit %0.5 GA ve %3, %6 ve %8 kollajen konsantrasyonlarinda
tiretilen kriyojellerin  SEM  goriintiileri sunulmustur. %3, %6 ve %8 kollajen
konsantrasyonlarinda iiretilen kriyojellerin gézenek ¢aplart sirasiyla 123.302 + 35.08,
14579 + 49.37 ve 2174 + 63.96 pum bulunmustur. Burada artan kollajen
konsantrasyonuna bagli olarak gézenek ¢apinin arttigi gézlenmektedir. Sabit ¢apraz
baglayict ve artan kollajen konsantrasyonunda {iretilen kriyojellerde ¢apraz

baglanabilir gruplarin artmast  nedeniyle  kriyojel goézenekliliginin  arttig
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distiniilmektedir (Van Vlierberghe ve ark., 2006). Ayrica Cizelge 4.1 de verilen

duvar kalinliginda; kollajen konsantrasyonu arttik¢a duvar kalinliginin da orantili bir

sekilde arttig1 goriilmiistiir.

\\\\\

Sekil 4.8. Sabit GA (%0.5) ve %3, %6 ve %8 kollajen konsantrasyonlarinda iiretilen
kriyojellerin gozenek yapilarini ve duvar kalinligint gésteren SEM goriintiileri (a) %3
Col, X400, (b) %3 Col, X3000, (c) %3 Col, X25000, (d) %6 Col, X400, (e) %6 Col,
X3000, (f) %6 Col, X25000, (g) %8 Col, X400, (h) %8 Col, X3000, (1) %8 Col,
X25000

Cizelge 4.1. Sabit GA (%0.5) konsantrasyonunda, farkli kollajen konsantrasyonlarinda
tiretilen kriyojel doku iskelelerinin gdzenek boyutlar1 ve duvar kalinliklar

Kriyojel Gozenek Boyutu (um) Duvar Kalinhg (um)
%3 Col-%0.5GA 123.302 +35.08 0.96 + 0.06
%6 Col-%0.5GA 145.79 + 49.37 1.38 +0.09
%8 Col-%0.5GA 217.4 £ 63.96 1.71 +£0.09
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Sekil 4.9° de sabit %8 kollajen konsantrasyonunda farkli GA
konsantrasyonlarindaki ~ kriyojellerin  SEM  gériintiileri  sunulmustur.  Kollajen
kriyojellerin ortalama goézenek ¢aplart %0.5, %1 ve %2 GA igin sirasiyla 217,4 +
63,96 um, 180.88 + 73.31 um ve 157.21 &+ 32.05 um olarak Ol¢lilmiistiir. Burada artan

gluteraldehit konsantrasyonuna bagli olarak gozenek capinin azaldigr gozlenmistir
(Ma ve ark., 2003).

Sekil 4.9. Sabit kollajen (%8) ve %0.5, 1 ve 2 GA konsantrasyonlarinda iiretilen
kriyojellerin gozenek yapilarimi ve duvar kalinhigimi gosteren SEM goriintiileri (a)
%0.5 GA, X400, (b) %0.5 GA, X3000, (c) %0.5 Col, X25000, (d) %1 GA, X400, (e)
%1 GA, X3000, (f) %1 GA, X25000, (g) %2 GA, X400, (h) %2 GA, X3000, (1) %2
GA, X25000
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Cizelge 4.2° de sunulan sabit kollajen konsantrasyonunda gozenek boyutu ve
duvar kalmh@ degerlendirilmistir. Kollajen kriyojellerin  duvar kalinligina
bakildiginda; GA konsantrasyonu arttikca duvar kalinliginda c¢ok fazla degisimin
olmadigr goriilmektedir. Dainak ve ark., yaptigit bir calismada farkli GA
konsantrasyonlarinin doku iskelesinin duvar kalinligi iizerinde ¢ok fazla etkisinin

olmadigini belirtmislerdir (Dainak ve ark., (2009).

Cizelge 4.2. Sabit konsantrasyonda (%8) kollajen, farkli GA konsantrasyonlarinda
tiretilen kriyojel doku iskelelerinin gézenek boyutlar1 ve duvar kalinliklar

GA Konsantrasyonu Gozenek Boyutu (um) Duvar Kalinhgi (um)
(%, viv)
0.5 217.4 +63.96 1.72 £0.09
1 180.88 £ 73.31 0.07 £0.03
2 157.21 £32.05 1.61 £0.04

4.2.3. Sisme Ozelliginin Incelenmesi

Kriyojellerin su tutabilme yetenegi suyun gozenek ile duvarlar arasindaki
diflizyonuna baglidir ve doku miihendisligi i¢in 6nemli bir yere sahiptir. Bu ¢aligmada
tiretilen kollajen temelli kriyojel doku iskelelerinin tiimii sisme ozelligine sahiptir.
Secilen kuru haldeki kriyojeller oda sicakliginda sulu ortama yerlestirilmis ve 15, 30,
60, 120, 240 ve 360. dakikada sisme 6zellikleri gézlenmistir. 30 dakikaya kadar hizla
su alan kriyojeller 360 dakika sonra dengeye ulasmiglardir. Yapilan ¢alismada Sekil
4.10 ile Sekil 4.11° de kriyojellerin sisme davranislart sunulmustur.

