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KISALTMALAR VE TABLOLAR LISTESI

KISALTMALAR LISTESI

uv Mor 6tesi

FT-IR Fourier doniistimlii kizil 6tesi
PBS Fosfat tamponu

SS Standart sapma

RSD Relatif Standart Saapma

'HNMR  Nikleer manyetik rezonans

BT Bilgisayarli Tomografi

MRI Manyetik rezonans goriintiileme
PEG Polietilen glikol

PVA Polivinil alkol

ECM Hiicre dis1 matris

GAG Glikosaminoglikan

TNFa Tiimor nekroz faktorii

IL-1PB Interldkin 1 beta

IL-6 Interlokin 6

RANKL Niikleer faktor kappa-B ligandinin reseptor aktivatorii
S. aureus Stafilokok aureus

S. epidermidis  Stafilokok epidermidis

MSSA/MSSE Metisiline duyarli S. aureus
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MRSA/ MRSE

ESR

PMMA

CAD

SLA

PLLA

PGA

PLGA

FDA

ADA

DNA

MPa

GPa

RNA

D20

TMSPMA

AFM

Metisiline direngli S. aureus
Eritrosit sedimantasyon hizi
Polimetilmetakrilat
Bilgisayar destekli tasarim
Stereolitografi
Poli L-laktik asit
Poli glikolik asit
Poli DL-laktik-ko-glikolik asit
ABD Gida ve Ilag Idaresi
Aljinat-dialdehitin
Deoksiriboniikleik asit
Mega paskal
Giga paskal

Riboniikleik asit

Déteryum oksit

3-(Trimetoksisilil)propil metakrilat

Atomik kuvvet mikroskobu
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SEKILLER LISTESI

Sekil 1. A, Kemikler viicudu dis etkenlerden korur. Basa sert bir nesne ¢arptiginda,
kranial kavite i¢cinde yer alan beyin, bu darbenin giiciinden, kafatasi kemikleri
tarafindan biiyilik 6l¢lide korunur. B, Hematopoez (kan hiicrelerinin olusumu); uzun
kemigin mediiller boslugunda bulunan kirmizi kemik iligi kemigin, kirmizi kan
hiicreleri, beyaz kan hiicreleri ve trombositleri olugturma islevini yerine getirir. C,
Kemikler, kandaki kalsiyum seviyeleri i¢in bir rezervuar gorevi goriir. Kandaki
kalsiyum seviyesi distiiglinde, viicut, kalsiyumun kemiklerden kan dolasimina
salinmasin1 saglayan paratiroid hormonunu salgilar. Kandaki kalsiyum seviyesi
yiikseldiginde ise viicut, kan dolagimindaki asir1 kalsiyumun tekrar kemiklere

birikmesini saglayan kalsitonin hormonunu salgilar.

Sekil 2. Aksiyel ve Apendikiiler iskelet
Sekil 3. Kemik hiicreleri; osteosit, osteoblast, osteojenik hiicre ve osteoklast

Sekil 4. Kemik makro yapisi. A, epifiz, epifiz plaklari, metafiz ve diyafizi gosteren

uzun kemik gelisimi. B, epifiz ¢izgileri gosteren olgun uzun kemik.

Sekil 5. A, kemigin i¢ini gosteren uzun bir kemigin boliimii. B, kompakt kemigin
osteonlarm1 ve govdede bulunan silingerimsi kemigi gosteren uzun kemigin
govdesinin pasta dilimi seklinde bir parcasinin biiyiitiilmesi. C, Lakuna'y1 birbirine
baglayan kanalikiiller yoluyla birbirleriyle iletisim kuran osteositleri gdsteren

kompakt kemik dokusunun daha da biiyiitiilmesi.

Sekil 6. Sol: Osteoklastlar rezorbsiyon yoluyla kemik dokusunu yikarlar. Orta: Bu
sirayla kemik progenitdr hiicrelerinin  bolgeye alinmasina ve osteoblastlara
farklilasmasina neden olurken, osteoblastlar kemik dokusunun yiizeyini kaplar ve
cogalir. Sag: osteoblastlar kemigi kemiklestirme adi verilen bir islemle

bicimlendirirken, bazilar1 olgun kemik hiicrelerine(osteositlere) farklilasir.

Sekil 7. Osteomiyelitin ilerlemesi. A, bir apse, bolgeye kan akisini daraltan lokalize
bir enfeksiyondan gelisir. B, sekestrum adi verilen nekrotik kemik dokusunun

avaskiiler bolgesinde ortaya ¢ikar. C, ardindan sekestrumu g¢evreleyen yeni kemigin
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gelisimi, aym1 zamanda piriilanin kagabilecegi bir sinilis yoluna sahip olabilen

entukrum olarak adlandirilir.

Sekil 8. Cesitli osteomyelitlerde mikrobiyoloji. Mikroorganizmalar yiiksek ila diisiik

prevalans veya goreceli epidemiyolojik 6neme sahiptir.

Sekil 9. 3B sekil taklit eden hedef doku veya organin otomatik baskist i¢in CAD
(Bilgisayar destekli tiretim) / CAM (bilgisayar destekli tasarim) siireci. Medikal
goriintii verilerinden gelistirilen bir 3D CAD modeli, XYZ diizlem hareketleri ve 3D
baski elde etmek i¢in pndmatik basing i¢in talimatlar igeren gorsellestirilmis hareket

programi olusturur.

Sekil 10. Hidrojellerin biyomiirekkep olarak kullanilmasini igeren secilmis

biyofabrikasyon yaklagimlari.

Sekil 11. Dogada soldan saga sert ve yumusak 3D baskili yapilar. A ist, agirlikga
%50 hidroksilapatit iskelesi. A alt, gozenek ve gevre seramik pargaciklarinin SEM
goriintlisli. B, Polikaprolakton iskelesi (¢cok fonksiyonlu mikro sistemlerin solvent-
cast* lic boyutlu baskisi. C, Her biri farkli bir florofor ile boyanan dért PDMS
(polidimetilsiloksan) miirekkebinin sirayla biriktirilmesiyle basilan 4-katmanh
Orgiiniin floresan goriintiisii. D, PEG-bazl1 hidrojel jelatin (15 mm x 15 mm), alt yap1
skalas1 ¢ubugu, 500 pm. E, I¢i bos kiire sekilli lipit damlacik agmin resmi, dlgek
¢ubugu, 200 mm.

Sekil 12. Ug tiir hidrojel semasi. A, bir aljinat jeli iginde, farkli polimer
zincirlerindeki G bloklar1 Ca + 2 (kirmuzi daireler) boyunca iyonik capraz baglar
olusturur. B, Bir poliakrilamid jelde, polimerler N, N-metilen bisakrilamid (MBAA;
yesil kareler) boyunca kovalent capraz baglar olustururlar. C, Bir aljinat-
poliakrilamid hibrid jeli icinde, iki tip polimer agi birbiri ig¢ine ge¢mekte ve
poliakrilamid zincirleri ve aljinat zincirleri lizerindeki karboksil gruplari tizerindeki

amin gruplar arasindaki kovalent ¢apraz baglar (mavi liggenler) ile birlesmektedir.

Sekil 13. A-E, JeIMA topografik atomik kuvvet mikroskobu (AFM) goriintiileri,
GMAC filmlerin farkli JeIMA: kitin agirlik oranlari ve kitin. GMACXY, XY =
JeIMA: Kitin agirlik oranina sahip GMAC filmlerdir. A, JeIMA. B, GMAC31. C,
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GMACI11. D, GMACI13 ve E, Kitin. (6lgek ¢ubuklar1 500 nm'dir). F, 12.15 mikron
ve 450 nm'lik bir yiikseklige sahip mikro-modelli GMACI13%in topografik AFM
goriintiisii (6l¢ek gubugu 20 um'dir).

Sekil 14. Gerilme testi analizinden hibrid GMAC hidrojellerinin mekanik 6zellikleri,
A, Miihendislik gerilme-gerinim egrilerinde dogrusal bdlgenin egimlerinden elde
edilen elastik modiiller. Hidrojellerin farkli JeIMA: kitin agirlik oranlar ile
karsilastirilmasi. Tiim GMAC hidrojelleri i¢in elastik modiil, JeIMAI igin
bildirilenlerden daha yiiksektir ve bunlar sadece kitinden daha diisiiktiir. B, Farkli
JeIMA: kitin agirlik oranlarina sahip hibrid hidrojellerde basarisizlik igin
mihendislik gerinimi hasar degerleri. GMACI13, GelMAl'den %100 daha fazla
genlesebilir ve tek basina Kitinden %200 daha uzayabilir. C, Mekanik gerilme test
cihazinda yik uygulamasindan oOnce baslangic durumunda GMACI13'lin optik
goriintiisii. D, GMACI13"in optik gorilintiisli, %224'lik uzatilabilirlik gosterir. 16

mm'lik son uzunlugu gosteren ¢cekme yiikii.

Sekil 15. Bir florokarbon sivisinda batirilmis biyomateryalin prosesi. A, yiiksek
yogunluklu hidrofobik sivi, li¢ boyutlu baski islemi sirasinda hiicre-hidrojel
yapilarint mekanik olarak destekler ve daha sonra kolayca ¢ikarlabilir. B,
Florokarbonda gergeklestirilen tabaka-tabaka biriktirme tekniginin sematik goriiniist.
C, Batirllmis biyomateryal stratejisini kullanan teorik olarak rastgele yazdirilabilir

3B sekilleri.

Sekil 16. FRESH (freeform reversible embedding of suspended hydrogels)
kullanilarak yapilan hidrojel lifleri ve yapilarin analizi. A, Jelatin destek banyosu
(kirmiz1) i¢ine gomiilii aljinat 1if (yesil). B, jelatin destek banyosu icinde izole aljinat
liflerinin ¢ap1 160 ila 260 mm arasindadir. (C'den E'ye) 3D baskida dolgu i¢in yaygin
olarak kullanilan standart bir kare kafes modeli, 3D ile basilmis aljinat (yesil). D,
yukaridan asagi ve E olarak goriintiilenmistir. F'den H'ye bir sekizgen dolgu deseni,
aljinat (yesil) 3D ile basilir ve G yukaridan asagiya ve H olarak goriintiillenmistir. 1,
Kirmizi ve yesil floresanla etiketli aljinatta, list ve yanal kesitlerde gosterilen siirekli
bir ara yiize sahip, iki maddeli silindir baskist 6rnegi. J, jelatin destek banyosuna
gomiilii olarak gosterilen bir sarmalin serbest formlu, diizlemsel bir FRESH baskis1

ornegi. K, FRESH'nin gercek serbest formda bask1 yapabildigini ve standart katman
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katmani diizlemsel imalatla sinirlt olmadigin1 gosteren, sarmalin yakinlastirilmis bir

goriiniimii. Olgek gubuklar; A, 1 mm. D ve G, 500 mm. I, 2 mm. J, 10 mm ve K, 2,5

mm’dir.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Kimyasal Yap1 Gorseli

Axolotl Biyoyaziciya ait detayli iiriin haritasi

Axolotl Biyoyaziciya ait baglik kismina ait detayli {iriin haritas1
Biyobasim isleminin adimlar1

Tasarlanan doku iskeleleri

Sekil 22. Biyomiirekkeplerin kartus ile biyoyaziciya yerlestirilmesi. A, belirlenen

captaki igne kartusa sabitlenir ve biyomiirekkep kartus igerisine alinir. B, Kartus

pnomotik boruya baglanir. C, Kartus yazici tizerindeki yuvaya yerlestirilerek kilit ile

basliga kilitlenir ve basing ayarlanir.

Sekil 23.

Sekil 24.

Sekil 25.

Sekil 26.

Sekil 27.

Sekil 28.

Sekil 29.

Sekil 30.

Sekil 31.

Sekil 32.

Vankomisin hidrokloriiriin infrared spektrumu

Vankomisin hidrokloriiriin standart egri grafigi

Jelatin ve JeIMA’ya ait FTIR spektrumlari
'H NMR spektrumlari. A, Jelatin. B, JeIMA
Nanosilikanin FTIR spektrumu

HA FTIR spektrumu

10J-ONS-1HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G’”)
10J-1NS-1HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G*”)
10J-2NS-1HA’nin depolama (G”) ve kayip modiilleri (G”)

10J-3NS-1HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G”)
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Sekil 33. 10J-2NS-O0HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G”)

Sekil 34. 10J-2NS-2HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G”)
Sekil 35. 10JeIMA ve 1HA igeren formiilasyonlarin depolama (G”) modiilleri

Sekil 36. 10JeIMA ve 2NS igeren formiilasyonlarin depolama (G”) modiilleri

Sekil 37. 10JeIMA ve 2NS igeren formiilasyonlarin kayma hizi ve viskozite
grafikleri

Sekil 38. 10JeIMA ve 1HA igeren formiilasyonlarin kayma hizi ve viskozite
grafikleri

Sekil 39. Hazirlanan formiilasyonlarin IR spektrumlari

Sekil 40. Nanosilika igermeyen Orneklerin 3 farkli alandan elde edilen AFM

goruntusu

Sekil 41. Nanosilika icermeyen orneklerin kesit analizi verileri. Kesit analizi, 3 farkl

AFM topografi goriintiisii verileri kullanilarak 3 farkli bolgeden elde edilmistir.

Sekil 12. %1 oraninda nanosilika igeren 6rneklerin 3 farkli alandan elde edilen AFM

goruntiisi. 5 um x 5 pm tarama.

Sekil 43. %1 oraninda nanosilika igeren Orneklerin Kkesit analizi verileri. Kesit
analizi, 3 farklit AFM topografi goriintiisii verileri kullanilarak 3 farkli bolgeden elde
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Sekil 44. %2 oraninda nanosilika igceren 6rneklerin 3 farkli alandan elde edilen AFM

goruntiisii. 5 um x 5 pm tarama.
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Sekil 46. %3 oraninda nanosilika igeren drneklerin 3 farkli alandan elde edilen AFM

goruntiisi. 5 um x 5 pm tarama.
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1. OZET

Osteomiyelit Tedavisi icin Antibiyotik Iceren Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

ve In Vitro Karakterizasyonu

Ogrencinin Adi: Burcu AGIRMAN
Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Emine ALARCIN

Amac: Bu tez ¢aligmasinda osteomiyelit tedavisi i¢in 3B biyoyazici ile vankomisin
iceren jelatin metakrilat (JeIMA), hyaluronik asit (HA) ve nanosilika (NS)
nanokompozit doku iskelelerinin hazirlanmasi ve in vitro Kkarakterizasyonu
amagclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismanin ilk agsamasinda JeIMA sentezlenmistir ve yapist FTIR
ve 'H NMR ile belirlenmistir. Ardindan ekstriizyon tipi 3B biyoyazici ile basim igin
JeIMA, HA ve NS iceren biyomiirekkeplerin yazdirilabilirlikleri degerlendirilmis ve
biyomiirekkep optimizasyonlar1 yapilmistir. Basim sonrasi elde edilen yapilar UV ile
capraz baglanmistir. Hazirlanan doku iskelelerinin mekanik o6zellikleri, yiizey
topografileri, degredasyon ve sisme davraniglart degerlendirilmistir. Hazirlanan
optimum nanokompozit doku iskelelerine vankomisin yiiklenmis ve in vitro etken
madde serbestlestirme 6zellikleri ve salim kinetikleri degerlendirilmistir.

Bulgular: JeIMA, HA ve NS nanokompozit doku iskelelerinin basim optimizasyonu
basar1 ile tamamlanmistir. Doku iskelelerinin mekanik dayanikliliklar1 JeIMA ve NS
oraninin yukselmesi ile artmis, HA oraninin yiikselmesi ile azalmistir. Degredasyon
davraniglari ise artan JeIMA ve NS orani ile uzamis, artan HA orani ile ise azalmistir.
In vitro salim ¢alismalarinda tiim doku iskelelerinin uzatilmis salim gosterdigi ve
salimin Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modellerine uygun oldugu anlasilmistir.

Sonug¢: Calisma kapsaminda optimize edilen biyomiirekkepler basari ile ii¢ boyutlu
biyoyazici ile basilarak doku iskeleleri hazirlamistir.

Anahtar kelimeler: Biyoyazici, biyomiirekkep, vankomisin, nanokompozit hidrojel,
ilag tastyici


http://abys.marmara.edu.tr/gokcen.yasayan/

2. SUMMARY

Preparation and In Vitro Characterization of Scaffolds Containing Antibiotics
for the Treatment of Osteomyelitis

Student Name: Burcu AGIRMAN
Name of Supervisor: Assist. Prof. Dr. Emine ALARCIN

Objective: In this study, preparation and in vitro characterization of vancomycin
containing gelatin methacrylate (JeIMA), Hyaluronic acid (HA) and nanosilica (NS)
nanocomposite scaffolds for the treatment of osteomyelitis were aimed.

Material and methods: In the first stage of the study, GeIMA was synthesized and
its structure was determined by FTIR and 1H NMR. Then, the printability of the
bioinks containing GelMA, HA and NS for printing with an extrusion type 3D
bioprinter was evaluated and bioink optimizations were made. The structures
obtained after printing were crosslinked with UV. The mechanical properties, surface
topography, degradation and swelling behavior of the prepared scaffolds were
evaluated. Vancomycin was loaded onto the prepared optimum nanocomposite
scaffolds and their in vitro drug release properties and release Kinetics were
evaluated.

Results: Compression optimization of JeIMA, HA and NS nanocomposite scaffolds
has been successfully completed. The mechanical strength of the scaffolds increased
with the increase of the ratio of JeIMA and NS, and decreased with the increase of
the ratio of HA. The degradation behaviors were prolonged with increasing GelMA
and NS ratios and decreased with increasing HA ratios. In in vitro release studies, it
was understood that all scaffolds showed prolonged release and the release was in
accordance with Higuchi and Korsmeyer-Peppas Models.

Conclusion: The optimized bioinks within the scope of the study were successfully
printed with a three-dimensional bioprinter and prepared tissue scaffolds.

Keywords: Bioprinter, bioinks, vancomycin, nanocomposite hydrogel, drug delivery



3. GIRIS VE AMAC

Osteomiyelit, enfeksiyona neden olan bir mikroorganizmadan kaynaklanan kemik
yikiminin eslik ettigi inflamatuar bir siirectir. Olusan enfeksiyon kemigin tek bir
kismu ile sinirli olabilir veya kemik iligi, korteks, periosta ve ¢evresindeki yumusak
doku gibi birkag bolgeyi kapsayabilir. Progresif kemik yikimi, siddetli inflamasyon
ve kemik neoformasyonu ile karakterizedir (Lew ve Waldvogel, 2004) (Jin ve ark.,
2013) (Putnam ve ark., 2019). Giincel osteomiyelit tedavisi, antimikrobiyal tedavi,
olusan 0lii boslugun yonetimi ve kemigin stabilizasyonunu igerir (Carek ve ark.,
2001; Dhanoa ve ark., 2012; Jin ve ark., 2013). Otolog kemik greftleri 6li alan
yonetimi i¢in altin standarttir, ancak mevcut donor eksikligi, dondr bolgesinde
morbidite, kanama, postoperatif agri ve enfeksiyon riski gibi sinirlamalari vardir
(Kavanagh ve ark., 2018; Oryan ve ark., 2014; Roberts ve Rosenbaum, 2012).
Sistemik antibiyotik tedavisi ise lokal enfeksiyon boélgesine zayif penetrasyonu
nedeniyle istenen miktarda etkin bir tedavi saglayamamaktadir (Anagnostakos ve
ark., 2009). Yiksek doz ve uzun siireli sistemik antibiyotik tedavisi, ila¢ direncinin
gelismesine neden olabilmektedir (Barrett ve ark., 2014). Lokal antibiyotik tedavisi,
bu dezavantajlar i¢in en ¢ok agiklanan stratejilerden biridir (El-Husseiny ve ark.,
2011; Gauland, 2011; Harle ve Ritzerfeld, 1979; Luo ve ark., 2016). Sonug olarak
osteomiyelit icin en uygun tedavi, cerrahi debridman ve lokal antibiyotik salimi
saglayan doku iskelelerinin implantasyonu miimkiin olan en iyi tedaviyi

saglayacaktir (Anagnostakos ve ark., 2009; Luo ve ark., 2016).

Bu calisma kapsaminda osteomiyelit tedavisi igin ekstriizyon tabanli 3B biyobaski
teknolojisi ile hazirlanmak iizere jelatin metakrilat, silika nanopartikiilleri ve
hyaluronik asit nanokompozit biyomiirekkeplerinin tasarlanmasi ve optimizasyonu
amaclanmustir. Elde edilen malzeme 6li bosluklar1 doldurabilen, kemik olusumunu
indiikleyen ve lokal olarak antibiyotik serbestlesmesi saglayan multifonksiyonel bir

malzeme olmasi hedeflenmistir.