Sekil 4.10° da goriildigi gibi sabit %0.5 GA konsatrasyonunda kollajen
konsatrasyonu arttikca sisme oraninin diistiigii gozlenmektedir. %3, %6 ve %8
kollajen konsantrasyonundaki kriyojel doku iskelelerinin sisme oranlari sirasiyla %
4292.38 + 446.68, 2664.89 + 227.85 ve 2036.27 + 51.95” dir (n=3). Van Vlierberghe
ve ark., yaptigi c¢alismada sabit capraz baglayici miktarinda artan polimer
konsatrasyonu ile sisme oranmin distiigii belirtilmistir (Van Vlierberghe ve ark.,
2006). Artan kollajen konsantrasyonu ile ¢apraz baglanabilen gruplarin sayisi artarken
daha sert yapida kriyojeller elde edilmistir. Buna neden olarak sert yapida olan ve
duvar kalinlig1 artan kriyojellerin daha az sisme oranina sahip oldugu belirtilmistir

(Mu ve ark., 2010;, Lozinsky ve ark., 2003).
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Sekil 4.10. Sabit GA (%0.5) konsantrasyonunda artan kollajen konsantrasyonlarinda
tiretilen kriyojellerin sisme oranlanin karsilastirilmasi

Sunulan Sekil 4.11° de sabit kollajen (%8) konsantrasyonunda artan GA
konsantrasyonlarinda iiretilen kollajen kriyojellerin sisme oranlari sirasiyla % 2036 +
51, 1985 + 109 ve 1932 + 58 ’dir (n=3). Sabit kollajen konsantrasyonunda c¢apraz
baglayicinin konsantrasyonunun artmasi doku iskelesinin yapisindaki hidrofilik
gruplarin azalmasi nedeniyle diisiik GA konsantrasyonuna gore daha az su tutmasina
neden olmaktadir (Ma ve ark.,, 2003; Dainak ve ark., 2009). Sabit kollajen
konsantrasyonunda GA konsantrasyonu arttikga Kkriyojellerin  gézenek ¢aplar
azalmakta ve Cizelge 4.3 de verilen sonuglar ile desteklenmektedir (Ma ve ark.,

2003).
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Sekil 4.11. Sabit kollajen (%8) konsantrasyonunda artan GA konsantrasyonlarinda
iiretilen kriyojellerin sisme oraninin karsilastirilmasi
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4.2.4. In Vitro Degredasyon Profillerinin Incelenmesi

Degredasyon ve mekanik dayanim implant ve ilag salimi uygulamalarinda
doku miihendisligi i¢in 6nemli parametrelerden biridir. Degredasyon siirecinde doku
iskelesi bozunmaya ugrayarak kiitle kaybi gerceklesmekte ve yeniden doku olusumu
icin olanak saglanmaktadir (Dhandayuthapani ve ark., 2011). Bu calismada kollajen
kriyojel doku iskelelerinin 3, 7, 21 ve 42. gilinlerde degredasyon siireci incelenmis ve
degredasyon oncesi ve sonrasi gorlntiileri Sekil 4.12° de ve sabit kollajen
konsantrasyonu ile sabit ¢apraz baglayict (GA) konsantrasyonunda {iretilen
kriyojellerin degredasyon profillerinin degisim grafigi Sekil 4.13 ile Sekil 4.14° de

sunulmustur.

Sekil 4.12. Kriyojellerin degredasyon oncesi goriintiileri a) %6 Col-%0.5 GA, b) %8
Col-%0.5 GA, c¢) %8 Col-%1 GA, d) %8 Col-%2 GA, Kriyojellerin degredasyon
sonrasi goriintiileri €) %6 Col-%0.5 GA, f) %8 Col-%0.5 GA, g) %8 Col-%1 GA, h)
%8 Col-%2

Sabit GA (%0.5) konsantrasyonu ve artan kollajen konsantrasyonunda iiretilen
kriyojellerin degredasyon profilleri incelendiginde agirlik kaybi grafikleri Sekil 4.13’
de goriilmektedir. %3 kollajen konsantrasyonunda iiretilen kriyojel doku iskelesinin 42
giin sonunda agirlik kaybr %100 iken, %6 ve %8 kollajen konsantrasyonunda iiretilen
kriyojellerin agirlik kayiplart sirasiyla %92.08 = 13.71 ve % 67.68 + 2.74’dir. Thein-
Han ve ark., yaptigi calismada sabit capraz baglayici miktarinda artan polimer
konsantrasyonu ile agirlik kaybmin diistiigii belirtilmistir (Thein-Han ve ark., 2009).

Sisme caligmalar1 ve duvar kalinligt SEM goriintiileri incelendiginde, sisme orani

48



Cetinkaya, Z. 2015. Balik Derisinden Izole Edilmis Kollajenden Kriyojel Doku Iskelesi Uretimi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

yiikksek olan ve duvar kalinligi az olan kriyojellerin daha hizli degrede olduklar

gorilmektedir.
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Sekil 4.13. Sabit GA (%0.5) konsantrasyonunda artan kollajen konsantrasyonlarinda
tiretilen kriyojellerin degredasyon oraninin karsilastiriimasi

Sabit kollajen konsantrasyonunda c¢apraz baglayici (GA) konsantrasyonu
arttirilarak tretilen kriyojellerin degredasyon profilleri ise Sekil 4.14° de sunulmustur.
%0.5, %1 ve %2 GA konsantrasyonunda iretilen kriyojellerin agirlik kaybi sirasiyla
% 67.68 + 2.74, %56.98 + 8.59 ve %46.67 + 5.59 dir. Bu sonuglar incelendiginde
capraz baglayici miktar arttikca agirlik kaybinin azaldigr goriilmektedir. Buna neden
olarak ¢apraz baglayicinin artmasiyla Kriyojelin stabilitesinin artmasidir. Ma ve ark.,
yaptig1 kollajen/kitosan temelli doku iskelesi calismasinda da GA kullanilmis ve
benzer sonuglar elde edilmistir (Ma ve ark., 2003). Sisme oranlar1 ve gozenek
caplarinin incelendigi Sekil 4.11 ve Cizelge 4.2° de ki sonuglarla, kriyojellerin sabit
kollajen konsantrasyonunda artan capraz baglayici konsantrasyonuna bagli olarak

agirlik kaybinin azaldig1 sonuglar birbirini desteklemektedir.
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Sekil 4.14. Sabit kollajen (%8) konsantrasyonunda artan GA konsantrasyonlarinda
tiretilen kriyojellerin degredasyon oranlarinin karsilastirilmast
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Son yillarda gelisen insan viicudundaki dokularin ve organlarin yenilenmesi
icin olanak saglayan doku miihendisligi bir¢ok hastalik durumu igin yeni tedavi
alanlar1 sunmaktadir. Doku mihendisliginde istenilen dokuyu olusturabilecek
islevsellige sahip hiicreler uygun bir malzemeden hazirlanan doku iskeleleri ve
biiyiime/farklilasma faktorleri ile bir araya getirilerek yeni doku olusumuna olanak
saglamaktadir.

Bu tez galismasinda kopek baligr derisinden dogal polimer olan kollajen izole
edilmis, bu izole kollajenden kriyojelasyon yontemi ile doku iskelesi iiretilmis ve bu
doku iskelelerinin 6zellikleri karakterize edilmistir.

Kullanim1 olmayan kopek baligi derisi, bu caligma kapsaminda bir takim
proseslere tabi tutularak, igerisindeki kollajen dogal polimeri izole edilmis ve
ozellikleri FTIR, UV-Vis spektrofotometre, SEM ve zeta potansiyel 6l¢iimii ile ortaya
koyulmustur. Burada kopek baligi derisinin kuru agirhigina gore ASC ve PSC igin
kollajen verimi hesaplanmis olup sirasiyla %14.53 ve %2.42 bulunmustur.