3B biyobaski, yiiksek yapisal karmasikliga ve tasarim esnekligine sahip modiiler ve
hastaya 6zgii doku iskelelerinin katman katman birikimini saglayan bir ek iiretim

teknigidir. Bu teknik, doku iskelelerinin mimarisi tizerinde dogrudan ve kesin kontrol



saglar. Bu teknoloji, bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme
(MRI) gibi yaygin olarak kullanilan tibbi goriintiileme teknikleriyle yakalanan doku
goriintiilerine dayanan yapilarin bilgisayar ortaminda tasarlanmasini ve iiretilmesini
saglar. Bu geleneksel imalat teknikleriyle miimkiin degildir. Son zamanlarda 3D
baski, kraniofasiyal implantlar, dental kaliplar, kronlar ve implantlar, protez
boliimleri, istege bagli tibbi ekipman, cerrahi modeller, deri ve kemik gibi doku
yenilenmesi i¢in iskeleler, organ baskilari, ilag¢ kesfi i¢in doku modelleri dahil olmak

lizere genis bir uygulama yelpazesi bulmustur (Guvendiren ve ark. 2016).

Biyobaski ic¢in temel stratejiler, stereolitografi, miirekkep piiskiirtmeli baski,
ekstriizyon baski ve lazer destekli baskidir (Heinrich ve ark., 2019). Ekstriizyon
tabanli biyobaski, baski modalitesi, cesitli biyomiirekkepler icin kullanimi ve
nispeten diisiik maliyeti ile 6ne ¢ikmaktadir (Liu ve ark. 2017; Mazzocchi ve ark.,
2018). Ancak basarili olarak basilabilen ve biyolojik olarak etkili bir biyomiirekkep
kombinasyonunun se¢imi, biyoyazdirma prosesindeki ana zorluklardan biri olarak

kabul edilmektedir (Indurkar ve ark., 2020).

Hidrojeller, dogal hiicre dis1 matrisin temel 6zelliklerini ve yiiksek oranda su iceren
3B ortam1 saglamasi nedeniyle hiicreleri ve biyoaktif bilesenleri enkapsiile etmek
icin umut vermektedir. Ekstriizyon tipi biyobasim i¢in kolajen, jelatin, jelatin
metakrilat (JeIMA), ipek fibroin ve aljinat gibi ¢esitli dogal hidrojeller kapsamli bir
sekilde aragtirnlmistir. Bununla birlikte, bu biyomiirekkepler nispeten zayif
basilabilirlik ve zayif mekanik 6zelliklere sahiptir. Hidrojellerin bu sinirlamalarini
ortadan kaldirmak i¢in i¢ ige gecen ve nanokompozit hidrojel yapilart gelistirilmistir

(Chimene ve ark., 2020).

Jelatin, hiicre dis1 matrisin (ECM) en ¢ok bulunan bilesenlerinden biri olan hidrolitik
olarak bozulmus bir kolajendir. Suda c¢oziiniir bir foto baslatict kullanilarak
olusturulan foto ¢aprazlanmis JeIMA, doku miihendisligi i¢in kullanilan hidrojellerin
igerdigi ilact ve kardiyak ve vaskiiler doku miihendisligi uygulamalarinda doku

kiiltiirii iginde suda ¢Oziiniir jelatinin stabilitesini arttirir (Hassanzadeh ve ark., 2013).

Calisma kapsaminda JeIMA’nin basim ve mekanik 6zelliklerini gliglendirmek icin

malzemeye NS ilave edilmistir. Nanosilikanin kayma ile incelme 6zelligi basarili bir
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ekstriizyon i¢in Onem tasimaktadir. Negatif yiikli NS, biyomiirekkep
kompozisyonundaki pozitif yiikli JeIMA ile elektrostatik etkilesim olusturarak,
fiziksel olarak capraz baglanmaktadir. Boylece malzemenin mekanik, degredasyon
ve ila¢ serbestlestirme Ozelliklerini desteklemektedir. Ayrica NS’nin  kemik
olusumunu indiikledigi de bilinmektedir (Alargin ve ark., 2018; Gaharwar ve ark.,
2013).

Tez calismasi kapsaminda segilen hyaluronik asit, kemigin dogal bir bilesenidir ve
hiicre canliligini, tutunmasini  ve c¢ogalmasim1i  osteojenik  farklilagsmayz,
vaskiilarizasyonu ve konak entegrasyonunu gelistirmektedir (Martinez-Sanz ve ark.,
2011; Silva ve ark., 2018; Tokatlian ve ark., 2012; Juhasz ve Marmur, 2015; Amini
ve ark., 2012). Ayrica birgok yaygin ortopedik patojen tizerindeki antimikrobiyal
etkileri ¢esitli calismalarda kanitlanmistir (Romano ve ark., 2017; Ardizzoni ve ark.,

2011; Carlson ve ark., 2004; Drago ve ark., 2014).

Calisma kapsaminda oncelikle jelatin metakrilat sentezlenmistir. Sentezlenen jelatin
metakrilatin metakrilasyon derecesi ve fonksiyonel gruplart FTIR ve 'H NMR
yontemleri kullanilarak incelenmistir. Ardindan biyomiirekkep optimizasyonu
asamasina gec¢ilmistir. Bu asamada oncelikle biyomiirekkeplerin biyoyazici (Axolotl
Biosystems, Tiirkiye) ile kesintisiz ve muntazam bir yapr olusturmalarina gore
biyobasilabilirlikleri belirlenmistir. Sonraki agsamada ise basilan biyomiirekkeler UV
15181 altinda capraz baglanmistir. Doku iskelelerinin yapilar1 FTIR ile karakterize
edilmistir. Ardindan mekaniksel dayanimlar1 belirlenmistir. Sonrasinda yiizey
topografileri, degredasyon, sisme davranislar1 ve in vitro etken madde serbestlestirme
ozellikleri degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, optimize edilen jelatin metakrilat,
nanosilika ve hyaluronik asit hidrojellerinin gerek doku miihendisligi
uygulamalarinda gerekse ilag tasiyicilarin  hazirlanmasinda basarili  olarak

kullanilabilecegi anlagilmistir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1.Kemik Doku

Kemik, ¢oklu fizyolojik fonksiyonlari olan dinamik bir mineralize bag dokusudur.
Organ seviyesinde kemikler, yiik tasima ve hareket yetenegi i¢in mekanik destek ve
hassas i¢ organlara fiziksel koruma saglar. Kemikler ¢ok cesitli metabolik
fonksiyonlar i¢in gerekli olan ana kalsiyum ve fosfat rezervuarlaridir (Sekil 1).
Ayrica kemik iligi ve hematopoetik hiicrelerin gelisimi i¢in ¢evresel bir nig saglarlar

(Weiner ve Wagner, 1998; Grabowski, 2009).

Kirmizi kemik ilgi
iceren bogluklar

Mediiller bogluk

Kirmizi kemik iligi

r Beyaz kan hiicreleri

W
L 4

Trombositler

/
Kan dolagimi A 4

Sekil 1. A, Kemikler viicudu dis etkenlerden korur. Basa sert bir nesne carptiginda,
kranial kavite i¢inde yer alan beyin, bu darbenin giiciinden, kafatasi kemikleri
tarafindan biiyiik 6l¢iide korunur. B, Hematopoez (kan hiicrelerinin olusumu); uzun
kemigin mediiller boslugunda bulunan kirmizi kemik iligi kemigin, kirmiz1 kan
hiicreleri, beyaz kan hiicreleri ve trombositleri olusturma islevini yerine getirir. C,
Kemikler, kandaki kalsiyum seviyeleri i¢in bir rezervuar gorevi goriir. Kandaki
kalsiyum seviyesi distiigliinde, viicut, kalsiyumun kemiklerden kan dolasimina
salinmasini saglayan paratiroid hormonunu salgilar. Kandaki kalsiyum seviyesi
yukseldiginde ise viicut, kan dolasimindaki asir1 kalsiyumun tekrar kemiklere
birikmesini saglayan kalsitonin hormonunu salgilar (Muscolino, 2011).



Viicudun genel cergevesi esas olarak, bazi bolgelerde kikirdak parcalartyla
desteklenmis bir dizi kemikten olusur; gercevenin kemikli kismi iskeleti olusturur.
Yetiskin insan iskeleti, susamoid kemikleri hari¢ olmak iizere toplam 206 kemikten

olusur (Gray, 1918).

Insan iskeletinin kemikleri iki ana gruba ayrilmistir (Sekil 2). Aksiyel iskelet,
viicudun uzun ekseni boyunca tiim kemikleri igerir. Apendikiiler iskelet kemikleri ise
iskeletin geri kalanini olusturur Apendikiiler iskelette 126 kemik, eksenel iskelette 74
kemik ve 6 isitsel kemik bulunur (Clarke, 2008).

AKSIYAL APENDIKULER
iSKELET DiYAGRAMI iSKELET DiYAGRAMI

8
2 ’ X 7 Kafatasi
isitsel kemikler ¥

(i kulak)
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Sekil 2. Aksiyel ve Apendikiiler iskelet
(https://en.wikipedia.org/wiki/Appendicular_skeleton,
https://en.wikipedia.org/wiki/Axial_skeleton, Erisim tarihi: 15.10.2020)

Aksiyel iskelet

-Omurga: (26 kemik)

-Kafatasi: (22 kemik)

-Dil kemigi: (1 kemik)

-Kaburga ve sternum: (25 kemik)


https://en.wikipedia.org/wiki/Appendicular_skeleton
https://en.wikipedia.org/wiki/Axial_skeleton

Apendikiiler iskelet

-Ust ekstremiteler (64 kemik)
-Alt ekstremiteler (62 kemik)
Isitsel kemikler: (6 kemik) (Gray, 1918)

Kemikler sekillerine gore ise major olarak dort sinifa ayrilir. Bunlar; uzun, kisa, diiz
ve diizensiz kemiklerdir (Muscolino, 2011). Uzun kemikler arasinda klavikula,
humerus, radius, ulna, femur, tibia, fibula, metakarplar, metatarsallar ve fajanlar
bulunur. Kisa kemikler arasinda karpal ve tarsal kemikleri, patella ve sesamoid
kemikleri bulunur. Yasst kemiklere ornek; kafatasi, mandibula, kiirek kemigi,
sternum ve kaburgalardir. Diizensiz kemikler, omurlari, sakrum, koksiks ve hyoid

kemigini icerir (Clarke, 2008).

4.1.1. Kemik dokunun yapisi

Kemik, ortak yapitasi olarak “mineralize kollajen fibril" iceren biyokompozit bir
dokudur. Kemige elastikiyet kazandirarak kirilmalari onleyen kollajen, igerisinde
veya lzerinde minerallerin bulundugu iic boyutlu bir matrisin ana bilesenini
olusturur. (Weiner S. ve Wagner H. D., 1998). Organik matris, kollajen tip I liflerden
(yaklasik %95) ve proteoglikanlardan ve ¢ok sayida kollajen olmayan proteinlerden
(%5) olusur (Barrere F. Ve ark., 2006). Kemigin yapisinda yiiksek oranda mineral ve
inorganik bilesenler bulunur. Kemige sertligini veren ise karbonatl apatit olarak da
bilinen minerallerdir. Ayrica, kemikte yaklasik %25 oraninda su bulunmaktadir.
Kemigin belirtilen ana bilesenlerinin oranlar1 ve yapi taslarmin diizenlenme sekli,
farkli kemik tiirleri arasinda degiskenlik gosterebilir. Kemikte ayrica damar dokusu
ve hiicresel aktivite iirlinleri ve biiylime siirecinde bu biiylime siirecini biiylik 6l¢iide
diizenleyen hormonlar bulunur (Setiawati ve Rahardjo, 2018; Muscolino, 2011;
Tiibitak Bilim ve Teknik, 2014, Weiner ve Wagner, 1998).

Kemik hiicreleri, kemiklerin islevi i¢in ¢ok onemlidirler. Kemik dokusunda her biri
farkli fonksiyonlara sahip major dort tip hiicre (Sekil 3) bulunur: Osteojenik hiicreler,
osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar (Setiawati ve Rahardjo, 2018; Barrére ve

ark., 2006).
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Sekil 3. Kemik hiicreleri; osteosit, osteoblast, osteojenik hiicre ve osteoklast (Rice
University Textbook, Anatomy and Phsiology, 2017).

Osteoblastlar, mezenkimal bir kdk hiicre dizisi olan osteoprogenitdr (osteojenik)
hiicrelerden tiiretilirler (Setiawati ve Rahardjo, 2018). Yeni kemik olusturmaktan,
kemik matrisinin sentezlenmesinden ve mineralizasyonundan sorumlu olan kemik
hiicreleridir ve periost (kemik dis zar1) ve endosteum da (kemik i¢ zar1) dahil olmak
tizere biiyliyen kemik kisimlarinda bulunur (Setiawati ve Rahardjo, 2018; Rice
University Textbook, Anatomy and Phsiology, 2017). Osteositler, olusturduklar
kemik igerisinde sikisip kalmis aktif olmayan osteoblastlardir (Setiawati ve
Rahardjo, 2018). Osteoblast1 ¢evreleyen salgilanan matris kemiklestikce, osteoblast
onun i¢inde tutulur ve olgun kemigin primer hiicresi ve en yaygin tipte kemik hiicresi
olan osteosite doniisiir (Rice University Textbook, Anatomy and Phsiology, 2017).
Osteoklastlar ise fagositoz yoluyla kemik matrisini yikmaktadir (Setiawati ve

Rahardjo, 2018).

Makroskobik olarak kemikler, kortikal ve trabekiiler kemik olarak
adlandirilan iki tiir dokudan olusur. Yetiskin insan iskeleti, genel olarak %80 kortikal
kemik ve %20 trabekiiler kemikten olusur. Farkli kemikler, farkli oranlarda
trabekiiler ve kortikal kemik igerir (Clarke, 2008). Kemik iligi alanin1 ¢evreleyen,
kortikal kemigin (kompakt kemik) yapist yogundur ve saglamdir (Clarke, 2008).
Stingerimsi (trabekiiler) kemik ise retikiiler bir yap1 olusturmak icin birlesen, orgiiye
benzeyen ince liflerden ve lamellerden olugmaktadir (Gray, 1918; Huddleston 1988;
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Cowin ve Doty, 2006). Kompakt doku ve siingerimsi doku arasindaki yapisal fark,
sadece farkli miktarda kati madde miktarina ve her birindeki bosluklarin
blyiikliigline ve sayisina baghdir; kompakt dokularda oyuklar kiiclik ve aralarindaki
kat1 madde bolken, siingerimsi dokularda bosluklar biiyiiktiir ve katt madde daha az
miktardadir. Bu iki tiir dokunun miktari, farkli kemiklerde ve ayni kemigin farkli
kisimlarinda, degiskenlik gdsterebilir (Gray, 1918). Kortikal ve trabekiiler
kemiklerin, hiicresel ve molekiiler yapilar1 ¢ok benzer, ancak islevleri ve mekanik
ozellikleri 6nemli farkliliklar gosterir (Grabowski, 2009). Kortikal kemik, en yaygin
olarak uzun kemiklerin govdelerinde bulunur ve etrafindaki osteositleri ve bunlarin
baglantili hiicresel siireglerini igeren kan damarlar1 ve kanalikiillerin niifuz ettigi
yogun bir kompakt dokudan olusur. Trabekiiler veya siingerimsi kemik, uzun
kemiklerin ucunda, omurlarda ve eklem yiizeylerinde bulunur ve ince bir kemik

agidan ve kemik iligi ile ¢evrili destek baglantilarindan olusur (Grabowski, 2009).

Makroskobik olarak uzun kemikler (Sekil 4); igi bos bir gévde (diyafiz), biiyliime
kikirdaginin altinda koni seklinde metafiz ve biiyiime kikirdaginin istiindeki
epifizlerden olusur. Diyafiz esas olarak yogun kortikal (kompakt) kemikten olusur,
metafiz ve epifiz ise nispeten ince bir kortikal kemik kabugu ile cevrili trabekiiler
kemikten olusur (Clarke, 2008). Diyafizin disi, kaslarin, baglarin ve tendonlarin
baglandi1 lifli bir dis tabaka olan periosta ile kaphdir. I¢i ise, kortikal ve siingerimsi
kemik arasindaki sinirda ve trabekiillerin astarinda, endosteum ile kaplidir (Setiawati

ve Rahardjo, 2018).

Periost canli kemigin yiizeyinden siyrilirsa, periosteal damarlarin girisini gosteren
kiiciik kanama noktalar1 goriiliir. Uzuvlarin uzun kemiklerinin her birinin i¢i, kemik
iligi dolu ve mediiller membran denilen oldukca vaskiiler bir gozenekli yapiyla kapl,

silindirik bir bosluk sunar (Gray, 1918).
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Sekil 4. Kemik makro yapisi. A, Epifiz, epifiz plaklari, metafiz ve diyafizi gosteren
uzun kemik gelisimi. B, Epifiz ¢izgileri gosteren olgun uzun kemik (Setiawati ve
Rahardjo, 2018).

Mikroskobik olarak bakildiginda kompakt kemik osteon veya Havers sistemi denilen
yapisal tiniteler igerir (Rice University Textbook, Anatomy and Phsiology, 2017).
Kemik, uzun kemiklerin ekseni boyunca asagiya dogru uzanan Havers sistemleri
olarak bilinen paralel siitunlar seklinde organize olmustur (Setiawati R. ve Rahardjo,
2018).

Havers sistemleri silindir seklindedir, yaklasik 400 mm uzunlugunda ve 200 mm
genisligindedirler ve kortikal kemigin iginde bir dallanma ag1 olustururlar (Clarke,
2008). Bu siitunlar (osteon) lamellerden, es merkezli kemik ve matriks halkalarindan,
merkezi bir kanali ¢cevreleyen bir kanal yani Havers kanalindan olusur ve sinirleri,
kan damarlarin1 ve kemigin lenfatik sistemini igerir. Paralel Havers kanallari, dik
Volkmann kanallar1 ile birbirine baglanir (Clarke, 2008, Setiawati ve Rahardjo,
2018). Bu damarlar ve sinirler, periost ve endosteuma ulasmak i¢in dik agilar ile
Volkmann kanallarin igerisinde dallanirlar (Rice University Textbook, Anatomy
and Phsiology, 2017).

Havers sistemlerinin lamelleri osteoblastlar tarafindan olusturulmustur. Bu hiicreler
matris salgiladik¢a, lakuna denilen alanlarda sikisip kaldiklarinda osteositler olarak
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bilinir (Setiawati ve Rahardjo, 2018). Osteositler, bitisik lamellerin sinirlarinda
bulunan lakuna (kemik boslugu) adi verilen alanlarin igine yerlesmistir (Sekil 5).
Kanalikiiller (birbirine bagli kiigiik kanallardan gegen sitoplazmik uzantilar), diger
lakunalarin kanalikiilleriyle ve sonunda merkezi kanal (Havers kanali) ile baglanir.
Bu sistem besin maddelerinin osteositlere tasinmasini ve atiklarin uzaklastirilmasini

saglar (Setiawati ve Rahardjo, 2018, Rice University Textbook, Anatomy and

Phsiology, 2017).

Osteonik kanal

Sinir \ - &, |
Y O

Osteonik kanaldaki Kan Sinir

sinir ve kan damarlan daman N L |
Kan damari |
|

Kemik ig zar "

Sert kemik ——

Osteon

Kanalikdl

Osteosit

Sekil 5. A, kemigin i¢ini gosteren uzun bir kemigin boliimii. B, kompakt kemigin
osteonlarm1 ve govdede bulunan silingerimsi kemigi gosteren uzun kemigin
gbovdesinin pasta dilimi seklinde bir pargasinin biiyiitiilmesi. C, Lakuna'y1 birbirine
baglayan kanalikiiller yoluyla birbirleriyle iletisim kuran osteositleri gosteren
kompakt kemik dokusunun daha da biiyiitiilmesi. (Muscolino, 2011)

4.1.2.Kemik olusumu ve rejenerasyonu

Iskeletin gelisimi ve olusumu (ossifikasyon) iki farkli sekilde olusur: i)
intramembrandz ve ii) endokondral ossifikasyon. Hem intramembran6z hem de
endokondral kemik ossifikasyon vaskiiler biiylimeye yakin bir yerde meydana gelir

(Kanczler ve Oreffo, 2008). Yasst kemikler, membrandz kemik olusumu, uzun
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kemikler endokondral ve membranéz kemik olusumu kombinasyonu ile olusur

(Clarke, 2008).