Kopek baligi derisinden elde edilen kollajenin FTIR spektrumu literatiirde
mevcut olan bilgilere dayanilarak, diger balik tiirlerinden izole edilen kollajenin
spektrumu ile benzer bulunmustur. ASC ve PSC i¢in N-H gruplari ve hidrojen
gruplarinm temsil eden Amit A grubu sirasiyla 3314.82 cm™ ve 3315.81 cm™ dalga
boyunda goriilmiistiir. CH2’ nin asimetrik uzamasini temsil eden Amit B grubu ise
sirastyla 2940.72 cm™ ve 2940.8 cm™ dalga boyunda bulunmustur. Amit I grubunun
dalga boyunda degisen karakteristik frekanslar1 1600.00 cm™ ve 1700.00 cm™ iken,
yapilan calismada sirasiyla 1652.10 cm™ ve 1658.30 cm™ dalga boylarinda
gortilmiistiir. Bunun nedeni olarak polipeptid boyunca karbonil gruplarinin uzamasi
gosterilmistir. ASC ve PSC i¢in amit II grubu sirastyla 1550.21 cm™ ve 1552.90 cm™,
amit III grubunun ise dalga boyu sirasiyla 1238.64 cm™ ve 1239.16 cm™’dir. Amit |1
ve amit III gruplart sirasiyla N-H biikiilme titresimlerini ve C-H uzamalarimi temsil
etmektedir. Ayrica Amit 11 grubunun 1548 cm™ dalga boyunda varligin1 gostermesi N-
H biikiilme titresimleri ile CN uzama titresiminden oldugu, amit I11 grubunun 1204.81
cm? dalga boyu ve 1453.99 cm™ dalga boyu arasi kollajendeki sarmal yapilari
gostermektedir. ASC ve PSC arasinda bu dalga boylar1 goz 6niine alindiginda pepsin
hidrolizi goriiniisiiniin PSC’ ye ait {iglii sarmal yap1 lizerinde belirgin bir etkisinin

oldugu goriilmiistiir.
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Kopek baligi derisinden elde edilen kollajenin yapisindaki tirozin ve
fenilalanine duyarli kromoforlarin 251 ve 283 nm de UV 1s181im1 absorbe ettigi
goriilmektedir. Ayrica 280 nm’ de absorbe edilmis diisiik miktarda tirozinin oldugu
belirlenmistir. ASC ve PSC i¢in UV-Vis spektrumlari 230 nm ile 240 nm arasindaki
bolgede yiiksek yogunluk ve saflikta elde edilmistir. Ayrica UV-Vis spektrumlari
sonucunda izole edilen kollajenin protein yapisinda oldugu kanitlanmustir.

ASC ve PSC i¢in farkli pH degerlerin zeta potansiyelinde sifir yiizeyinde net
yiik sirastyla pH 4.8 ve 5.9 da gozlenmistir. Buna bagli olarak sulu bir sistemdeki
proteinde pozitif yiikkler ve negatif yiikler birbirini dengelediklerinde (izoelektrik
nokta) sifir yiike sahip olduklart sonucu dogrulanmustir.

Izole edilen kollajenin SEM gériintiileri sonucunda ASC ve PSC igin sirastyla
gozenek dagilimlari 61.071£27.51 ve 50.308+22.89 um bulunmus, kollajenin
gozenekli yapisi ortaya konulmustur.

Kopek baligi derisinden izole edilen kollajenden kriyojelasyon yontemi ile
doku iskeleleri {iiretilmis ve capraz baglayici olarak gluteraldehit kullanilmistir. Bu
calismada farkli kollajen ile gluteraldehit konsantrasyonlari ¢alisarak deneyler
tamamlanmistir. Doku miihendisligi i¢in uygun kriyojeller belirlenerek, yapisal
ozellikleri i¢in FTIR, morfolojik ozellikleri igin SEM analizi yapilmig, doku
iskelesinin belirleyici faktorleri olan sisme ve degredasyon ¢aligmalar1 incelenmistir.

Kollajen kriyojellerin liretiminde c¢apraz baglayici olarak kullanilan GA;
kolllajenin serbest amino gruplar1 arasinda koprii kurarak kollajenin aldehit grupla
capraz baglanmasii saglamaktadir. FTIR analizi ile; bu reaksiyon sonucu meydan
gelen C=N (Schiff bazi) bagi 1655 cm™ dalga boyunda gériilmiis ve Amit I
grubununun karakteristik frekanslarini 1600.00 cm™ ve 1700.00 cm™ dalga boyunda
genig dagiliminin bu piki maskeledigi belirtilmistir. Sabit kollajen konsantrasyonunda
GA konsantrasyonunun degistirilmesiyle iiretilen kriyojellerde karakteristik piklerin
degismedigi ve TUgli heliks yapmin bozulmadigr goriilmiistir. Benzer sekilde
1600 cm™ dalga boyundaki pikte NH2 gruplarmin azalmasma neden olarak; aldehit
gruplar1 ve kollajenin hidroksilizinin yan gruplari ya da lizinin e-amino grubu arasinda