Intramembrandz ossifikasyon, kilcal damarlarin mezenkimal bélgeye girmesi ve
mezenkimal hiicrelerin olgun osteoblastlara farklilasmasi ile karakterize edilir. Bu
osteoblastlar, yapisal olarak kemik spikiillerinin (ignemsi, diken benzeri uzantilar)
olusumuna yol acan kemik matriksini biriktirir. Bu spikiiller biiyiir ve gelisir ve
sonunda trabekiil olusturmak i¢in diger spikiiller ile birlesir. Trabekiillerin biiyiikligi
ve sayilart arttikga, sonunda daha organize, daha giiglii, lamel kemigi ile yer
degistirecek olan yiiksek oranda osteosidli diizensiz bir yap1 olusturarak birbirine

bagli hale gelirler (Kanczler ve Oreffo, 2008).

Endokondral ossifikasyon, adindan da anlasilacagi gibi, bir kikirdak modelinde
meydana gelen ossifikasyondur (kondral, kikirdak anlamma gelir). insan viicudunun
cogu kemigi endokondral kemiklesme ile gelisir. Uzun bir kemik i¢in endokondral

ossifikasyon adimlar1 asagidaki gibidir:

1. Kikirdak modeli, diyafizi ¢evreleyen periosteal zar1 gelistirir.

2. Diyafizdeki kikirdak kademeli olarak parcalanir ve periosttaki osteoblastlar
tarafindan kemik dokusu ile degistirilir. Gelismekte olan kemik dokusunun
bulundugu bolgeye ossifikasyon merkezi denir. Diyafizde kemigin gelismekte
olan bu ilk bolgesine birincil ossifikasyon merkezi denir.

3. Birincil ossifikasyon merkezi yavas yavas epifizlere dogru biiyiir ve kikirdak
yerine kemik konur.

4. Ikincil ossifikasyon merkezleri, uzun kemigin epifizlerinde goriiniir ve kikirdak
yerine kemik eklenir ve primer ossifikasyon merkezine dogru biiyir.

5. Birincil ve ikincil ossifikasyon merkezleri arasindaki boélge, hala, kikirdak
dokusu iireten ve kikirdak modelinin uzunlugunu arttirmaya devam eden kikirdak
hiicreleri igerir. Bu kikirdak biiylimesi bolgesine epifiz diski denir.

6. Bu arada, diyafiz merkezinde, osteoklastlar kemik dokusunu pargalayarak

mediiller boslugu olusturur.
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7. Epifiz diski kikirdagi birakarak kemigi uzatmaya devam ettikce, ossifikasyon
merkezleri epifiz diski kikirdagini kemik dokusu ile degistirerek biiyiimeye

devam eder (Muscolino, 2011).

Doku seviyesinde, kemik olusumu ve rezorpsiyonunun koordineli aktiviteleri, kemik
modellemesi ve yeniden sekillenmesi i¢in mekanizmalar saglar. Hiicresel diizeyde,
kemik matrisi olusumu ve mineralizasyonuna osteoblastlar, kemik rezorpsiyonuna

ise osteoklastlar aracilik eder (Grabowski, 2009).

Osteoblast ve osteoklast aktivitesi arasindaki denge kemik doniisiimiini yonetir ve
kemigin fazla {iretilmemesini veya asir1 bozulmamasini saglar (Sekil 6). Bu hiicreler,

asagidakilerden olusan kemik matrisini olusturur ve yikar:

— Tip | kollajen ve glikosaminoglikanlardan (GAG'ler) olusan, mineralize edilmis
matris olan Osteoid.

— Kalsiyum hidroksiapatit, kemige kuvvetini ve sertligini veren bir kalsiyum tuzu

kristali (Setiawati ve Rahardjo, 2018).

@ Osteoklast

&= Osteoblast

@ Osteoprogenitor
ﬁ Osteosit

Sekil 6. Sol: Osteoklastlar rezorbsiyon yoluyla kemik dokusunu yikarlar. Orta: Bu
sirayla kemik progenitor hiicrelerinin bolgeye alinmasina ve osteoblastlara
farklilagsmasina neden olurken, osteoblastlar kemik dokusunun yiizeyini kaplar ve
cogalir. Sag: osteoblastlar kemigi kemiklestirme adi verilen bir islemle

bicimlendirirken, bazilar1 olgun kemik hiicrelerine(osteositlere) farklilasir (Rupani ve
ark., 2012).
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4.2. inflamatuar Hastaliklarin Kemik Uzerine EtKisi

Kronik inflamatuar hastaliklar siklikla sistemik kemik kaybi ile iliskilidir. Bu kemik
kaybinin altinda yatan mekanizmalar karmagsik ve birbiriyle ilintilidir. Ayrica bu
mekanizmalarin kemigin yeniden sekillenme dongiisiine etki ettigi bilinmektedir.
Inflamatuar hastaliklar kemik rezorpsiyonunu artirabilir, kemik olusumunu

azaltabilir, ancak siklikla bu islemlerin her ikisini de etkiler (Hardy ve Cooper,

2009).

Romatoid artrit, eklem kikirdaginin tahribati ve asir1 subkondral osteoklastik kemik
rezorpsiyonu ile karakterizedir. inflamatuar durumda, romatoid sinoviyal membranda
(osteoklastlara farklilasan) makrofajlar birikir. Burada, birgok osteoklastojenik
sitokin vardir. Romatoid sinovyal fibroblastlarin, osteoklast olusumunu destekledigi
gosterilmistir. Ayrica bazi stokinlerin insan romatoid sinovyum invitro ve indiiklenen

artritli farelerde proinflamatuar etkileri izlenmistir (Rodan ve Martin, 2000).

En yaygin kemik hastaliklarindan biri olan periyodontit, dis plagina neden olan
bakteri birikiminin periodontiyumun hiicresel ve yapisal bilesenlerinin tahrip

olmasina yol actig1 periodontal bir hastaliktir (Rodan ve Martin, 2000).

Romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, aksiyel spondilartrit ve psoriatik artrit,
inflamatuar barsak hastalii, ¢olyak hastaligi, kistik fibrozis, kronik obstriiktif
akciger hastalig1 ve periyodontit gibi cesitli kronik inflamatuar hastaliklar sistemik
osteoporoz ve kemiklerde kirik gibi baz1 sorunlara sebep olabilir. Periodontitte hem
lokal hem de sistemik kemik kaybi bildirilmistir. Periodontit, insanlarda en sik
goriilen kronik hastaliklardan biridir ve ¢esitli bakteri tiirleriyle subgingival

enfeksiyonlarla ortaya ¢ikar (Redlich ve Smolen, 2012).

Kemik kayb1 ve bunlarin onarimi ortopedi ve ilgili uzmanlik alanlarindaki 6nemli
konulardir. Travmatik yaralanma, kemik enfeksiyonu, osteonekroz, artrit,
osteoporoz, omurga flizyonu, osteoekroz, artrit, osteoporoz, omurga fiizyonu,
kemikle iligkili partikiil asinmas1 hastalarinin tedavisi i¢in kemik kaybi ve onariminin
temel prensiplerinin anlagilmasit 6nemlidir. Kemik kaybi ve onarimi konusunun

klinik ve ekonomik 6nemi biiyiiktiir (Loi ve ark., 2016).
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ABD'de her yil yaklasik 100.000 noniinyon kirik (kirik kemik uclarmin gerekli
sekilde kaynama gosterememesi) gelismektedir. Bu kiriklar i¢in tibbi bakim 2025
yilina kadar 25 milyar dolardan fazlaya mal olacagi diisiiniilmektedir. Kemik
defektlerini onarmak veya saglam bir fiizyon elde etmek i¢in otogreft veya allogreft
kemigi kullanan cerrahi vakalarin sayisi, diinya ¢apinda yil basina toplam 2.2 milyon
ve ABD'de yaklasik 1.5 milyon vakadir. Sonu¢ olarak, kemik kaybi ve onarimi
sosyal ve ekonomik olarak olduk¢a biiyiik bir yiik olusturmaktadir. Bu nedenle
etiyoloji, biyolojik mekanizmalar, kirigin 6nlenmesi ve kemigin iyilesmesi icin

yontemler hakkinda daha derin bir anlayisa ihtiyag¢ vardir (Loi ve ark., 2016).
4.3. Osteomiyelit

Osteomiyelit, yiiz milyonlarca yil Once fosillesmis sekilde hayvan enfeksiyonu
olarak bulunan eski bir hastaliktir. insan osteomiyelitinin tartigiimasi Hipokrat
doneminde olmustur (M.O. 460-370). Akut hematojen osteomiyelit, 1773'te
Broomfield tarafindan “medullada apse” olarak adlandirilmistir.  1844'te

“osteomiyelit” terimi, Nelaton'a atfedilmistir (Schmitt, 2017).

Osteomiyelit, kemik yikimimin eslik ettigi ve enfeksiyona neden olan bir
mikroorganizmanin neden oldugu inflamatuar bir siirectir. Kemik steril bir organ
sistemidir, ancak bakteriler saghikli kemige dogrudan yayilma, hematojen yayilma
veya birlesik bir enfeksiyon odagindan ulasabilir. Osteomiyelit veya kemik iltihab,
en yaygin olarak invaziv bakteriyel enfeksiyondan kaynaklanir. Enfeksiyon kemigin
tek bir kismi ile siirl olabilir veya kemik iligi, korteks, periosta ve ¢evresindeki
yumusak doku gibi birkag bolgeyi kapsayabilir (Sekil 7). Progresif kemik yikimi,
siddetli inflamasyon ve kemik neoformasyonu ile karakterizedir (Lew ve Waldvogel,
2004) (Jin ve ark., 2013) (Putnam ve ark., 2019).

Kemik yeniden sekillenmesinin normal omurgali fizyolojisinin bir parcgast olarak
meydana geldigi dogrudur fakat kemigin yeniden sekillenmesinin kinetigi, lokal ve
sistemik inflamasyona yanit olarak biiyiik dl¢iide degisebilir. Ozellikle osteomiyelit,
TNFa, IL-1pB ve IL-6 gibi bol miktarda proinflamatuar sitokin seviyeleri ile iligkilidir.

Bu pro-inflamatuar sitokinlerin, hem dogrudan osteoklastlari uyararak hem de
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dolayli olarak osteoklastogenezi yonlendirmek i¢cin RANKL' osteoblast iiretimini
tesvik ederek iskelet hiicresi farklilagmasini in vitro olarak destekledigi gosterilmistir
(Birt ve ar., 2017; Berendt ve Byren, 2004; Haas ve McAndrew, 1996, Lew ve
Waldvogel, 2004; Putnam ve ark., 2019).

Osteomiyelitten, aralarinda Staphylococcus aureus'un (S. aureus) ana etken oldugu
cok cesitli bakteri tiirleri izole edilmistir. S. aureus, kiiltiir pozitif vakalarin %38 ila
%67'sinde tanimlanmistir (Jin ve ark., 2013). S. aureus, hem akut hem de kronik
bakteriyel osteomiyelitin en sik izole edilen etiyolojik ajanidir. S. aureus hematojen
yayilim, cerrahi veya kaza sonucu travmay1 takiben kemigin kontaminasyonu veya
cevredeki yumusak doku enfeksiyonundan dogrudan yayilma yoluyla kemige
kolonize olabilir. Kemik, siirekli olarak osteoblastlar ve osteoklastlar tarafindan
dontisiime ugradigindan, istilac1 bakteriyel patojenler i¢in benzersiz bir alandir.
Kemik iligi lenfositlere ve miyeloid hiicreleri olusturan hematopoietik kok hiicreler
barmdirdigindan, ayirt edici bir immiinolojik nisi temsil eder (Birt ve ar., 2017,
Berendt ve Byren, 2004; Haas ve McAndrew, 1996; Lew ve Waldvogel, 2004;
Putnam ve ark., 2019).

A \ B FEEN C 0\
et = e )
,/" . J /.‘ e // ;'/ . S
\ / \ / { /
\ A‘\‘ \ “\ \ &
/ 4 / 4 ‘ I/

Kemik zan —§

Kemik zan
damardan beslenemeyen
Korteks — g Kaguk L BuyUyen apse " nekrotik bolge
apse /
Medular kavite —& v Sinus yolundan iltihap
Il crkig
| | i | | |
Kortikal bolgede lokalize e Nekrotik bolgeden ve sinis
olmus enfeksiyon p 2 ¥ yolundan enfeksiyonun yayiimas:
baglangici kemik zanini ylkseltmesi

Sekil 7. Osteomiyelitin ilerlemesi. A, bir apse, bolgeye kan akisini daraltan lokalize
bir enfeksiyondan gelisir. B, sekestrum adi verilen nekrotik kemik dokusunun
avaskiiler bolgesinde ortaya ¢ikar. C, ardindan sekestrumu ¢evreleyen yeni kemigin
gelisimi, ayni zamanda piiriilanin kacgabilecegi bir siniis yoluna sahip olabilen
entukrum olarak adlandirilir (Kavanagh ve ark., 2018).
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Antibiyotik Oncesi c¢agda osteomiyelit tedavisi, debridmandan olusan bakim
standardi, kaviteyi agmak i¢in etrafindaki deriyi ve dokuyu oyma islemi ve sekonder
iyilesmeyle yara doldurma islemini igerecek sekilde cerrahi olarak uygulanmustir.
1940'larda penisilinin gelistirilmesiyle birlikte, stafilokokal osteomiyelit kaynakli
mortalite %30'dan %10'a diismiistiir (Schmitt, 2017).

Osteomiyelitte; hematojen osteomiyelit, vertebral osteomiyelit, travma sonrasi
osteomiyelit ve diyabetik ayak enfeksiyonu dahil olmak tizere (Sekil 8) bir¢ok major

sendrom goriiliir (Schmitt, 2017).

Travma, kemik ameliyati veya eklem replasmant devaminda goriilen, bitisik
kontamine bir enfeksiyon kaynagindaki lokal yayilmaya bagli osteomiyelit her yasta
ortaya cikabilir ve herhangi bir kemikte goriilebilir. Bu tip hastalarda, yabanci cisim
implant1 yapilmis olan hastalarin tanimlanmast hem enfeksiyona karsi yiiksek
duyarliliklarindan hem de tedavilerinin zorlugundan dolayr onemlidir (Lew ve
Waldvogel, 2004). Osteomiyelit, agik kiriklarin kontaminasyonu veya kapali
kiriklarin agik onarimi sonucu da olusabilir. Ac¢ik kiriklarin %25'inde enfeksiyon
gelisebilmektedir. Enfeksiyon gelisimi; kirigin siddeti, yumusak doku hasarmin
siddeti, bakteriyel kontaminasyon, vaskiilarizasyon derecesi, debridmanin yeterliligi

ve profilaktik antibiyotiklerin verilmesi gibi faktorlere baghdir (Schmitt, 2017).

Diyabetli kisilerde diyabetin metabolik sonuglari, kemik ve yumusak doku iskemisi
ve noropati gibi faktorler osteomiyelit gelisimine neden olabilir. Diyabet varliginda
vaskiiler yetmezlige bagli goriilen osteomiyelitte hemen hemen tiim vakalarda
kemige yayilan bir ayak yumusak doku enfeksiyonu gozlenmektedir (Lew ve

Waldvogel, 2004).

Hematojen osteomiyelit, cogunlukla prepubertal cocuklarda ve yash hastalarda
goriilmektedir. Hematojen osteomiyelit kanda bulunan bakterilerin sadece hafif
yaralanmig bir kemik i¢ine yuvalanmasi ile karakterize edilir (Lew ve Waldvogel,
2004). Cocuklar en sik olarak hematojen yoldan osteomiyelit edinir. Vakalarin
yarisindan fazlas1 5 yasindan once ortaya ¢ikar ve siklikla uzun kemikler etkilenir.

Yeni doganlarda enfeksiyonlar kalici damar kateterleri, anormal idrar anatomisi ve
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cilt veya yumusak doku enfeksiyonu sebepli bakteremi ile iliskilidir. Ug ayliktan
biiyilk ¢ocuklarda orak hiicre hastaligi ve hastaliga veya tedaviye bagli immiin

yetmezlik de rol oynayabilir (Schmitt, 2017).

Protez eklem enfeksiyonu

Koagiilaz negatif vortebr?l "

stafilokoklar osteomiyelit

s. aureus s. aureus

polimikrobiyal gfamb.r‘\(egatflf

streptokok spp;4 aerobi bas'.. .
£ streptokok tirleri

gram negatif :
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aerobik basillefMg\ .
5 tuberculosis

Travma sonrasi

enfeksiyon v», ) )

s, aureuz . -y diyabetik ayak
polimikrobiyal & enfeksiyonu
gram negatif 3| S. aureus e
aerobik basil streptokok tirleri
anaeroblar enterokok tirleri

koagtlaz negatif
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gram negatif
aerobik basil
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Sekil 8. Cesitli osteomyelitlerde mikrobiyoloji. Mikroorganizmalar yiiksek ila diisiik

prevalans veya goreceli epidemiyolojik 6neme sahiptir (Lew ve Waldvogel, 2004).

Akut osteomiyelit birkag giin veya haftada gelisebilirken, kronik osteomiyelit ise
aylara veya hatta yillara uzanan bir siiregte gelisir. Kronik osteomiyelit
mikroorganizmalarin kaliciligi, diisiik dereceli iltihaplanma ve 6li kemik izlerinin

varligi ile karakterize, uzun siireli enfeksiyon olarak tanimlanabilir., Ayn1 bolgede ve
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eslik eden atese bagl relapslar, kronik osteomiyelitin agik bir isaretidir. On giinden
uzun siiren klinik bulgular nekrotik kemik ve kronik osteomiyelit gelisimi ile

iliskilidir (Lew ve Waldvogel, 2004).
4.4. Osteomiyelit Tedavi Yaklasimlari
4.4.1 Osteomiyelitin 6nlenmesi ve tedavisinde genel prensipler

Osteomiyelit tedavisi, enfekte olmamis, agrisiz bir fonksiyon hedefine ulagsmak igin
hasta degerlendirmesi, antibiyotik tedavisi ve cerrahi miidahaleyi igeren disiplinler
aras1 bir yaklasim gerektirir. Birlestirilmis ve etkili bir tedavi plani olusturmak i¢in
cerrah ve bulasici hastaliklar uzmani arasindaki iletisim ve koordinasyon esastir
(Kavanagh ve ark., 2018, Schmitt, 2017). Tiim osteomiyelit vakalarinda kombine bir
antimikrobiyal ve cerrahi yaklagim diistiniilmelidir (Lew ve Waldvogel, 2004).
Antibiyotikler olii veya yarali kemige ve viicutta toplanan enfekte sivilara zayif

niifuz ettiginden, cerrahi debridman tedavinin temel tagidir (Schmitt, 2017,).

S. aureus ve S. epidermidis, dogal kemik ve eklem enfeksiyonlarinin en yaygin
etiyolojik ajanlari olmaya devam etse de, osteomiyelitin ampirik tedavisi, optimal
antimikrobiyal se¢ime izin vermek i¢in kiltir numuneleri elde edilinceye kadar
(miimkiin oldugunda) ertelenmelidir. Teshis icin altin standart kemik biyopsisidir.
Tedavi edilecek bir organizma bulduktan sonra, duyarlilik testinin sonuglari, optimal

ajan secimi, yol ve tedavi siiresi hakkinda bilgi verebilir (Kavanagh ve ark., 2018).

Cerrahi debridman etkilenen kemik ve yumusak dokuya antibiyotiklerin girmesini
kolaylagtirmanin yani sira, antibiyotik tedavisini yonlendirmek i¢in derin doku
kiiltiirli verileri elde etme firsati verir. Debridmandan sonra kemikte, varsa kirilma ve
kaynamama tespit edilir. Devaminda ise ¢esitli formiilasyon stratejileri ile lokal
antibiyotik uygulanabilir. Bunun i¢in antibiyotik iceren boncuklar veya
polimetilmetakrilat ara dolgular kullanilmistir. Son olarak, flep yerlestirme igin 6lii
bosluk agiga ¢ikarilabilir (Schmitt, 2017, Kavanagh ve ark., 2018).

Osteomiyelit tedavisi i¢in kabul edilen tedavi prensipleri hakkinda ¢ok az nesnel

kanit vardir ve biiyiikk ve kapsamli ¢aligmalar eksiktir. Tedavinin siiresi ve yolu
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hakkinda c¢esitli tavsiyeler ve intravendz / parenteral tedavinin oral tedaviye
istiinliigii konusunda tartismalar devam etmektedir. Yetigkinlerde akut osteomiyelit
tedavisi icin Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi
(ECCMID, European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases)
kilavuzu yoktur, ancak Italyan Enfeksiyon Tropikal Hastaliklar Dernegi (SIMIT-
Italian society of infectious and tropical disease) Kemik Eklem Enfeksiyon Komitesi
kilavuzlar1 Ingilizce olarak yaymlanir ve klinisyenler igin faydali rehberlik
saglayabilir. Prostetik eklem enfeksiyonu ve vertebral osteomiyelit tedavisi icin
yaygin olarak kabul edilen ve kullanilan Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi
(IDSA- Infectious Diseases Society of America) tedavi uygulama kilavuzlari vardir,
ancak akut osteomiyelit i¢cin 6zel tedavi kilavuzlari hala olusturulmamistir. Akut

osteomiyelit tedavisi zor olabilir ve ¢ogunlukla uzman goériisiine dayanir (Kavanagh

ve ark., 2018).

4.4.2 Olii alan yonetimi

Enfekte olmus bolgenin debridmanindan sonra, 6lii alan olarak adlandirilan bir alan
kalir. Olii alan yénetimi tipik olarak, genellikle pelvik iliak krestinden otolog veya
otojen kemik greftlerinin toplanmasin1 ve ardindan defekt bolgesine implantasyonu
igerir. Otolog kemik greftleri iyilesmeyi tesvik etmek icin altin standart olarak
goriliir ve yilda yaklasik 2,2 milyon operasyon oldugu tahmin edilmektedir. Bu tiir
greftler osteojenite, osteoindiiktivite ve osteokondiiktivite agisindan optimum
biyolojik performansa sahiptir. Bununla birlikte, otolog kemik greftlerinin kullanimu,
donor bolgesinde morbidite, postoperatif agr1 ve enfeksiyon riski ve mevcut doku
eksikligi ile sinirhidir (Kavanagh ve ark., 2018). Allojenik kemik greftleri de siklikla
sterilize kadavra kemiginin nakli ile yapilir. Bununla birlikte, viral bulagsma ve
immiin reddi sorunlart nedeniyle de smirlidir (Oryan ve ark., 2014; Roberts ve
Rosenbaum, 2012; Kavanagh ve ark., 2018).

Olii alan1 yonetmek icin kullanilan diger bir yontem, kas fleplerinin kullanilmasidir.
Bu yontem, islenebilirlik, yogun bir kilcal ag ve hizli kollajen birikiminin tesvik
edilmesi gibi bir¢cok avantaja sahiptir. Anthony ve ark. bu stratejiyi kullanarak 34

hastada %96 basar1 gostermistir. Bununla birlikte, dezavantajlari, kas flebin
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enfeksiyonuna neden olabilecek kronik osteomiyelit vakalarinda tekrarlayan

enfeksiyonu icerir (Anthony ve ark., 1991).

Osteomiyelit i¢in uygun tedavi, cerrahi debridman ve lokal antibiyotik uygulamasi
ile 6lii alanin ortadan kaldirilmasim gerektirmektedir. Olii dokularin uzaklastirilmasi
dolayistyla ortaya c¢ikan bosluklarin yerine, antibiyotik salimi saglayan doku
iskelelerinin  implantasyonu miimkiin olan en iyi tedaviyi saglayacaktir

(Anagnostakos ve ark., 2009; Luo ve ark., 2016).

4.4.3 Antimikrobiyal tedavi ve uygulama yollar1 se¢cimi

Tedavide kullanilacak ajan, antimikrobiyal duyarlilik testi sonuglar1 ile
yonlendirilmelidir. En 6nemli duyarlilik ayrimi, metisilin duyarli veya direngli
(MSSA / MSSE veya MRSA / MRSE) S. aureus veya S. epidermidis'in dahil olup
olmadigin1 tanimlayan oksasilin / metisilin duyarliligi sonucudur. Segilen tedavi
yonteminin basarisinin bir gostergesi, eritrosit sedimantasyon hizindaki (ESR) ve C-
reaktif protein seviyesindeki azalmalar ile verilebilir (Gordon ve ark., 2014;
Spellberg ve Lipsky, 2012; Kavanagh ve ark., 2018).

Etkilenen bolgenin cerrahi kontrolii tamamlandiktan sonra etkili antibiyotik tedavisi
uygulanabilir. Vankomisin ve li¢lincii kusak sefalosporin veya beta laktam / beta-
laktamaz inhibitér kombinasyonu, genis gram-pozitif ve gram-negatif kapsama alani
saglar ve kiiltiir verisi bekleyen en yaygin ampirik rejimdir. Metisiline duyarli
stafilokoklar kiiltiirlerden izole edildiginde, oksasilin veya nafsilin gibi penisilinaza
direngli penisilinler veya sefazolin gibi bir birinci nesil sefalosporin yaygin olarak
kullanilir. Izole edilmis stafilokoklar metisiline direngli oldugunda, vankomisin en
stk kullanilan ajandir. Daptomisin, linezolid, seftarolin, dalbavankin ve
televizyonankin gibi yeni ajanlarin kullanimina iligkin veriler ortaya c¢ikmaktadir.
Penisiline duyarli streptokoklar veya enterokoklar igin penisilin G ve ampisilin
kullanilir. Duyarli olan gram-negatif basiller i¢in, uzun siireli intravendz tedavi igin
seftriakson veya ertapenem giinde bir kez uygulanabilir. Pseudomonas aeruginosa
izole edildiginde sefepim, seftazidim veya meropenem intravendz segimlerdir

(Schmitt, 2017).
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Tablo 1. Yetiskinlerde osteomiyelitin antibiyotik tedavisi (Lew ve Waldvogel, 2004)

izole edilen
mikroorganizmalar

Secilmis Tedavi

Alternatifleri

Penisiline  duyarh
Staph aureus

Penisiline  direncli
Staph aureus

Metisiline direngli
S. aureus**

Cesitli
streptokoklar (A
grubu veya B -beta
hemolitik; Strep
pnomoni)

Enterik gram
negatif basil

Benzilpenisilin

Nafcillin* (1,0 veya 1,5
g her 4-6 saatte bir) veya

sefazolin

(2 g her 8 saatte bir)

Vankomisin (12 saatte

bir 1 g)

Benzilpenisilin

Kinolon
Siprofloksasin,

oral kullanima
gecis ile)

(glinde
12-20 milyon tinite)

(glinde
12-20 milyon iinite)

Her
saatte bir 400-750 mg;
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Sefazolin (1 g her 6 saatte bir)

Klindamisin (6 saatte bir 600
mg)

Vankomisin (1 g her 12 saatte
bir)

fkinci kusak sefalosporin (6rn.
sefuroksim, sefamandol)

Klindamisin (6 saatte bir 600
mg)

Vankomisin (1 g her 12 saatte
bir)

Siprofloksasin (12 saatte bir
agizdan 750 mg) veya rifampisin
ile kombinasyon halinde
levofloksasin (glinde 600 mg) da
siklikla kullanilir.

Teikoplanin (24 saatte bir 400 g,
ilk giin 12 saatte bir)

Klindamisin (6 saatte bir 600
mg) Eritromisin (6 saatte bir 500

mg)

Vankomisin (1 g her 12 saatte
bir)

Ucgiincii kusak sefalosporin (6rn.,
seftriakson 2 g her 24 saatte bir;
sefapim)



Serratia sp; Piperasilin*** (4 saatte Sefepim 12 saatte bir 2 g g veya

Pseudomonas bir 2-4 9) ve bir kinolon ve aminoglikozitler

aeruginosa aminoglikozitler (duyarliliga gore giinde bir doz)

Anaeroblar Klindamisin (6 saatte bir Ampisilin-sulbaktam (2 g her 8
600 mg) saatte bir)

Gram negatif anaeroblar ig¢in
metronidazol

(8 saatte bir 500 mg)

Kanisik enfeksiyon Ampisilin-sulbaktam (2— Imipenem (6 saatte bir 500
(aerobik ve 3 g her 6-8 saatte mg)*****

anaerobik bir)****

mikroorganizmalar)

Tiim dozlar normal bdbrek/karaciger fonksiyonu igin verilmistir ve bobrek veya karaciger
yetmezliginde ayarlanmalidir. Aksi belirtilmedikce tedavi intravenézdiir. Teikoplanin su
anda yalnizca Avrupa'da mevcuttur. *Avrupa'da flukloksasilin, oksasilin veya kloksasilin.
**Koagiilaz negatif stafilokoklarin ¢ogu metisiline diren¢lidir ve vankomisin veya
teikoplanin ile tedavi edilir. ***Hassasiyete gore degisir; dordiincli kusak sefalosporin
(sefepim), piperasilin/tazobaktam, meropenem ve imipenem faydali alternatiflerdir.
****Amoksisilin-klavulanat Avrupa'da (1.2-2.2 g her 6-8 saatte bir). *****Amoksisilin-
klavulanata direngli aerobik gram-negatif mikroorganizmalarda.

Osteomiyelit i¢in tek bir antibiyotik veya ajan kombinasyonunun kullanilmasini
Oneren iyi randomize, klinik ¢aligmalar yoktur ve bu eksiklik pratikte dnemli dl¢iide
farkliliklara yol agmistir. Antimikrobiyal tedavi, herhangi bir tipteki akut
osteomiyelit vakalarinin ¢cogunun tedavisi i¢in yeterlidir. Tek ajanli antimikrobiyal
tedavi, protez eklem enfeksiyonlar1 (rifampisin dahil antimikrobiyal bir
kombinasyonun yaygin olarak kullanildig1) hari¢ oseomiyelit ve kronik osteomiyelit
icin genellikle yeterlidir. Genel bir ilke olarak, bu antibiyotikler miimkiinse

intravenoz yoldan 4-6 hafta siireyle verilmelidir (Lew ve Waldvoge, 2004).

S. aureus'un neden oldugu osteomiyelit i¢in su anda Onerilen tedavi, parenteral olarak
uygulanan yar1 sentetik bir penisilin veya vankomisinin uzun siireli uygulamasidir.
Bununla birlikte, bu tedavi hastanede uzun siire kalmayla iligkili komplikasyonlar ve

intravendz kateter kullanimi nedeniyle olumsuz olaylarin yani sira uzun streli
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hastanede kalistan kaynaklanan kisisel ve ekonomik maliyetler de tasir (Lew ve

Waldvogel, 2004).

Diisilk maliyeti nedeniyle kabul goren yaklagim ayakta tedavi goren hastaya
antibiyotiklerin parenteral yoldan uygulanmasidir. Ancak bu yontem de cesitli
zorluklar igerir (Tice ve ark., 2003; Osmon ve Berbari, 2002). Ornegin seftriakson
gibi beta laktamlarin intravendz uygulamasi sonucu kemige sadece serum
konsantrasyonlarinin yaklasik %10-20'si niifuz edebilir. Seftriakson intravendz
olarak uygulanmasi ise ¢ok yiiksek serum konsantrasyonlari verir, bu nedenle
kemikteki konsantrasyonlar1 tedaviye duyarli izolatlarin minimum inhibitor
konsantrasyonunu ¢ok asar. Uzun serum ve kemik yari Omrii, ayaktan parenteral
tedavi icin yararl bir ozellik olan bir kerede dozlamaya izin verir. Bu kolaylik, S.
aureus kemik enfeksiyonu i¢in seftriaksonun dahil edilmesini yararli kilar, ancak bu
endikasyon i¢in birincil bir ajan degildir ve istenenden daha genis bir araliga sahiptir
(Lew ve Waldvogel, 2004). Metisiline direngli S. aureus (MRSA) veya birgok etkin
maddeye direngli olan gram negatif basiller ile hastane enfeksiyonlari, glikopeptidler
veya genis spektrumlu antibiyotiklerle uzun siireli intravenoz tedaviyi gerektirir. Bu
amacla, ayakta parenteral olarak tedavi edilen hastalarda, siirekli vankomisin
perflizyonlar1t MRSA osteomiyelitinde umut verici bir yaklasimdir (Ariza ve ark.,

1999; Bernard ve ark., 2001; Bernard ve ark., 2004).

Nekrotik bolgeye ulasmak ve enfeksiyonu temizlemek icin yeterince yliksek bir
antibiyotik dozunun sistemik olarak verilmesi, genellikle toksisite ile sonuglanir. Bu
nedenle, son yillarda eszamanli olarak kemik yenileyerek enfeksiyon bdlgesine lokal
antibiyotik verilmesine odaklanan birkag iiriin ortaya ¢ikmistir (Kavanagh ve ark.,

2018).

4.4.4. Lokal antibiyotik tasiyici stratejileri

Piyasada, genel olarak tasiyicinin  biyopargalanabilirlik  derecesine  gore
siiflandirilmis ve malzeme tipi, antibiyotik tipi ve salim sekline gore degisiklik
gosterebilen bir dizi {irlin vardir. Sonugta tiim yaklasimlar sistemik antibiyotiklere
bagimlilig1 azaltmayi, hastanede yatis maliyetlerini azaltmay1 ve en énemlisi kronik
osteomiyelitte sik goriilen ge¢ relapst Onlemeyi amaglar. Biyobozunur olmayan
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antibiyotik tasiyict sistemler ise akrilik malzeme olan polimetilmetakrilat (PMMA),
¢imento (Palacos®) veya boncuk (Septopal®) formlarindan olusmaktadir (Kavanagh
ve ark., 2018).

Tablo 2: Kollajen bazli siingerler ve kemik ¢imentosu/boncuklar dahil olmak iizere,
antimikrobiyallerle yiiklii ve osteomiyelit tedavisinde kullanilan, ticari olarak temin

edilebilen kemik rejeneratif biyomalzemeler (Kavanagh N. ve ark., 2018).

Uriin Firma Aciklama Endikasyonlar
Kollajen bazh
siingerler
Collatamp EUSA Gentamisin Lokal antibiyotik
G/EG Pharma  emdirilmis emilebilir uygulamasi ile cerrahi
kollajen implant alan enfeksiyonlarini
Onleme ve tedavi etme
Genta-Coll Resorba Gentamisin igeren Enfeksiyon riskinin
hemostiptik kolajen yiiksek oldugu yaralarda
slinger hemostaz (osteomiyelit
dahil)
Septocoll E Biomet 2 form gentamisin Potansiyel olarak
UK Ltd. (gentamisin siilfat [hizli kontamine/kontamine
salimim] ve yaralar; septik cerrahide
revizyon operasyonlart.
gentamisin
crobefate [uzun siireli
salim]) iceren
emilebilir at kollajen
ortisu
Kemik
cimentosu/bonc
uklar
Septopal Biomet Gentamisin siilfat Cerrahi debridmandan
UK Ltd. yiiklii PMMA zincirleri  sonra lokal ilag dagitim1
Stimulan Biocomp Kalsiyum siilfat  Olii bosluk ve enfeksiyon
osites (gentamisin, yonetimi stratejilerini
vankomisin ve tamamlar (6rnegin,
tobramisin ile enfekte kaynamama,
karistirilabilir) osteomiyelit ve
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periprostetik eklem
enfeksiyonu)



Palacos Heraeus Kemik ¢imentosu Ortopedik
Medical (gentamisin i¢in yerlestirme prosediirleri
mevcut)

Farkli antibiyotikler ile hazirlanabilen lokal antibiyotik tasiyici sistemler cesitli kas-
iskelet sistemi enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in lokal olarak antibiyotik vermek iizere
ameliyat sirasinda yaygin olarak kullanilmistir. Ozellikle, bu tedavi toksisite ve
termal olarak stabil bir antibiyotik gereksinimi nedeniyle sinirlidir (Bistolfi ve ark.,
2011). Ayrica, PMMA iirlinleri enfeksiyonun tekrarlamasi riskine yol agarak
cikarilmasini gerektirir. Bu dezavantaj, biyobozunur antimikrobiyal iiriinlerin

kullanilmastyla ¢oziilebilmektedir (Kavanagh ve ark., 2018).

Biyolojik olarak parcalanmayan malzemelerin uzaklastirilmasi ikinci bir cerrahi
girisim gerektirdigi i¢in son yillarda biyolojik olarak parcalanan malzemelerin
kullanim1 6nem kazanmistir. Ornegin, kalsiyum siilfat boncuklar1 ve antibiyotikli
kollajen siingerleri kullanan biyobozunur tasiyict sistemleri son on yildir
kullanilmaktadir. Bu biyobozunur tasiyici sistemler, antibiyotiklerin lokal olarak
enfeksiyon bolgesine uygulanmasini saglarken, kemigin onarimi ve yenilenmesi i¢in
bir iskele saglar. Bu iirlinler arasinda, Collatamp® G/EG (EUSA Pharma) ve
GENTA-COLL® (Resorba) gibi bir dizi antibiyotik ile birlestirilebilen Stimulan®
boncuklar bulunur (Kavanagh ve ark., 2018).

Shirtliff ve arkadaslar1t MRSA'nin neden oldugu deneysel osteomiyelit tedavisinde
vankomisin iceren hidroksiapatit ¢imentosunun etkinligini gostermistir. Yapilan
caligmada yiiksek vankomisin konsantrasyonlar1 kullanildiginda, daha yiiksek basari
oranlar1 saglanmistir. Tedavi gruplarinda lokal olarak ortalama 106.3 mg / kg
vankomisin uygulanmistir. Bu dozda idrarda vankomisin konsantrasyonu yiiksektir.
Ancak, serum vankomisin seviyeleri sistemik toksisite i¢in gereken esigin altindadir.
Dolayistyla higbir yan etki gozlenmeden etkin bir tedavi saglanabilmistir (Joosten ve
ark., 2005).
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Xie ve arkadaglan ise, tavsanlarda osteomiyelitin tedavisi i¢in vankomisin yuklii
biyoaktif borat cam kullanmistir. Bu implantlar, osteomiyeliti ortadan kaldirirken,
kemik rejenerasyonunu uyarabilen bu implantlar 6zellikle yiike dayanimin gerekli

oldugu durumlarda basariyla tedavi saglayabilmektedir (Xie ve ark., 2009).

4.5. Doku iskeleleri

Fonsiyonel bir doku yenilenmesi igin, biyolojik olarak aktif molekiillerin kontrollii
bir salinimin saglanmasi ile birlikte kullanilan polimerler ve matris mimarisi, verilen
her doku i¢in spesifik 6zellikler tasimalidir. Doku iskeleleri hem kimyasal hem de
topografik olarak yeterli yiizey 6zelliklerini sunmalidir, ¢iinkii bu 6zellikler yilizeye
hiicre adezyonunu belirleyecektir. Bunun yani sira, hiicre penetrasyonunu tesvik
etmek icin yeterli gozeneklilik, ortalama gozenek boyutu ve goézenekler arasinda
baglilik gostermeli, matrise oksijen ve besin difiizyonunu saglamalidir. Matrisler
ayrica mekanik kuvvetlere dayanacak ve fiziksel biitlinliigli koruyacak uygun
mekanik ozelliklere sahip olmalidir, malzemeler biyolojik olarak uyumlu olmali ve

degradasyon tiriinleri sitotoksik olmamalidir (Duarte ve ark., 2015).

Osteomiyelit tedavisinde doku iskelelerinin kullanimi ile otolog ve allojenik kemik
greftlerinin dezavantajlar1 ortadan kaldirilarak olusan 6lii bolgeler etkin bir sekilde
doldurularak fonksiyonel bir doku yenilenmesi elde edilebilmektedir. Ayrica
enfeksiyonun tedavisi i¢in de gerekli antibiyotigin kontrollii salim1 gerceklestirilerek

oldukga etkili bir tedavi saglanabilmektedir (Luo ve ark., 2016).

4.5.1. Biyobaskilama yontemleri

Doku iskelelerinin yapisal 6zelliklerinin makro, mikro ve nano boyutta dizayn
edilmesi, hiicresel etkilesimler, gerekli besin ve atik transferi, mekanik stabilite ve
fonksiyonel bir doku olusumu icin olduk¢a Onemlidir. Son on yilda, doku
miihendisligi ve rejeneratif tipta devrim yaratan, bilgisayar kontrollii bir tabaka
tabaka tiretim teknigi olan {i¢ boyutlu (3B) biyobaskilama yontemi biiyiik bir Gnem
kazanmistir (Bracaglia ve ark., 2017; Novosel ve ark., 2011). Doku miihendisligi i¢in
yeni bir teknoloji olarak 3B biyobaski caligmalari, transplantasyon yapilabilen

dokularin rejenerasyonu ve hatta insan kulagi, kemikler, deriler ve burun gibi
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organlar i¢in hasarli viicut fonksiyonlarinin onarilmasi yoniinde énemli bir ilerleme

saglamistir (Tabriz ve ark., 2015).

3B biyoyazici, eklemeli bir iiretim teknolojisidir ve sentetik ve dogal polimerlerin,
canli hiicrelerin ve biiyiime faktorlerinin tek asamali bir siirecte katman katman
biriktirilmesi yoluyla bilgisayar destekli tasarim (CAD) kullanarak hassas ve
tekrarlanabilir 3B mimarilerin olusturulmasin1 saglar (Lee ve Yeong, 2016;
Derakhshanfar ve ark., 2018). Biyolojik baski, geleneksel doku miihendisligi
yaklagimlarina gore otomasyon ve standardizasyon ile c¢oklu hiicre ve
biyomalzemelerin hassas bir sekilde hazirlanabilmesini saglar. Uretim siiresi, diger
tekniklere kiyasla nispeten hizlidir (Murphy ve Atala, 2014; Fayyazbakhsh ve Leu,
2020; Augustine, 2018; He ve ark., 2018).