Schiff bazin C=N gruplarina doniistiigii belirlenmistir.
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SEM analizi ile; sabit %0.5 GA konsantrasyonunda %3, %6 ve %8 kollajen
konsantrasyonunda iiretilen kriyojellerin gbézenek yapilar1 ve duvar kalinliklari
incelenmistir. %3, %6 ve %8 kollajen konsantrasyonlarinda iiretilen kriyojellerin
gozenek caplar sirastyla 123.302 =+ 35.08, 145.79 + 49.37 ve 217.4 + 63.96 pm,
duvar kalinliklart ise 0.96 + 0.06, 1.38 + 0.09 ve 1.71 = 0.09 um olarak Sl¢iilmiistiir
(n=3). Burada artan kollajen konsantrasyonuna bagl olarak gozenek ¢apinin arttigi
gozlenmektedir. Sabit ¢apraz baglayict ve artan kollajen konsantrasyonunda iiretilen
kriyojellerde ¢apraz baglanabilir gruplarin artmasi nedeniyle kriyojel gdzenekliliginin
artti@1 disiiniilmektedir. Sabit %8 kollajen konsantrasyonunda %0.5, %1 ve %2 GA
konsantrasyonlarinda iiretilen kriyojellerin gézenek caplari sirasiyla 217,4 + 63,96,
180.88 + 73.31 ve 157.21 £ 32.05 um olarak oOl¢iilmiis ve artan gluteraldehit
konsantrasyonuna bagli olarak gozenek c¢apinin azaldigi gézlenmistir.  Kollajen
kriyojellerin duvar kalinliklar ise; %0.5, %1 ve %2 GA konsantrasyonlarina sahip
kriyojeller igin sirasiyla 1.72 £ 0.09, 0.07 £ 0.03 ve 1.61 + 0.04 pum olarak
Olciilmiistir. GA konsantrasyonu arttikca duvar kalinhiginda ¢ok fazla degisimin
olmadig1 gorilmiistiir.

Secilen kuru haldeki kriyojeller oda sicakliginda sulu ortama yerlestirilmis ve
15, 30, 60, 120, 240 ve 360. dakikada sisme Ozellikleri gozlenmistir. Sabit %0.5 GA
konsatrasyonu i¢in %3, %6 ve %8 kollajen konsantrasyonlarinda iretilen kriyojellerin
sisme oranlar1 sirastyla % 4292.38 + 446.68, 2664.89 + 227.85 ve 2036.27 + 51.95’
dir(n=3). Kriyojellerde, kollajen konsatrasyonu arttik¢a sisme oranmin distigi
gozlenmistir. Sert yapida olan ve duvar kalinligi artan kriyojellerin daha az sigme
oranina sahip oldugu belirlenmistir. Sabit %8 kollajen konsantrasyonu i¢in %0.5, %1
ve % 2 GA konsantrasyonunda iiretilen kollajen kriyojellerin sisme oranlari sirastyla
% 2036 + 51, 1985 4+ 109 ve 1932 + 58’dir (n=3). Capraz baglayicinin
konsantrasyonunun artmasi nedeniyle doku iskelesinin yapisindaki hidrofilik gruplarin
ve gozenek caplar1 azalmasi sonucu yiiksek GA konsantrasyonuna sahip kriyojellerin
daha az su tuttugu goriilmiistiir.

Kollajen kriyojellerin degredasyon profilleri 3, 7, 21 ve 42. giinlerinde
incelenmistir. Sabit GA konsantrasyonunda ve artan kollajen konsantrasyonunda
tiretilen kriyojeller i¢in 42 giin sonunda agirlik kaybi sirasiyla %100, %92.08 + 13.71
ve % 67.68 = 2.74’dir. Sisme calismalart ve duvar kalinhigi SEM goriintiileri
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incelendiginde, sisme orani yiiksek olan ve duvar kalinligi az olan kriyojellerin daha
hizli degrede olduklar1 goriilmektedir. Sabit kollajen konsantrasyonunda capraz
baglayict (GA) konsantrasyonu arttirilarak {retilen kriyojellerin agirlik kaybi ise
sirastyla % 67.68 = 2.74, %56.98 + 8.59 ve %46.67 £ 5.59° dir. Bu sonuglar
incelendiginde capraz baglayict miktar1 arttikca agirlik kaybinin azaldigr goriilmiis.
buna neden olarak capraz baglayicinin artmasiyla kriyojelin stabilitesinin artmasi
gosterilmigtir.  Sisme oranlart ve gozenek caplarinin incelendigi sonuglarla,
kriyojellerin  sabit  kollajen  konsantrasyonunda artan ¢apraz  baglayici
konsantrasyonuna bagli olarak agirhik kaybinin azaldigi sonuglar birbirini

desteklemistir.
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