Bu sistemle kompleks yapilar, yiiksek hassasiyetle, herhangi bir kaliba gerek
duyulmadan, belirlenen porozite ve ara baglantilarla, dogrudan ve kesin olarak kolay
ve ucuz bir sekilde iiretilebilir. Farkli malzeme ve hiicreler ayn1 zamanda ve siral
olarak ayni baskilama prosesi ile tek seferde hizli ve hassas bir sekilde hazirlanabilir.
Dolayisiyla kompleks doku ve organ modellerini elde etmek i¢in farklt malzeme,
hiicre ¢esitleri ve biyoaktif malzemelerin dnceden belirlenen pozisyonda yerlestigi
hiyerarsik yapilar kolayca elde edilebilir. Sonug olarak bu yontemle, elde edilebilir.
(Ozbolat, 2015; Yu ve ark., 2016; Wlodarczyk-Biegun ve del Campo, 2017; Park ve
ark., 2015; Wenjie Zhang ve ark., 2017; Narayanan ve ark., 2016; Liu ve ark., 2017)

3B biyobaski, yiiksek yapisal karmagikliga ve tasarim esnekligine sahip modiiler ve
hastaya 0zgli iskelelerin Uretilmesini saglayan hizli ve hassas bir yontemdir.
Kompleks doku ve organ modellerini elde etmek i¢in, farkli malzemeler ayn1 anda ve
sirali olarak ayn1 baskilama prosesi ile tek seferde hazirlanabilmektedir. Bu teknoloji,
bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme (MRI) gibi yaygin
olarak kullanilan tibbi goriintiileme teknikleriyle alinan doku goriintiilerine dayanan
yapilarin tasarlanmasini ve {iretilmesini saglar (Sekil 9). Bu geleneksel imalat
teknikleriyle miimkiin degildir. Son zamanlarda 3D baski, kraniofasiyal implantlar,
dental kaliplar, kronlar ve implantlar, protez bdliimleri, istege bagl tibbi ekipman,

cerrahi modeller, deri ve kemik gibi doku yenilenmesi igin iskeleler, organ baskilari,
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ilag kesfi icin doku modelleri dahil olmak iizere genis bir uygulama yelpazesi

bulmustur (Giivendiren, 2016).

Medical imaging Visualized motion 3D bioprinted
tissue product

(CT, MRI) 3D CAD model program 3D printing process

72

DICOM format STL format Text-based
command list

Sekil 9. 3B sekil taklit eden hedef doku veya organin otomatik baskist icin CAD
(Bilgisayar destekli iiretim) / CAM (bilgisayar destekli tasarim) siireci. Medikal
goriintii verilerinden gelistirilen bir 3D CAD modeli, XYZ diizlem hareketleri ve 3D
baski elde etmek i¢in pnomatik basing i¢in talimatlar i¢eren gorsellestirilmis hareket
programi olusturur (Kang ve ark., 2016).

Hastaya 6zel cihazlar hazirlama, yonlendirme ve gozenekliligi kontrol etme ve hem
sentetik hem de biyolojik olarak ¢oklu materyalleri birlestirebilme yetenegi birgok
kisinin dikkatini ¢ekmistir. Sonug olarak, teknolojideki bu artis, birgok ¢igir agan
tedavilerin ve cihazlarin yaratilmasina yol agmistir. Ornegin son galismalar, bu
teknolojinin yapisal biitiinliik ile anatomik olarak sekillendirilmis ve olgekli doku
yapilarinin biyo {iretimi i¢in potansiyelini gostermistir. Tiim bunlar 3B baski

teknolojisindeki ve biyomateryal tasarimdaki son gelismeler sayesindedir

(Giivendiren, 2016).

3B baski teknolojisi biiyiik bir potansiyel sunsa da tipta ortak bir biyo iiretim teknigi
olarak taninabilmesi i¢in hala iistesinden gelinmesi gereken 6nemli konular vardir.
En 6nemli sorunlardan biri 3B yazicilarm sinirl yetenekleridir. Isleme hizi, baski
hiz1 ve yazict ¢oziiniirliigli gegmis yillarda biiylik 6l¢iide artmistir, ancak cogu
durumda hala optimal seviyelerin gerisinde kalmaktadir. Ikinci 6nemli konu, 3B
yazdirilabilir biyomateryallerde cesitlilik olmamasidir. Birgok basilabilir malzeme,
harici uygulamalar i¢in miikemmel Ozelliklere sahiptir, ancak implante edilebilir
biyomalzemeler hem fizyolojik kosullar hem de viicutla etkilesimler temelli, gelisimi
cok daha zorlastiran spesifik ozellikler gerektirir (Giivendiren, 2016). Biyobaskida
aljinat, jelatin, hyaliironik asit (HA), polietilen glikol (PEG), polivinil alkol (PVA)
vb. gibi farkli dogal ve sentetik hidrojeller kullanilir. Degradasyon sirasinda olasi
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toksik iiriinlerin salinmasina ve diisiik biyo-uyumluluga ragmen, sentetik hidrojeller
biyobaski i¢in tercih edilir, ¢iinkii bunlar kontrollii bir oranda bozulurken kimyasal

ve fiziksel 6zelliklerin hassas bir sekilde ayarlanmasini saglar (Raphael, 2017).

Canli hiicrelerin ve biyolojik doku iskelelerinin (bioscaffold) 3B baskist igin,
miirekkep pitskiirtmeli baski, lazer destekli baski, ekstriizyon tabanli baski ve
stereolitografi gibi gibi farkli tiretim teknikleri gelistirilmistir. Bununla birlikte,
kemikler gibi klinik olarak sertlesmis sert dokularin iiretilmesi zaten basarili bir
sekilde gosterilmis olmasina ragmen, yumusak dokular icin biyobaskili yap1
iskeleleri, sinirli karmagikligi olan klinik olarak kiiciik 6lgekli yapilar ile sinirlidir

(Tabriz ve ark., 2015).
4.5.1.1. Stereolitografi

Stereolitografi, katman katman karmasik mimariler olusturabilen lazer tabanli hizli
bir prototipleme teknigidir (Annabi ve ark., 2014; Skoog ve ark., 2014). SLA aparat1
genellikle kiirlenmemis regine i¢in bir tank, hareketli bir platform, bir UV lazer ve
bir ayna sisteminden olusur (Eltom ve ark., 2019). Bu teknikte, dncelikle bilgisayar
destekli tasarim (CAD) dosyalart SLA aparatina aktarilir ve belirlenen bir desen elde
etmek i¢in sivi 1s18a duyarhi recine lizerine UV i1sinlanir. Burada bir lazer 1sini,
polimerin kesin olarak tanimlanmis ve lokalize polimerizasyonunu saglar. Ilk
katman, fotopolimerizasyon yoluyla katilastirildiginda, platform, bir asansor ve
polimerizasyon i¢in birinci katman {izerinde bulunan bir sonraki kiirlenmemis regine
katmanini1 kullanarak belirli bir ylikseklikte al¢alir. Bu prosediir, istenen 3D yap1
iiretilinceye kadar tekrar edilir (Skoog ark., 2014; Gupta ve ark., 2012; Goyanes ve
ark., 2016).

4.5.1.2. Ekstriizyon tabanh biyoyazicilar

Ekstriizyon tabanli biyoyazicilar, pratikligi ve daha biiyiik 6l¢ekli 3B yapilari liretme
yetenegi nedeniyle biyo-baski arastirmalarinda kullanilan en yaygin yontemdir.
Ekstriizyon temelli biyo-baski ilk olarak 2000'li yillarin basinda Freiburg Malzeme
Aragtirma Merkezi arastirmacilar tarafindan gosterilmis, ardindan EnvisionTec
tarafindan 3D-Bioplotter® olarak ticarilestirilmistir.
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Ekstriizyon tabanli bir yazicida, biomiirekkep genellikle tek kullanimlik bir plastik
siringaya yerlestirilir. Biyomiirekkebin bir noziill veya agikliktan siirekli akisla
c¢tkmasimi saglamak i¢in pnomatik veya mekanik kuvvetler kullanilir. Pndmatik
sistemler, baskiy1 baslatmak i¢in hava basincini kullanir. Pnomatik sistem valfli veya
valfsiz sistemle kontrol edilebilir (Ozbolat ve Hospodiuk, 2016). Valfli sistemler,
uygulanan basinci ve darbe frekansini dogru bir sekilde kontrol edebilir ve hassas
biomiirekkep birikimi saglayabilir. Ancak valfsiz sistemler, kullanimlar1 daha kolay
oldugu i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir (Heinrich ve ark., 2019). Mekanik
kuvvetle calisan sistemler, gerekli tahrik kuvvetlerini saglamak i¢in dikey ve donme
kuvvetleri kullanir ve mekanik dagitim, piston veya vida bazli basingla elde
edilebilir. Pistonlu sistemler, noziilden biyomiirekkep akisi tizerinde dogrudan
kontrole sahiptir. Vidali sistemler daha yiiksek uzaysal kontrole izin verir ve bu
nedenle yiiksek viskoziteli biyomiirekkepler i¢in kullanislidir. Pnomatik ve pistonlu
sistemlerde, basilan yapilarin hiicresel canliligt da oldukca yiiksektir. Bununla
birlikte, noziilde daha yiiksek basing ve kayma gerilimi olusturmasi nedeniyle vidali
sistemler hiicre baskis1 i¢in yeterli olamamaktadir (H6lzl ve ark., 2016; Malda ve
ark., 2013; Heinrich ve ark., 2019; Li ve ark., 2016). Genel olarak, ekstriizyon biyo
yazicilar basit ve ucuz sistemlerdir. Yiiksek viskozitelere (30 ila 6x107 mPas) ve
yuksek hiicresel yogunluklara sahip biyomiirekkepler bu sistem kullanilarak
yazdirilabilir. Ancak ekstriizyon baski, lazer destekli ve miirekkep piiskiirtmeli
baskiya gore nispeten daha diisiik biyo baski hiz1 saglar (Heinrich ve ark., 2019; Li
ve ark., 2016).

4.5.1.3. Miirekkep piiskiirtmeli Biyoyazicilar

Miirekkep piiskiirtmeli yazici, geleneksel miirekkep piiskiirtmeli masaiistii yazicilarin
teknolojisini kullanir. Miirekkep piiskiirtmeli biyoyazicida, miirekkep kartuslari
bioink kabina, kagit ise bir platforma veya kiiltiir tabagina ge¢mistir. Basit ve
nispeten ucuz bir sistemdir. Termal veya piezoelektrik uyari ile aktive olurlar. (Li ve
ark., 2016; Heinrich ve ark., 2019; Holzl ve ark., 2016). Termal miirekkep
puskiirtmeli baskida biomiirekkep, noziilden damlaciklar1 ¢ikisini saglamak icin
gerekli basinct olusturmak {izere bir mikro 1sitic1 tarafindan isitilir. Piezoelektrik

miirekkep piiskiirtmeli baskida, noziilden damlaciklarin ¢ikisini saglamak igin
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akustik bir dalga elde etmek icin mekanik darbe kullanilir (Li ve ark., 2016; Malda
ve ark., 2013; Mobaraki ve ark., 2020).

Baski kafalari, hacim olarak 1-100 piko litrelik damlaciklar olusturur (damlacik
caplar1 10-60 m), bu da ¢ok kiiclik nozul orifis ¢aplar1 gerektirir. Bu nedenle, yazici
kafalari, hiicre yiiklii kolajen gibi viskoz veya lifli biyo-baglar biyo-baski yapilirken
tikanmaya meyillidir. Piyasada bulunan ¢ok nozullu miirekkep piiskiirtmeli baski
kafalari, o zamandan beri ¢esitli hiicre tiplerini ve diger baz1 biyolojik tiriinleri biyo-

baskilamak i¢in kullanilmaktadir. (Ji ve ark., 2016; Heinrich ve ark., 2019)

Genel olarak miirekkep piiskiirtmeli baski, yiiksek ¢oziintirliikte yiiksek baski hizina
izin verir. Bununla birlikte, yalnizca diistik viskoziteli (3,5- 12 mPa s-1) biyoinkleri

yazdirmay1 saglar (Heinrich ve ark., 2019).
4.5.1.4. Lazer tabanh biyoyazicilar

Lazer tabanli biyoyazicilar, bir lazer enerji sogurucu tabaka ve ince bir biyoink
tabakasi ile kaplanmis bir dondr slaydi (Sekil 10) kullanir (Holzl ve ark., 2016). Bu
islem nozul igermediginden hiicreler yiiksek kesme geriliminden etkilenmez ve
tikanma sorunu yoktur. Dolayisiyla, bu teknoloji ile genis bir viskozite aralig1 (1-300
mPa s — 1) basilabilir ve yiiksek hiicresel canlilik elde edilebilir. Ayrica, bu sistemin
¢ozlnlirliigli, biyomiirekkep tabakasinin kalinligi ve reolojisi, uygulanan enerji,
ylizey gerilimi ve substratin 1slanabilirligi gibi cesitli faktorlerden etkilenir (Li ve
ark., 2016; Mobaraki ve ark., 2020; Holzl ve ark., 2016; Mandrycky ve ark., 2016).
Ayrica, bu islem karmasik ve pahalidir (Heinrich ve ark., 2019).
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Sekil 10. Hidrojellerin biyomiirekkep olarak kullanilmasini igeren secilmis
biyofabrikasyon yaklagimlar1 (Malda ve ark, 2013)

3B biyobaskilama yontemi sadece doku miihendisliginde degil, hiicre bazl
sensorlerin, tiimdér modellerinin  ve ilag tastyicilarin  hazirlanmasinda ve
farmakokinetik ¢alismalarda kullanilabilmektedir (Ozbolat, 2015; Yu ve ark., 2016;
Wiodarczyk-Biegun ve del Campo 2017; Park ve ark., 2015; Wenjie Zhang ve ark.,
2017; Narayanan ve ark., 2016; Liu ve ark., 2017). Son yillarda bu yontem, ilag
tasiyict sistemlerin hazirlanmasi i¢in basit, kesin ve ucuz bir yontem olarak dikkat
cekmektedir. 3B biyoyazicilar kullanilarak belirlenen porosite, ve fonksiyonellikte
ylzeyler tasarlanabilir. Bu tasarim esnekligi kontrollii salim sistemlerinin
arastirtlmasi1 ve gelistirilmesi igin bir¢ok yeni stratejik yaklasim sunar (Goole ve

Amighi 2016; Liu ve ark., 2017).

4.5.2 Biyofabrikasyonda kullanilan malzemeler

Birgok durumda, g¢evreleyen doku ve hiicre i¢ biiylimesini indiiklemek ya da
kullanilan hiicrelerin muhafaza edilmesi, biiyiimesi ve farkli islevler eklenmesi i¢in
gecici bir iskele olarak hizmet etmek tlizere biyouyumlu, biyobozunabilir polimerler
kullanilir. Bu nedenle, belirli bir organin ihtiyaglarini karsilamak icin belirli
Ozelliklere sahip olan polimerlerin imal edilmesi i¢in c¢esitli isleme teknikleri

gelistirilmistir (Lu ve Mikos, 1996).

Polimer iskeleleri 6zel uygulamalar i¢in benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahip olmali ve doku miihendisligi i¢in baz1 temel gereksinimleri karsilamalidir. Bu
iskeleler hiicreler olmaksizin implante edilebilir ve rejenerasyon, doku indiiksiyonu

olarak bilinen bir islem olan ¢evre dokularin ige biiylimesine baglidir. Alternatif
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olarak hiicreler gozenekli bir polimere ekilebilir. Hiicre-polimer yapist daha sonra
transplante edilir. Her iki durumda da, iskele i¢in temel bir kriter biyouyumluluktur.
Yani polimer iskeleleri ve bunlarin bozunma iirlinleri, olumsuz bir bagisiklik yaniti

veya toksisiteyi baglatmamalidir (Lu ve Mikos, 1996).

Tipta kullanilan ilk sentetik polimerler arasinda poli (L-laktik asit) (PLLA), poli
(glikolik asit) (PGA) ve bunlarin kopolimerleri poli (DL-laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) yer alir. Doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in gerekliliklerin ¢ogunu
karsilarlar ve belirli insan klinik kullanimlart i¢in FDA (U.S. Food and Drug
Administration) onay1 ile biyo-bozunabilir birkag polimer arasinda yer alirlar (Lu ve

Mikos, 1996).

Genel olarak, basilabilir biyomateryaller: basilabilir olmali, biyouyumlu olmali,
uygun mekanik Ozelliklere sahip olmali, iyi degradasyon kinetigine sahip olmali,
giivenli bozunma yan {iriinleri olusturmali ve doku biyomimikriligi sergilemelidir.
Bu gereksinimlerin her biri, hangi yazdirma yonteminin kullanildigina ve aygitin

ongoriilen son uygulamasina bagh olarak degisir (Giivendiren, 2016).

Biyobaski i¢in malzeme gereksinimleri karmagsik ve cogu zaman antagonisttir. Diigiik
viskozite, diisiik sertlik ve diisiik capraz baglama yogunluklari; hiicre gocii, besin
difiizyonu ve yeni doku olusumunu miimkiin kilar. Yiksek viskozite, yiiksek akma
gerilmesi ve hizli jellesme ise; hem baskilarin geometrik / boyutsal dogrulugunu hem
de baski sonrasi mekanik stabiliteyi saglar (Raphael, 2017). En 6nemli zorluk,
yiiksek diizeyde canli hiicrelerin basilmasi ve klinik 6l¢ekte hiicre yiiklii yapilar
desteklemek icin yeterince giiclii bir iskele {iretilmesi kosullar1 arasinda iyi bir
dengeyi tutturmanin zorlugu olmustur. Ornegin hidrojellerin biyolojik ekstriizyonunu
ele aldigimizda; 3 boyutlu hidrojel yapilar1 olusturmak i¢in yeterli mekanik sertlik ile
iyi bir baski ¢ozlintirligli elde etmek icin kiiciik capli noziil ve yiiksek viskoziteli
hidrojel malzemeler tercih edilir. Ancak, yiiksek viskoziteli malzemelerin kiigiik bir
noziilden basilmasi i¢in gerekli olan yiiksek ekstriizyon kuvvetleri, daha yiiksek
kesme gerilmelerine ve dolayisiyla baski iglemi sirasinda hiicre canliliginin
azalmasina neden olacaktir. Bu kilit zorlugun iistesinden gelmek i¢in farkli biyobaski

yaklasimlar1 gelistirilmistir (Tabriz ve ark., 2015).
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Ornegin; Butcher ve arkadaslari, karmasik 3B yapilari i¢in yeni bir ultraviyole (UV)
biyo ekstriizyon baski teknigi gelistirmistir. UV ile kiirlenen, diisiik viskoziteli PEG
hidrojel sollisyonunda yasayan hiicreler in situ UV radyasyonu ile, basilan hidrojel
yap1 katmanini katilastirarak, tabaka halinde basilir.  Hidrojel, hiicreler baski
memesinden ekstriizyondan sonra ¢apraz baglanir. Bu teknik, yiiksek viskoziteli
hidrojellerin basilmasiyla ilgili kayma gerilmesini dnemli 6l¢iide azaltabilir ve klinik
Olcekli bir insan kalp kapake¢iginin rejenerasyonu i¢in yeterince giicli UV capraz

bagli yapilar tiretebilir (Tabriz ve ark., 2015).
4.6. Hidrojeller

Hidrojeller, biiyiik miktarda su tutabilen, suda sisebilen, sekillendirilebilen, ¢apraz

baglanmus, ii¢ boyutlu polimer aglardir (Shechya ve ark., 2015, Giivendiren, 2016).

1936'da DuPont bilim adamlari, yakin zamanda sentezlenen metakrilik polimerler
hakkinda bir makale yayinlamislardir. Bu makalede poli 2-hidroksietil metakrilat'tan
bahsedilmistir. Kisaca sert, kirilgan, camsi bir yapida tanimlanan bu polimer,
Onemsiz olarak kabul edilmistir ve bu makalenin ardindan, 1960'a kadar
unutulmustur. Wichterle ve Lim, Nature'da HEMA monomerinin ve bir ¢apraz
baglama maddesinin su ve diger ¢oziiclilerin varliinda polimerizasyonunu agiklayan
bir makale yaymlamislardir (Wichterle ve Lim, 1960). Bu ¢alismada kirilgan bir
polimer yerine yumusak, suyla sismis, elastik, berrak bir jel elde etmislerdir. Bu
yenilik, yumusak kontakt lens endiistrisine ve bugiin bildigimiz modern biyomedikal
hidrojel alanina yol agmustir (Ratner ve ark., 2004)

Hidrojeller, doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in 2D ve 3D yap1 iskeleleri, ilag
tasiyict sistemler igin tasiyici, optikler ve akiskanlar i¢in aktiiator, biyolojik
caligmalar i¢in hiicre dis1 matris ve ayrica hiicre ve / veya biyomolekiil tasinimi da
dahil olmak iizere ¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanilmigtir (Sun ve ark.,
2012, Giivendiren, 2016). Hidrojeller, ECM bilesenleri gibi hiicreler ve / veya
biyokimyasal molekiiller icerdiklerinde biyomiirekkepler olarak adlandirilir
(Gtivendiren, 2016). Hidrojeller, dogal ekstraselliiler matrikse benzer bilesenlere

sahip veya makro molekiiler 6zelliklere sahip olan dogal maddelerden tiiretilebilir ve
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dogal olarak tiiretilen hidrojellerin, mezenkimal kok hiicrelerin (MSC) in vitro
kondrojenezini destekledigi gosterilmistir. Mezenkimal kok hiicre, hiicrelerin bag
dokularinda bulunan, eriskin haldeki kok hiicre tipidir. Dokularin destek boliimii olan
stroma hiicresinin de temelini olusturmaktadirlar. Yag, kemik, kikirdak, kas, tendon

gibi dokulara farklilasabilirler (Sheehya ve ark., 2015).

Mevcut ¢ok sayida hidrojel, polimerik formiilasyonlar i¢in ¢cok sayida segenege sahip
olmamiz1 saglar. Biyomedikal uygulama i¢in istenen &zelliklere sahip bir hidrojel
gelistirmek i¢in en iyi yaklasim, mevcut polimerlerin makromolekiiler yapilarini,
istenen sisme ve mekanik ozelliklerle iligkilendirmektir (Peppas et al., 2000; Peppas,

2001, Ratner ve ark., 2004).

Hidrojeller, ayarlanabilir 6zellikleri ve ¢apraz baglanma mekanizmalari, degrade
olabilmeleri ve fonksiyonellestirilebilmeleri nedeniyle aktiiel ECM mikro ¢evrelerini
taklit etmek i¢in milkemmel “yumusak malzeme” sistemleri saglar (Seliktar, 2012).
Enjekte edilebilir kayma incelmesi gosteren hidrojeller, tiim hidrojel sistemlerinin bir
alt grubudur, ancak arastirma ve klinik biyomedikal uygulamalarda kullanilanlarin
cogunu olusturur (Guvendiren, M. ve ark. 2012). Enjekte edilebilir hidrojellerden
formiile edilmis hidrojel miirekkeplerin, az basing altinda akmasi, hizla jellesmesi ve
biriktikten sonra yeterli biitiinligiin korunmasi gerekmektedir (Giivendiren, 2016,
Stanton ve ark. 2015).

Miirekkep plskiirtmeli (inkjet), 151k destekli (light-assisted) ve ekstriizyon tabanl
(extrusion-based) 3D baski sistemleri, hidrojel baski i¢in en uygun yontemlerdir
(Billiet ve ark., 2014; Billiet ve ark., 2012; Pereira, ve ark. 2015; Zhang ve Zhang
2015). Bir hidrojel miirekkebinin tasarlanmasina yonelik klasik yaklasim, baskidan
hemen sonra bir ag olusturan bir polimer ¢ozeltisinin formiile edilmesidir.
Hidrojeller, sicaklik, 151k veya iyon konsantrasyonu gibi bir dig uyaranlara yanit
olarak fiziksel veya kimyasal olarak ¢apraz baglanabilir. Fiziksel olarak ¢apraz bagl
hidrojellerin ana avantaji capraz baglanmay1 saglamak icin kimyasal ajanlarin
bulunmamasi nedeniyle diisiik toksisite olusturmalaridir. Kimyasal olarak capraz
baglanmis hidrojeller ise kovalent bag olusumu yoluyla hazirlanir ve olusan

hidrojeller mekanik kuvvetlere daha direnglidir. Ancak, biyomiirekkep olarak
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kullanilabilecek sinirli sayida uygun hidrojel vardir ve ozelliklerini ayarlamak

zorludur (Glivendiren, 2016; Malda ve ark., 2013).

Genel olarak, 3B biyobaski i¢in yaygin hidrojeller, aljinat, agar, jelatin, seliiloz,
kollajen, fibrinojen, hyaliironik asit gibi dogal polimerler veya poliakrilamid,
poliiiretan, polietilen glikol (PEG) gibi sentetik polimerler veya sentetik dogal
karisim polimerleridir (Lee ve ark., 2014; Xu ve ark., 2006; Ilkhanizadeh ve ark.,
2007; Gao ve ark., 2015; Hockaday ve ark., 2012; Fedorovich ve ark., 2008; Boland
ve ark., 2003; Fedorovich ve ark., 2009).

Fizikokimyasal ozellikleri ve jellesme yontemi kimyasal, fiziksel ve enzimatik
mekanizmalarla ayarlanabilir veya termal / pH duyarlilig1 ile modiile edilebilir.
Ormnegin, aljinat ¢ok yonlii bir polisakkarittir ve jelasyon ozellikleri, ya jellestirici
ajanlar olarak iki degerlikli katyonlarin eklenmesiyle ya da aljinat-dialdehitin (ADA)
jelatin ile kimyasal modifikasyonu yoluyla indiiklenebilir (Boland ve ark., 2007; Lee
ve ark., 2015; Hinton ve ark., 2015; Cohen ve ark., 2010). Aljinat ve agar tarafindan
olusturulan ticlii ag hidrojel rapor edilmistir. Bu sistemde, aljinat zincirlerinin agar
cift ag1 ile dolastirimi, agar sarmal zincir demetlerini sinirlandirmis ve son derece

sert bir hidrojel olusturmustur (Giivendiren, 2016).

Diger doku mihendisligi biyomateryallerinin  yetersizligi goz  Oniinde
bulunduruldugunda,  polivinil  alkol  hidrojelleri,  kimyasal stabiliteleri,
biyouyumlulugu, mekanik oOzellikleri veya diisiik siirtiinme katsayis1 gibi 1iyi
performans Ozelliklerine bagli olarak eklem kikirdaginin yerini alabilecegi One
striilmektedir. Ayrica, 1sinlama, kimyasal reaksiyon ve erime-donma dongiileri
yoluyla elde edilen polivinil alkol hidrojelinin ii¢ boyutlu yapisi, dogal kikirdaklarin
yiiksek orandaki nano-gdzenekli yapisina benzemektedir. Bununla birlikte
biyoaktivite eksikligi destek hiicrelere baglanmada sorunlara ve polivinil alkol
hidrojel lizerinde matrisler halinde gelisime yol agarak uyumsuzluga neden olur. Bu
nedenle doga kikirdaga entegre olamaz. Daha yakin zamanlarda, birka¢ aragtirmaci
bozunmus doku miihendisligi biyomateryalleri ve polivinil alkol hidrojelinin
birlesimine odaklanmis, “yari-bozunabilir iskeleti” {retmistir ve bunun

kondrositlerle, in vitro kiiltlirden sonra eski ve olgunlasmamis kikirdak doku
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formlarinda basarili bir sekilde baglandigr bulunmustur. Dahasi, goézlenen yari

saydam malzemenin mekanik 6zelligi, saglikli kikirdak ile benzerdir (Cao, 2017).

Yiiksek sekil uygunluguna sahip ¢oklu tabakalarin basilacak hidrojel miirekkepleri
formiile etmek i¢in yiiksek polimer konsantrasyonlari gerekir. Bununla birlikte,
olduk¢a yogun hidrojel yapilar1 genellikle hiicre kapsiillenmesi i¢in zararlidir, besin
ve atik taginmasinmi sinirlar ve agin yeniden modellemesini ve yapiin fonksiyonel
entegrasyonunu engeller. Bu problemlerin bazilariin iistesinden gelmek i¢in, Li ve
ark. DNA hibridizasyonu nedeniyle hizli ¢apraz baglanma gosteren, polipeptid-DNA
konjugat ve tamamlayici DNA baglayicidan olusan iki bilesenli bir DNA hidrojel
miirekkep sistemi gelistirdi ve ayarlanabilir 6zellikleri olan hidrojel ile hiicre iceren 3
boyutlu yapilar: iiretebildiler. Villar ve ark. bilyliyen agda damlaciklar halinde ¢ift
tabaka olusturan lipit mono tabakalarini (Sekil 11), yag i¢indeki lipit kapli sulu
damlaciklarin baskisin1 yaparak, doku benzeri yapilar gelistirmistir (Giivendiren,

2016).
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Sekil 11. Dogada soldan saga sert ve yumusak 3D baskili yapilar. A, iist, agirlik¢a
%50 hidroksilapatit iskelesi. Alt, gézenek ve c¢evre seramik pargaciklarinin SEM
goriintiisii. B, Polikaprolakton iskelesi (¢ok fonksiyonlu mikro sistemlerin solvent-
cast* ii¢c boyutlu baskisi.) C, Her biri farkli bir florofor ile boyanan dort
PDMS(polidimetilsiloksan) miirekkebinin sirayla biriktirilmesiyle basilan 4-katmanli
Orgiiniin floresan goriintiisii. D, PEG-bazl1 hidrojel jelatin (15 mm x 15 mm), alt yap1
skalas1 ¢ubugu, 500 um. E, I¢i bos kiire sekilli lipit damlacik agmin resmi, dlgek
¢ubugu, 200 mm (Giivendiren M., 2016).

4.6.1. Biyofabrikasyon icin hidrojellerin sahip olmasi gereken o6zellikler

Biyomiirekkep gelistirilmesi, basarili bir biyobaskilama prosesi i¢in biiyiik bir 6nem
tasir. Biomiirekkep, yiiksek yapisal biitiinliige sahip stabil bir omurga olusturmali ve
basili hiicrelerin canliligin1 ve biiylimesini hizlandirmalidir (Hospodiuk ve ark.,
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2017; Guan ve ark., 2017). Genel olarak basilabilirlik, biyomiirekkebin reolojik
ozellikler ve capraz baglanma mekanizmalar1 gibi fizikokimyasal oOzelliklerine
baghidir (Malda ve ark., 2013). Ozellikle, noziil veya igne ucundan ekstriizyon elde
etmek ve yiikli hiicreler {izerinde yiiksek kayma gerilimini Onlemek icin
biyomiirekkebin viskozitesinin diisiik olmasi gerekirken, baski dogrulugu ve baski
sonrast yapinin biitiinliglinii saglamak icin ise yliksek olmasi gerekir. Bu nedenle,
bask1 uygunlugunu artirmak i¢in baski sirasinda noziil veya orifiste yiiksek kayma
geriliminde diisiik viskozite ve baski sonrasi diisiik kayma geriliminde yiiksek
viskozite sergiledigi i¢cin kayma incelen biyomiirekkepler gelistirilmistir (Ji ve

Guvendiren, 2017; Heinrich ve ark., 2019).

Polimerin c¢apraz baglanma mekanizmasi, basili materyalin sekli ve hiicresel
davraniglar {izerinde 6nemli bir etkisi olan olumlu mekanik stabiliteyi korumak i¢in
de ¢ok onemlidir (Guan ve ark., 2017; Heinrich ve ark., 2019). Bugiine kadar, etkili
jellesmeye izin vermek i¢in bioink formiilasyonlar1 i¢in ¢ok sayida kimyasal ve
fiziksel capraz baglama yontemi kullamilmistir. Bununla birlikte, yiiksek
basilabilirlige, istenen jellesmeye ve mekanik Ozelliklere ve yliksek biyolojik
uyumluluga sahip uygun bir biyo-bag gelistirmek hala bir zorluktur ve cilt
yapilarinin olusumu i¢in yalnizca birkag basilabilir polimer mevcuttur. Bu nedenle,
aragtirmacilar, hem kimyasal hem de fiziksel ¢apraz baglamadan yararlanmak i¢in
cift ag elde etmek icin takviye malzemesi veya kompozit biyomlar kullanarak hibrit
malzemeler gelistirmeye odaklanmistir (Malda ve ark., 2013; Hospodiuk ve ark.,

2017; Mobaraki ve ark., 2020).
4.6.1.1. Hidrojellerin mekanik ozellikleri

Hidrojel uygulamalarinin kapsami genellikle mekanik davraniglar ile ciddi sekilde
siirlandirilir. Cogu hidrojel, yiiksek gerilebilirlik sergilemez; 6rnegin bir aljinat
hidrojel, orijinal uzunlugunun yaklasik 1.2 kati uzandiginda kopar. Bazi sentetik
elastik hidrojeller 10-20 araliginda gerginliklere ulasmistir, ancak bu degerler ¢entik
iceren numunelerde belirgin bir sekilde azalmistir. Cogu hidrojel kikirdak ve dogal
kauguklar ile karsilastirildiginda (kikirdak igin 1.000 J m™ ve dogal kaucuklar igin
10.000 J m2), yaklasik 10 J m™21ik kirilma enerjileri ile kikirdak ve kauguga gore
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daha kirilgandir. Hidrojellerin gelistirilmis mekanik 6zellikler ile sentezlenmesi igin
yogun ¢aba sarf edilmektedir; Baz1 sentetik jeller 100 - 1.000 J m kirilma enerjisine
ulagmiglardir. Burada, hidrojellerin, iyonik ve kovalent olarak capraz baglanmis
aglart olusturan polimerlerden sentezini rapor ederiz. Bu tiir jeller %90 su
icermelerine ragmen, baslangic uzunluklarinin 20 katindan fazla gerilebilirler ve

9,000 J m™ kirilma enerjisine sahiptirler (Sun ve ark., 2012).

Hidrojel iiretimi i¢in ¢esitli kimyasal ve fiziksel capraz baglama yontemleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kararli hidrojeller, giiclii kovalent baglarin olusumu yoluyla
gelismis mekanik ozelliklere sahip kimyasal ¢apraz baglama ile hazirlanabilir. Ote
yandan fiziksel jellesme, van der Waals etkilesimleri, hidrojen bagi, hidrofobik
etkilesimler, elektrostatik kuvvetler ve / veya molekiiller arasi diizenekler gibi
kovalent olmayan etkilesimlerin bir sonucudur. Bu nedenle, fiziksel olarak ¢apraz
bagli hidrojellerin mekanik mukavemeti, kimyasal olarak c¢apraz bagli olanlara
kiyasla nispeten diisliktiir, bu nedenle kovalent olmayan baglantilar nedeniyle
viicutta kolayca parcalanabilirler. Bununla birlikte, kimyasal olarak ¢apraz bagh
hidrojeller, artik polimerizasyon baslaticilarinin ve organik ¢oziiciilerin potansiyel
sitotoksisitesinden dolay1 daha az biyolojik olarak uyumlu olabilir. Hem kimyasal
hem de fiziksel ¢apraz baglama yontemlerinin avantajlarini elde etmek igin, iki veya
daha fazla 6ncii iceren hibrit hidrojeller, ¢ift asamali1 bir ¢apraz baglama yaklasim ile
uretilir (Guan ve ark., 2017; Wang ve ark., 2015; Hennink ve Van Nostrum, 2012;
Bae ve ark., 2013; Colosi ve ark., 2016).

Baglantisiz iyonik ¢apraz baglar, yeniden sikistirilarak iyilesebilen bir i¢ hasara
neden olur (Sekil 12). Bu jeller, deformasyon ve enerji yayilimi mekanizmalarini
kesfetmek ve hidrojel uygulamalarinin kapsamini genisletmek icin model sistemler

olarak incelenebilir (Sun ve ark., 2012).
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Sekil 12. Ug tiir hidrojel semasi. A, bir aljinat jeli iginde, farkli polimer
zincirlerindeki G bloklar1t Ca + 2 (kirmiz1 daireler) boyunca iyonik capraz baglar
olusturur. B, Bir poliakrilamid jelde, polimerler N, N-metilen bisakrilamid (MBAA,
yesil kareler) boyunca kovalent ¢apraz baglar olustururlar. C, Bir aljinat-
poliakrilamid hibrid jeli i¢inde, iki tip polimer ag1 birbiri i¢ine geg¢mekte ve
poliakrilamid zincirleri ve aljinat zincirleri iizerindeki karboksil gruplari tizerindeki
amin gruplan arasindaki kovalent ¢apraz baglar (mavi iiggenler) ile birlesmektedir
(Sun ve ark., 2012).

Baz1 sentetik hidrojeller olaganiistii mekanik davranislar sergiler. Slide-ring iceren
hidrojeller kendi uzunluklarimin 10 kati kadar uzayabilirler ve bir tetrapoli etilen
glikol jel 2,6 MPa’a dayanabilir. Bu jeller elastik olarak deforme olur. Kirillgan ve
centik duyarliligi oldugu bilinen elastik bir jelin, numuneler ¢entikler icerdiginde ya
da homojen olmayan deformasyona neden olan diger o&zellikler oldugunda,
gerilebilirligi ve mukavemeti 6nemli dlglide azalir. Enerji yayict mekanizmalarla bir
jel sert ve g¢entik duyarli hale getirilebilir. C)megin; kovalent baglarlar ayr1 ayri
caprazlanmis biri uzun digeri kisa zincirli bir ¢ift-bagl jel ile 1,000 J m-2'lik bir
kirilma enerjisi elde edilir. Jel gerildiginde kisa zincirli ag enerjiyi yirtip dagitir.
Ancak kisa zincirli agm kopmas: kalict hasara neden olur. Ilk yiiklemeden sonra

jeldeki bu hasar yenilenemez. Bdylece, sonraki yliklemelerde kirilma enerjisi ¢ok

azalmis olur (Sun ve ark., 2012).
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Yenilenebilir enerji dagitict mekanizmalarin etkinlestirilmesi i¢in yapilan son birkag
calismada, sec¢ilmis kovalent baglarin yerini kovalent olmayan baglar almstir.
Ornegin, ii¢ bloklu zincirlerin bir kopolimeri olan bir jelde, farkli zincirlerin ug
bloklar1 camsi boélgeler olusturur ve farkli zincirlerin orta bloklar1 iyonik capraz
baglar olusturur. Jel gerildiginde, cams1 bdlgeler bozulmadan kalir, iyonik capraz
baglar kopar ve enerjiyi dagitir. Iyonik ¢apraz baglar, ilk yiiklemeden sonraki zaman
aralifinda yeniden olusur. Geri kazanilabilir enerji kaybi hidrofobik yapilar
tarafindan da gerceklestirilebilir. Hidrofilik polimer aginda hidrofobik ¢ift
katmanlarla yapilan bir jel gerildiginde ¢ift katmanlar enerjiyi ayristirir ve dagitir,
bosaltma sirasinda ¢ift katmanlar yeniden toplanir ve yenilenir. Ancak bu konuda
yapilan daha onceki caligmalarda, cift-bagh jellerininkiyle karsilastirilabilir ya da

ondan daha diisiik kirilma enerjisi gostermistir (Sun ve ark., 2012).

Hidrojeller, kusursuz organ entegrasyonu i¢in yumusak dokularin mekanik
ozelliklerine ve esnekligine ¢ok yakindir. Bununla birlikte, hidrojeller cok yumusak
olduklarinda, doku biitiinliiglinii korurken kullanimlar1 zorlasir. Bu zorlugun
iistesinden gelmek i¢in hidrojeller, hala yumusak olan ancak gelistirilmis mekanik
saglamliga sahip olan hibritler olusturmak icin daha sert bilesenlerle takviye edilir

(Hassanzadeh ve ark., 2013).
4.6.1.2 Hidrojellerin mekanik ozellikleri iizerinde calismalar

Jelatin, hiicre dis1 matrisin en bol bilesenlerinden biri olan hidrolitik olarak bozulmus
bir kolajendir (Hassanzadeh ve ark., 2013). Diisiik viskoziteli bir aljinat ve JeIMA
biyomiirekkebi, baski ¢oziiniirliigiinii ve hizin1 ve bdylece kapsiillenmis hiicrelerin
canliligmi artirmak i¢in 3D baski icin gelistirilmistir. Hidrojel yapilariin ilk
sablonu, alginatin bir kalsiyum iyon ¢06zeltisine maruz birakilarak fiziksel capraz
baglanmasiyla olusturulmustur. JeIMA'nin kimyasal ¢apraz baglanmasi, UV 1518a
maruz birakilarak gergeklestirilmistir (Jia ve ark., 2016; Guan ve ark., 2017). Suda
¢Oziinlir bir foto baslatic1 kullanilarak olusturulan foto ¢aprazlanmis JeIMA, doku
miihendisligi i¢in kullanilan hidrojellerin igerdigi ilac1 ve kardiyak ve vaskiiler doku
miihendisligi uygulamalarinda doku kiiltiirii i¢inde suda ¢dziiniir jelatinin stabilitesini

arttirir (Hassanzadeh ve ark., 2013).
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Hidrojeller, ag yogunluklart ¢ok yiikseldiginde, azalmis bir difiizyon hiziyla karsi
karsiya kaldiklarindan, hidrojellerin mekanik o6zellikleri, cesitli nanomateryaller
eklenerek de modiile edilebilir. Ornegin inorganik nanopartikiiller (kalsiyum fosfatlar
ve silikatlar gibi), nanokompozit hidrojellerin mekanik mukavemetini ve osteojenik
ozelliklerini gelistirerek kemik dokusu rejenerasyonu icin hidrojellere dahil

edilmistir (Guan ve ark., 2017; Zhao ve ark., 2010; Xavier ve ark., 2015).

Kitin, seliilloz sonras1 ikinci en bol dogal polisakkarittir. Kitin, kristalli nanofiberler
olarak ortaya cikar ve mantar hiicre duvarlarmin ana yapisal bileseni ayrica
eklembacaklilarin ve yumusakc¢a kabuklarinin dis iskeletidir. Kitin, 2 GPa'lik
esneklik katsayis1 ve aliiminyum ile kiyaslanabilir 140 MPa'lik nihai ¢ekme
mukavemeti ile mekanik olarak saglamdir. Kitin biyomedikal uygulamalar1 arasinda
dikisler ve yara sargilari, doku miihendisligi iskeleleri, teshis i¢in mikro igneler ve

biyo-uyumlu elektronik cihazlar bulunur (Hassanzadeh ve ark., 2013).

Kitin nanofiber takviyesi kullanim ve biitlinliigiin iyilestirilmesini saglar ve
hidrojellerin bozulmamasi i¢in gereken sertlik ve gerilmeyi arttirir. JeIMA, jelatinin
metakrilik anhidrit ile direkt reaksiyonu ile sentezlenen bir jelatin tiirevidir. Kitin
nanofiberler, icinde kendiliginden toplanir ve degisken kitin nanofiber icerikli
GMAC (kitin nanofiberleri ile takviye edilmis jelatin metakriloil) hibrid filmleri
retir (Sekil 13). GMAC31, GMAC11, GMACI13’teki kitin ve JeIMA'nin nispi
konsantrasyonunun arttirilmasi, beklendigi gibi kitin nanofiberlerinin artan bir
fraksiyonuna sahip olan filmler vermektedir. (Sekil 3b, ¢ ve d). Bu mikro yap:
kontrolii, GMAC hidrojellerinin mekanik 6zelliklerini ince ayar yapmak i¢in basit bir
strateji sunar. 12.15 mikronluk ve 450 nm'lik yiikseklige sahip mikro modeller,
GMACI13 iizerinde ¢ozelti bazli replika kaliplama kullanilarak imal edilir. GMAC
hidrojelleri, kitin nanofiber takviyesi olmayan JeIMA muadillerinden daha saglamdir

(Sekil 14) (Hassanzadeh ve ark., 2013).
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Sekil 13. A-E, JeIMA topografik atomik kuvvet mikroskobu (AFM) goriintiileri, GMAC
filmlerin farkli JeIMA: kitin agirlik oranlan ve kitin. GMACXY, XY = JeIMA: Kitin agirhk
oranina sahip GMAC filmlerdir. A, JeIMA. B, GMAC31. C, GMAC11. D, GMAC13 ve E,
Kitin. (dlgcek ¢ubuklar1 500 nm'dir). F, 12.15 mikron ve 450 nm'lik bir yiikseklige sahip
mikro-modelli GMACI13'in topografik AFM gorlintiisii (6lgek ¢ubugu 20 um'dir)
(Hassanzadeh ve ark., 2013).

a b 240
600
_ 200
g g
2 500 » 1804
E 2
g 2 120
= 4 £
o3l & a0
g8 %
@ 2 40
17 2.3kPa
ol ol
GMA GMAC3 GMACT! GMAC13 Chitin GMA  GMAC31 GMAC11 GMAC2 Chitin
Cc

GMAC13 GMAC13

5mm 16 mm

Sekil 14. Gerilme testi analizinden hibrid GMAC hidrojellerinin mekanik &6zellikleri, A,
Miihendislik gerilme-gerinim egrilerinde dogrusal bolgenin egimlerinden elde edilen elastik
modiiller. Hidrojellerin farkli JeIMA: kitin agirlik oranlan ile karsilastirilmasi. Tim GMAC
hidrojelleri igin elastik modiil, JeIMA1 igin bildirilenlerden daha yiiksektir ve bunlar sadece
kitinden daha diisiiktiir. B, Farkli JeIMA: kitin agirlik oranlarina sahip hibrid hidrojellerde
basarisizlik i¢in miihendislik gerinimi hasar degerleri. GMAC13, GelMAl'den %100 daha
fazla genlesebilir ve tek basina kitinden %200 daha uzayabilir. C, Mekanik gerilme test
cihazinda yiik uygulamasindan 6nce baslangic durumunda GMACI13'iin optik goriintiisii. D,
GMACI13'in optik goriintiisii, %224'liik uzatilabilirlik gosterir. 16 mm'lik son uzunlugu
gosteren ¢ekme yiikii (Hassanzadeh P. ve ark., 2013).
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Son olarak, adipoz, kikirdak ve kalp dokularindan hiicresizlestirilmis ekstraselliiler
matriks kullanilarak yeni bir dokuya 6zgii ekstraselliiler matriks bazli biyomiirekkep
gelistirilmistir. Bu biyomiirekkepler bir ¢ozelti halinde (%3) hazirlanarak, 15°C'nin
altinda bir ¢ozelti halinde kalip ve 30 dakika iginde 37°C'de jellestirilmistir.
Kendinden destekli yapilar gelistirmek i¢in, hidrojel ile birlikte bir poli-kaprolakton
cerceve basilmistir. Bu ¢alismanin ardindan Kang ve ark. biyolojik olarak
parcalanabilen polimerler ile hiicre yiiklii hidrojelleri (jelatin, fibrinojen ve
hyaliironik asitten olusan) basmak suretiyle klinik olarak ilgili boyutta, vaskiilarize

yapilar gelistirmistir (Gilivendiren, 2016). Buna benzer bazi biyomateryal prosesleri

ve analizleri sekil 15 ve 16’da verilmistir.
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Sekil 15. Bir florokarbon sivisinda batirilmis biyomateryalin prosesi. A, yiiksek
yogunluklu hidrofobik sivi, ii¢ boyutlu baski islemi sirasinda hiicre-hidrojel
yapilarint mekanik olarak destekler ve daha sonra kolayca ¢ikarilabilir. B,
Florokarbonda gergeklestirilen tabaka-tabaka biriktirme tekniginin sematik goriiniisii.

C, Batirilmis biyomateryal stratejisini kullanan teorik olarak rastgele yazdirilabilir
3B sekilleri (Duarte Campos ve ark., 2013).
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Sekil 16. FRESH (freeform reversible embedding of suspended hydrogels)
kullanilarak yapilan hidrojel lifleri ve yapilarin analizi. A, Jelatin destek banyosu
(kirmiz1) i¢ine gomiilii aljinat lif (yesil). B, jelatin destek banyosu iginde izole aljinat
liflerinin ¢ap1 160 ila 260 mm arasindadir. (C'den E'ye) 3D baskida dolgu i¢in
yaygin olarak kullanilan standart bir kare kafes modeli, 3D ile basilmig aljinat
(yesil). D, yukaridan asagi ve E olarak gorilintiilenmistir. F'den H'ye bir sekizgen
dolgu deseni, aljinat (yesil) 3D ile basilir ve G yukaridan asagiya ve H olarak
goriintiilenmistir. 1, Kirmizi ve yesil floresanla etiketli aljinatta, iist ve yanal
kesitlerde gosterilen siirekli bir ara yiize sahip, iki maddeli silindir baskis1 6rnegi. J,
jelatin destek banyosuna gomiilii olarak gosterilen bir sarmalin serbest formlu,
diizlemsel bir FRESH baskis1 6rnegi. K, FRESH'nin gercek serbest formda baski
yapabildigini ve standart katman katmani diizlemsel imalatla sinirli olmadigini
gosteren, sarmalin yakilastirilmis bir gériiniimii. Olgek cubuklari; A, 1 mm. D ve G,
500 mm. I, 2 mm. J, 10 mm ve K, 2,5 mm’dir (Hinton ve ark., 2015).

4.7. Jelatin

Jelatin, kemigin dogal bileseni olan kollajenden elde edilen dogal, biyouyumlu ve
toksik olmayan bir malzemedir. Dogal kollajene gore daha diisiik immiinojenite ve
daha yiiksek biyouyumluluk gostermektedir. Gergeklestirilen c¢aligmalar jelatinin
kemik hiicre adezyonu, migrasyonu, farklilasmas1 ve proliferasyonunu destekledigini
de gostermistir (Echave ve ark., 2017; Shi ve ark., 2017; Pina ve ark., 2015;
Kuttappan ve ark., 2016; Nguyen ve Lee, 2014; Martino ve ark., 2015). Jelatin birgok
dokunun ana bileseni olan kollajenin hidroliz {iriiniidiir ve hiicre tutunmasin
saglayan arginin-glisin-aspartik asit dizisi igerir (Yue ve ark., 2015; Liu ve Chan-
Park, 2010).
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Jelatin metakrilat (JeIMA), jelatine metakrilat gruplari eklenmesi ile elde edilen,
toksik olmayan ve biyoparcalanabilen bir polimerdir. JeIMA, UV 151k altinda ¢apraz
baglanabilmesi ve metakrilasyon derecesi ve c¢apraz baglanma kosullarinin
degistirilmesi ile ayarlanabilir mekanik oOzellikleri ila¢ tastyicilarin ve doku
iskelelerinin hazirlanmasinda ¢esitli avantajlar sunmaktadir. Ayrica arginin-glisin-
aspartik asit dizisi de igermektedir (Liu ve ark., 2017; Kazemzadeh-Narbat ve ark.,
2017).

JeIMA’nin, stereolitografi biyobaski, lazer tabanli biyobask1 ve ekstriizyon biyobaski
icin biyomiirekkep olarak kullanildig1 ¢alismalar mevccuttur (Gauvin ve ark., 2012;
Wang ve ark., 2016; Bertassoni ve ark., 2014; Ouyang ve ark.,, 2016).
Mikrodamlaciklar ve mikro fiberler gibi biyolojik birlesim i¢in kullanilan yap taglari
da GelMA kullanilarak iiretilebilir (Jung ve Oh, 2014; Cheng ve ark., 2016). Bununla
birlikte yine baska ¢aligmalarda, GeIMA nispeten diisiik Young modiiliine sahip
oldugundan (Yue ve ark., 2015), polietilen glikol diakrilat, polietilen glikol
dimetakrilat ve aljinat gibi diger hidrojeller veya silikon nanoparcacik ve karbon
nanotiip gibi nanomalzemeler, mekanik 06zelligi gelistirmek icin JeIMA ile
kanigtirllmis ve biyofabrikasyon icin yiiksek biyouyumluluk saglanmistir (Wang ve
ark., 2015; Kim ve ark., 2014; Colosi ve ark., 2016; Jia ve ark., 2016). Tim bu
ozellikleri ve oOncesinde yapilan ¢alismalar dogrultusunda jelatin metakrilat tez

kapsaminda tasiyici olarak secilmistir.

4.8. Sentetik Silika Nanopartikiilleri (Laponite)

Sentetik silika nanopartikiilleri (Laponite) polimerlerin modiiliis, kuvvet ve sertligini
gelistirmesinin yan1 sira kayma ile incelen, enjekte edilebilen nanokompozit
hidrojellerin hazirlanmasinda basarili olarak kullanilan inorganik malzemelerdir (Li
ve ark., 2016; Avery ve ark., 2016; Gaharwar ve ark., 2014; Gaharwar ve ark., 2013;
Viseras ve ark., 2010; Carretero ve Pozo, 2010; Ashby ve Binks, 2000).

Nanosilika, yiiksek oranda yiiklii, 20-30 nm capinda ve yaklagik 1 nm kalinliginda
disk seklindeki yapilardir. Yiizey yiklerinin kenarlarda pozitif, alt ve {ist ylizeylerde
negatif olmak {izere anizotropik dagilimi nedeniyle nanoplateletler sulu ortamda
dinamik olarak kendinden olusan kayma ile incelen (tiksotropik) sistemler
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olusturabilirler (Gaharwar ve ark., 2014; Vazao ve ark., 2014; Liu ve Bhatia, 2015).
Sentetik silikalar fizyolojik kosullarda Na*,Mg?*, Si(OH)4 ve Li* gibi toksik olmayan
son Uriinlere pargalanirlar. Ayrica, insan kok hiicresi ve hayvan hiicrelerinde yapilan
calismalarda da biyouyumlu oldugu kanmitlanmistir (Gaharwar ve ark., 2014; Vazao
ve ark., 2014; Ghadiri ve ark., 2013).

Silika nanopartikiilleri osteojenik ajan olarak, ila¢ tasiyict olarak, doku
miithendisliginde doku iskelesi olarak, kati hemostat olarak, kozmetik kremlerde
yardimc1i madde olarak ve akis diizenleyici olarak siklikla basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Li ve ark., 2016; Avery ve ark., 2016; Gaharwar ve ark., 2014,
Gaharwar ve ark., 2013; Viseras ve ark., 2010; Carretero ve Pozo, 2010; Ashby ve
Binks, 2000).

Nano silikalarin avantajlar1 arasinda biiylik hacimlerde su tutma ve serbestlestirme
yetenegi, kovalent baglanma icin genis bir aktif ylizey alanmin varligi, diisiik
toksisite, iyi biyouyumluluk ve ilaglar, biliylime faktorleri ve temel mineraller icin
tastyict olarak hareket etme yetenegi yer alir. Silikalarin olasi sitotoksisitesini
arastiran ¢ok sayida deney, bunlarin sadece kemik hiicreleri i¢in toksik olmadigini
degil, ayn1 zamanda hiicre kiiltiirii ¢alismalari i¢in de uygun olduklarini gostermistir.
Ek olarak, silikalarin nano Olgekli yilizey yapisi, osteoblast baglanmasini ve
cogalmasini etkili bir sekilde artirabilir (Eivazzadeh-Keihan ve ark., 2020). Silika ile
modifiye edilmis matrislerde mekanik mukavemet ve strese karsi diren¢ artar,
polimer iplikler ve lifler daha esnektir ve gerilime karsi gelistirilmis bir direng
goriiliir. Mekanik basing dogrudan silikalar araciligiyla iletilir ve bu nedenle tiim
iskele boyunca daha i1yi dagitilir. Silikalar, inorganik malzemelerin gelistirilmis
dagilim1 nedeniyle matrislerin sertligini ve giiclinii artirabilir ve hibrit yapilarda daha
Iyi bir organik-inorganik ara yiiz elde edilir (Tang ve ark., 2014; Ding ve ark., 2015;
Tang ve ark., 2017)

Tiim bunlara ek olarak; nanosilikalarin kok hiicrelerin osteojenik farklilagmalarini
uyardig1 bilinmektedir (Alargin ve ark., 2018; Gaharwar ve ark., 2013). Dolayisiyla,
tez kapsaminda nanosilika tim bu Ozelliklerinin yanm1 sira kemik olusumunu

indiiklemesi nedeniyle tercih edilmistir.
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4.9. Hyaluronik Asit (HA)

Hyaluronik asit, insan viicudunda bulunan asidik, siilfatsiz bir glikozaminoglikandir.
HA, dermisin bag dokusunda ve viicudun diger kisimlarinda bulunur, hiicredis
matrisin viskoelastisitesini koruyarak hiicresel yapiyr destekler. Hyaluronik asit
iceren hidrojeller, doku miihendisliginde, doku rejenerasyonunda (6rnegin yara
yilesmesi), ila¢ tasimasinda, kozmetikte ve ortopedide yaygin olarak kullanilir.
Ozellikle doku miihendisliginde, hiicre canliligmi, tutunmasini, ¢ogalmasini ve
yerlesimini, osteojenik farklilasmayi, vaskiilarizasyonu, konak entegrasyonunu ve
yik tasimay1 gelistirmek icin ¢ok sayida yapi iskelesi arastirllmistir, bu da
hyaluronik asidin kemik rejenerasyonundaki onemli roliinii ortaya koymaktadir
(Martinez-Sanz ve ark., 2011; Silva ve ark., 2018; Tokatlian ve ark., 2012; Juhasz ve
Marmur, 2015; Amini ve ark., 2012).

Hyaluronik asidin ayrica, yaralanma bolgelerinde doku iskelesi implantasyonu igin
iki faydali 6zellik olan anti-adhezif ve antimikrobiyal oldugu bildirilmistir. Hidrofilik
dogal bir polimer olarak, Staphylococcus, B-hemolitik Streptococcus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus, Staphylococcus aureus gibi bir¢cok yaygin ortopedik
patojen {lizerindeki antimikrobiyal etkileri c¢esitli calismalarda kanitlanmistir
(Romano ve ark., 2017; Ardizzoni ve ark., 2011; Carlson ve ark., 2004; Drago ve
ark., 2014).

Hyaluronik asit, doku iskelesi malzemesi olarak kilit bir rol tistlenmktedir. Mevcut
arastirmalara dayanarak, HA'nin genellikle sentetik bir iskelenin biyolojik
ozelliklerini 1yilestirdigi goriilmektedir. Ayrica, yap1 iskelelerinin osteojenik
etkilerini daha da arttirmak i¢in HA igeren yap1 iskeleleri, osteoindiiktif bilesikler
veya diger aracilar i¢in vektor gorevi gorebilir (Sudheesh Kumar ve ark., 2018; Zhai

ve ark., 2020).

4.10. Vankomisin

Streptomyces orientalis tarafindan {retilen bir bakterisidal glikopeptid antibiyotik
olan vankomisin, 1956 yilinda ortaya ¢ikan penisilinaz tireten stafilokok suslarimi
tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Matzke ve ark., 1986). Vankomisin, Gram pozitif

bakterilerin neden oldugu hayati tehdit eden enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
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“son sira” antibiyotik siniflarindan biridir. 1950'lerde kesfedilmesine ragmen, genel
kullanimi, daha az toksik oldugu diisiiniilen yar1 sentetik penisilinlerin (6rn.,
Metisilin, oksasilin, nafsilin) gelisimi ile dnemli 6l¢iide azalmistir. Ancak, 1980'lerin
basindan bu yana MRSA enfeksiyonlarinin sayisindaki istikrarli yiikselis bir kez
daha vankomisin kullanim1 enfeksiyonlarin birincil tedavisi olarak 6n plana ¢ikmistir

(Rybak ve ark., 2009; Wijesekara ve ark., 2017).

Vankomisin, Staphylococcus aureus ve diger Stafilokok tiirlerine kars1 yiliksek bir
antibakteriyel aktivite gostermektedir (Hachicha et al. 2006, Souli et al. 2001).
Metisiline direncli S. aureus igeren ciddi gram pozitif enfeksiyonlarin tedavisinde
Amerika Birlesik Devletleri'nde en yaygin kullanilan antibiyotiklerden biridir (Rybak
ve ark., 2009).

Vankomisin, ¢ogu Clostridia susuna, hemen hemen biitiin Stafilokok aureus suglarina
(B-laktamaz ve metisiline direngli suslar tiretenler dahil), koagiilaz-negatif Stafilokok
ve viridans grubu Stafilokok ve Enterokok'a kars: etkili bir ilagtir. Vankomisin gram
negatif bakterilere kars1 etkili degildir (Wijesekara ve ark, 2017). Bu antibiyotik,
beta-laktam antibiyotiklere karsi diger bakteriyel direng mekanizmalariin yani sira;
MRSA (metisiline direngli Staphylococcus aureus) ve penisiline direngli
pnomokokal enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasiyla daha da 6nem kazanmustir (Bruniera,

2015).

Bu ilag, gastrointestinal sistemden zayif bir sekilde emildigi i¢in, intravendz
uygulama denenmistir. Ancak bu yolun, terapdtik diizeylerde vankomisin seviyesine
ulagsmak igin yetersiz oldugu bulunmustur (Hachicha ve ark., 2006; Souli ve ark.,
2001). Vankomisinin mevcut dozaj bigimleri, enjeksiyonlar i¢in 500 mg, 1 g, 5 g ve
10 g siselerdir. Toz haline getirilmis vankomisin, steril bir su i¢inde sulandirilarak
hazirlanir, bu da koyu renkli bir ¢6zelti ile sonuglanir ve uygulandiginda %35 dekstroz
veya salin ile seyreltilir. Sulandirilmis ¢6zelti oda sicakliginda veya bir buzdolabinda
14 giin boyunca stabildir. Ek olarak, oral uygulama i¢in 125 mg ve 250 mg

vankomisin tabletleri mevcuttur (Wijesekara ve ark., 2017).
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Vankomisinin Onceki zamanlarda kullanimi, inflizyonla iliskili toksisiteler,
nefrotoksisite ve olasi ototoksisite dahil olmak iizere bir dizi olumsuz etki ile
iliskilendirilmistir. Daha fazla arastirmanin {izerine, vankomisinin &nceki
formiilasyonlarindaki safsizliklarin bu advers olaylarin ¢oguna neden oldugu
anlagilmistir. Ayrica, daha yeni calismalardan elde edilen veriler, vankomisinin
konvansiyonel dozajlarda kullanildiginda (6rnegin, her 12 saatte bir 1 g [her 12 saatte
15 mg / kg]) eger nefrotoksik ilaglar ile birlikte veya c¢ok yiliksek dozlarda
kullanilmadig1 siirece, nefrotoksisite veya ototoksisite potansiyelinin ¢ok kiigiik

oldugunu gostermistir (Rybak ve ark., 2009).

Vankomisin, genellikle diger biitiin tedaviler basarisiz oldugunda kullanilan son care
olarak bilinir. Bununla birlikte, bakteriler vankomisine direng gelistirmeye baslamis

ve diger antibiyotiklerin kullanimina da Onciiliikk etmistir (Hammes ve Neuhaus,
1974).

4.10.1. Vankomisinin genel 6zellikleri

Enjeksiyon i¢in steril su ile sulandirildiginda vankomisin hidrokloriir enjeksiyonu,
oda sicakliginda 2 hafta stabildir; iireticiler sulandirilmis enjeksiyonlarin énemli bir
gii¢ kayb1 olmadan 2-8 ° C'de 96 saat saklanabilecegini belirtmektedir. %0,9 sodyum
kloriir enjeksiyonu veya %5 dekstroz enjeksiyonunda belirtildigi  gibi
sulandirildiginda, ilacin ADD-Vantage® siselerinde hazirlanan ¢ozeltileri oda
sicakliginda 24 saat boyunca stabildir. %0,9'luk sodyum kloriir enjeksiyonu veya %5
dekstroz enjeksiyonunda, 5 mg/ml igeren vankomisin ¢dzeltilerinin, cam veya PVC
kaplarda 24 ° C'de saklandiginda en az 17 giin, 5 °© C'de veya -10 ° C'de
depolandiginda cam kaplarda en az 63 giin boyunca stabil olduklar1 bildirilmektedir.
Belirtildigi sekilde enjeksiyon igin steril suyla yeniden sulandirildiktan sonra, %5-30
dekstroz enjeksiyonunda 5 mg / ml konsantrasyona kadar seyreltilmis vankomisin
soliisyonlari, 4° C'de 24 saat ve daha sonra da oda sicakliginda 2 saat saklandiginda

stabildir (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Vancomycin#section=Stabi

lity-Shelf-Life, Erisim tarihi: 10 Nisan 2020).
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4.10.2. Vankomisinin etki mekanizmasi

Vankomisin, yapisal olarak glikopeptid olarak simiflandirilan bir antibiyotiktir.
Gram-pozitif bakterilere kars1 6zellikle etkilidir ve MRSA'nin direncli suslarina karsi
etkili oldugu bilinmektedir (Hammes ve Neuhaus, 1974).

Vankomisin, hiicre duvari sentezini aerobik ve anaerobik Gram pozitif bakterilere
kars1 inhibe ederek bakterisidal aktivite sergiler (Wijesekara ve ark., 2017). Bu
antimikrobiyal ajanin etki mekanizmasi, bakteriyel hiicre duvar1 biyosentezinin
inhibisyonu veya daha spesifik olarak, peptidoglikan biyosentezinin inhibisyonu
yoluyla gerceklesir. Bakteriyel hiicre duvari biitiin bakterileri saran peptidoglikan
igerir (Bruniera, 2015). Hiicre duvarinin peptidoglikan tabakasi, capraz baglanmis
yapisi nedeniyle katidir. Peptidoglikan bakteri tabakasinin sentezi sirasinda, yeni
peptidoglikan yap1 bloklar1 (yani, N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin
monomerleri) zara sokulur. Peptit capraz baglarinin yeniden diizenlenmesi,

transpeptidaz enzimi ile gergeklesir (Hammes ve Neuhaus, 1974).

Gram-pozitif bakterilerde bu madde daha belirgin bir sekilde bulunur ve hiicre
zarmin dis kisminda biiylik ve ¢6ziinmez katmanlar olusturur, bu da birden fazla
amino seker iskeletinden olusan 40 katmana kadardir: N-asetilglukozamin ve N-
asetilmuramik (Bruniera, 2015). Vankomisin, peptidoglikanin yap1 bloklarina (yani,
N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin monomerleri) baglanir ve
transpeptidazin bu yeni olusturulan bloklar {izerine etki etmesini Onler ve bdylece
peptidoglikan tabakasinin g¢apraz baglanmasini Onler. Bunu yaparak vankomisin,
peptidoglikan katmanini daha az sert ve daha gegirgen hale getirir. Bu, bakterilerin
hiicresel igeriginin sizmasina ve sonunda bakterilerin Slmesine neden olur.
Transpeptidaz enzimindeki mutasyonlar vankomisine direnci arttirabilir (Hammes ve
Neuhaus, 1974).

4.10.3. Vankomisinin farmakolojik 6zellikleri

Vankomisin, genellikle sadece diger antibiyotiklerle yapilan tedaviden sonra
kullanilan "son ¢are ilac1" olarak ayrilan dallanmis bir trisiklik glikosile edilmis

nonribozomal peptittir.  Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae
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(penisiline direngli suslar dahil olmak iizere), Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae, tlir Actinomyces, ve Lactobacillus tiirlerinde vankomisin in vitro ve klinik
enfeksiyon hem de asagidaki mikroorganizmalarin en suslarina karsi aktif oldugu
gosterilmistir.  Vankomisin  ve bir aminoglikosit kombinasyonu, birgok
Staphylococcus aureus, Streptococcus bovis, enterococci ve viridans grubu

streptokok suslarina kars1 in vitro olarak sinerjistik etki gosterir.

Vankomisin, ¢ogu organizmaya karsi bakterisidal aktiviteye ve enterokok ilizerinde
bakteriyostatik etkiye sahiptir. Penisilin ve sefalosporinlerden farkli bir bolgede,
vankomisin, hiicre duvar1 onciillerinin D-alanil-D-alanin kismina sikica baglanir ve
boylece bakteriyel hiicre duvari sentezine miidahale eder. Bu, hiicre duvarim
parcalayarak tahrip eden bakteriyel otolisinlerin aktivasyonuna yol agar. Vankomisin
ayrica, bakteriyel sitoplazmik membranlarin gegirgenligini de degistirebilir ve segici
olarak RNA sentezini inhibe edebilir
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/VVancomycin#section=Pharmacology-

and-Biochemistry, Erisim tarihi: 10 Nisan 2020).

4.10.4. Vankomisinin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri

Vankomisin, bakteri hiicre duvari peptidoglikan sentezinde ge¢ bir asamay1 inhibe
eden, 1448 Da molekiiler agirliga sahip biiyiik bir glikopeptid bilesigidir (Sekil 17).
Vankomisin i¢inde mevcut olan amino asitler sentezlenir, bir araya getirilir ve
vankomisin bir araya getirilmesi i¢in ¢apraz baglanir. Vankomisinin ii¢ boyutlu
yapisi, sadece bakteri hiicre duvarlarinda bulunan, oldukg¢a spesifik bir L-alanil-D-
alanil-D-alanil konfigiirasyonunun peptidleri ile hidrojen baglanmasina uyan bir
yarik igerir; bu nedenle vankomisin, stabil kompleksler olusturarak segici olarak

toksiktir (Wijesekara ve ark., 2017).
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Sekil 17. Vankomisinin kimyasal yapis1
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/VVancomycin#section=2D-Structure,
Erisim tarihi: 10 Nisan 2020)

Vankomisinin aktivitesini etkileyen faktorler doku dagilimi, protein baglanmasi,
inokiilum boyutu ve direngli organizmalardir. Insanlarda dagilim hacmi 0,4-1 L /
kg'dir. Vankomisinin proteine baglanmasi %10 ila %50 arasindadir. Minimum
inhibitor konsantrasyonunda 1-8 kat artis, albiimin varliginin bir sonucu olarak cesitli
in vitro degerlendirmelerde gosterilmistir, oysa serum varliginin daha degisken bir
etkisi olmustur. In vitro bir farmakodinamik modelde, insan hastalarindan izole
edilen metisiline duyarli Stafilokoklar ve metisiline direngli Stafilokok organizmalari
icin Oldiirme siiresinin, inokulum ebad1 yiiksek oldugunda (9,5 log10 CFU / g), orta
dereceli bir inokuluma kiyasla (5,5 logl0 CFU / g) karsilastirildiginda daha uzun
oldugu agiktir (Wijesekara ve ark., 2017).

Vankomisin ¢ogu viicut bosluguna niifuz eder ve penetrasyon mevcut iltihaplanma
derecesine baglidir. Vankomisinin farkli viicut bosluklarindaki konsantrasyonu
farklidir. {ltihapl beyin omurilik zarlari, vankomisinin beyin omurilik sivisina niifuz
etmesini arttirir, rapor edilen konsantrasyonlar1 6,4-11,1 mg / L iken, iltithaph
olmayan beyin omurilik zarlar1 insanlarda diisiik 0-3,45 mg / L konsantrasyonlarina

neden olur. Assitlik, perikardiyal, plevral ve sinovyal sivilarda vankomisinin
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terapotik konsantrasyonlari insanlarda 2,5 mg / L'den fazladir (Wijesekara ve ark.,
2017).

Vankomisin dozunun %80'inden fazlast ve %350'si, sirasiyla insanlara verildikten
sonra 24 saat i¢inde idrarda (¢ogunlukla glomeriiler filtrasyon yoluyla) degismeden
salinir, karaciger dokusunda ve safrada vankomisin konsantrasyonu saptanabilir
degerin altindadir. Vankomisin, 30 dakika ila 1 saat arasinda bir dagilim fazina
sahiptir. Insanlarda normal kreatinin klirensi olan hastalarda vankomisinin yar1 dmrii

yaklagik 6 saattir (Wijesekara ve ark., 2017).

56



5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Jelatin (Tip A, Domuz derisinden, 300 bloom), Sigma, Almanya
Laponite® XLG, (Nanosilika), BYK, Amerika Birlesik Devletleri
Hyaluronik asit (HA) — Lifecore, Amerika Birlesik Devletleri
Vankomisin Hidrokloriir — Mustafa Nevzat, Tiirkiye (hediye)
Metakrilik anhidrit, Sigma, Almanya

Irgacure 2959, 2-hidroksi-1-(5-(hidroksietoksi) fenil)-2-metil-1-propanon, Sigma,

Almanya

SYLGARD® 185, Sigma, Almanya

Phosphate buffered saline, Thermofisher, Almanya

5.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

3B Dual Biyoyazici- Axolotl Dual biyoyazici, Axolotl Biyosistemler, Tiirkiye
UV, Omnicure S2000, Excelitas Technologies, Amerika Birlesik Devletleri
Radyometre, Omnicure R2000, Kanada

Liyofilizator, Christ alpha 1-2 LD plus, Almanya

AFM- Ambient AFM/Nanomagnetics Instruments, Tiirkiye
AFM probu- Nanosensors, PPP-NCLR, Isvicre

Vorteks, IKA MS2, Almanya
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Spektrofotometre, Mettler Toledo

12-15 kDa cut-off diyaliz tiipii, Sigma, Almanya

Dijital kumpas- Mitutoyo / CD-15CPX, Almanya

Ultrasonik banyo- Bandelin Sonorex / RK 515, Almanya

Calkalayicili su banyosu, Certomat WR -B.Braun, Almanya

pH metre- Mettler Toledo/Sevenexcellence, Amerika Birlesik Devletleri
Mikropipet- Rainin (10-100 uL, 100-1000 uL, 500-5000 pL), Almanya
Filtre- Chromafil/PET-55/25, Almanya

Etiiv- Binder/FD250, Almanya

Erime noktasi tayini cihazi-Thermo Scientific-TA9300

Buzdolabi- Bosch, Almanya

5.3. Vankomisin Hidrokloriiriin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayini
5.3.1. Vankomisin hidrokloriiriin erime derecesinin tayin edilmesi

Toz halindeki vankomisin hidrokloriir bir ucu kapali kilcal cam boruya doldurularak
erime derecesi tayin cihazina yerlestirilmistir. Etkin maddenin fiziksel degisim

gostermeye basladigi, eridigi sicaklik belirlenmistir.
5.3.2. Vankomisin hidrokloriiriin ¢oziiniirliigiiniin tayin edilmesi

Coziinirlik tayini i¢in 10 ml’lik degaze edilmis PBS ¢0zeltisinin igerisine kisim
kistm vankomisin hidrokloriir tartilip ilave edilerek ¢ozlindiriilmistiir. Alinan
numuneler UV spektrofotometrede okunmustur. Tartim ve ekleme islemine okunan

absorbans degeri degismeyene kadar devam edilmistir.
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5.3.3. Vankomisin hidrokloriiriin fouirer transform infrared (FTIR)

spektrumunun incelenmesi

Vankomisin hidrokloriiriin infrared (IR) spektrumu, 400-4000 cm™ dalga boylarinda

tarama yapilarak belirlenmistir.
5.4. Vankomisin Hidrokloriiriin Kantitatif Tayini
5.4.1. Vankomisin hidrokloriiriin ultraviyole (UV) spektrumu

Etkin madde miktar tayini ve in vitro ¢6ziinme hizi ¢alismalarinda spektrofotometrik
yontem kullanilmistir. Vankomisin hidrokloriire ait UV absorbans degerleri, degaze
edilmis fosfat tamponuna karsi dl¢iilmiistiir. 10 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanan
stok vankomisin hidrokloriir ¢6zeltisinin uygun hacimleri kullanilarak, ultrasonik
banyoda 15 dakika bekletilerek degaze edilmis fosfat tamponunda 0,6 mg/ml, 0,5
mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml konsantrasyonlarindaki
cozeltileri hazirlanmigtir. Elde edilen 100 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltinin 190-
500 nm dalga boyu aralifinda UV spektrumu alinarak en yiiksek absorbans verdigi

dalga boyu saptanmis ve bu dalga boyu tiim tayinlerde kullanilmigtir.
5.4.2. Vankomisin hidrokloriiriin miktar tayini

6 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanan stok vankomisin hidrokloriir ¢6zeltisinin
uygun hacimleri kullanilarak, ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilerek degaze
edilmis fosfat tamponunda 0,6 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,2 mg/ml,
0,1 mg/ml konsantrasyonlarindaki ¢o6zeltileri hazirlanmistir. Her bir ¢ozeltinin UV
spektrofotometrede maksimum absorbans gdsterdigi dalga boyu olan 286,6 nm’deki
absorbansi ultrasonik banyoda bekletilerek degaze edilmis fosfat tamponuna karsi
okunmustur. Dogru denklemi ve korelasyon katsayisi en kiiclik kareler yontemi ile
hesaplanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 6 paralel olarak ¢alisilmistir. Bu verilerle
hazirlanmis olan standart egri etkin madde miktar tayini ve in vitro etkin madde

salim calismlarinda kullanilmistir.
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5.4.3. UV spektrofotometrik yontem validasyonu

Analitik yontemin validasyonu, bir test yonteminin belirli kosullar altinda kesin ve
dogru bir sekilde siirekli olarak beklenen sonucu verdiginin kanitlanmasidir
(Guideline). Bu c¢alismada kullanilan spektrofotometrik yontem validasyonu igin
dogrusallik (linearity), kesinlik (precision), dogruluk (accuracy) ve stabilite

(stability) calismalar1 gergeklestirilmistir.
5.4.3.1. Dogrusallik

Dogrusallik, analitik bir yontemin belirlenen aralikta, deney sonuglari ile analizi
yapilan maddenin konsantrasyonun direk olarak orantili olmasi durumudur. Bu
amagla 10 mg vankomisin PBS igerisinde 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilerek
¢Oziinmesi saglanmistir. Daha sonra balon joje icerisinde 100 ml’ye tamamlanan
¢ozeltiden alinan stok ¢ozeltilerden 0,6 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,2
mg/ml, 0,1 mg/ml konsantrasyonda vankomisin olacak sekilde PBS ile seyreltmeler
yapilarak 6 farkli ¢ozelti olusturulmustur. Cozeltilerin absorbanslarini 6lgek icin UV
spektrofotometresi ile 286,6 nm de okuma yapilmstir. 6 farkli derigim igin 9 paralel
deney yapilarak elde edilen veriler tablo haline getirildikten sonra en kiiciik kareler

yontemi yardimiyla dogru denklemi ve korelasyon katsayisi elde edildi.
5.4.3.2. Kesinlik

Kesinlik, analitik yontemin tekrarlanabilirlik derecesini gosteren ayni Ornek
cozeltiden seyreltilerek hazirlanan serilerin 6l¢iimii sonucu elde edilen verilerin
uyumlu olmast durumudur. Standart sapma ve relatif standart sapma (% RSD)
degerleri ile belirtilir. Kesinlik, yontemin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
ozelliklerini ifade eder. Analitik yontemin tekrarlanabilir oldugunun sdylenebilmesi

icin RSD degerinin %2’ den kiiciik olmas1 onerilmektedir.

60



5.4.3.2.A. Tekrar edilebilirlik (Giin i¢i kesinlik)

Bir analitik yontemin tekrar edilebilirligi aynmi giin i¢inde, aym c¢alisma kosullar
altindaki Ol¢iim degerlerindeki kesinligi ifade etmektedir. Metod 5.4.3.1.’de
anlatildig: sekilde hazirlanan 6 farkli konsantrasyonda 3 paralel 6rnek tizerinde ayni
giin igerisinde yapilan ¢alismalar sonucunda absorbanslar 286,6 nm’de okutularak
mevecut dogru denklemi {izerinde yerlestirildi. Bu verilerile SD ve %RSD

hesaplamalar1 yapildi.
5.4.3.2.B. Tekrar elde edilebilirlik (Giinlerarasi kesinlik)

Bir analitik yontemin tekrar elde edilebilirligini farkli glinlerde ayni yontemle
hazirlanan 6rnekler arasindaki kesinligi ifade etmektedir. 3 paralel Metod 5.4.3.1.°de
anlatildig1 sekilde 3 farkli giinde hazirlanarak ve okutularak elde edilen veriler ile

mevcut denklem kullanilarak SD ve %RSD hesaplamalari yapildi.
5.4.3.3. Dogruluk

Dogruluk, analitik yontemle elde edilen sonucglarin gercek degerlere yakinlig: ile
olgiiliir. Dogrulugu 6lgmek i¢in Vankomisin’in disiik (0,1 mg/ml), orta (0,4 mg/ ml)
ve yiiksek (0,6 mg/ml) konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri 5.4.3.1.’de anlatildig1
sekilde hazirlandi. UV spektrofotometre ile 286,6 nm’de 6 paralel okundu.

5.4.3.4. Stabilite

Yontemin stabilitesini belirlemek i¢in 0,6 pg/ml konsantrasyonda pH 7,4 PBS
igerisinde  vankomisin  ¢Ozeltisi  hazirlanmistir.  Cozeltilerin  absorbanslari
belirlendikten sonra 1 hafta boyunca 37 °C’de bekletilmis ve belirlenen zaman

araliklarinda numuneler alinarak absorbanslari tayin edilmistir.
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5.5. Jelatin Metakrilatin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
5.5.1. Jelatin metakrilatin hazirlanmasi

Calismanin ilk asamasinda iki farkli oranda metakrile olan iki farkli JeIMA
sentezlenmistir. JeIMA sentezinin ilk asamasinda, 10 g (%10 a/h) jelatin (tip A,
Sigma, 300 bloom) pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 50 °C’de manyetik karistiricida
karigtirllmistir. Karistirma tamamlandiktan sonra bu ¢ozeltiye ¢ok yavas olacak
sekilde damla damla metakrilik anhidrit ilave edilmistir. Bunun i¢in yiiksek oranda
metakrile olan JeIMA’ya 8 pL metakrilik anhidrit eklenmistir. Eklemenin ardindan
¢ozelti 3 saat boyunca 50 °C’de Kkaristirilmistir. Siire tamamlandiktan sonra
reaksiyon, ¢ozeltinin 50 °C’de Dulbecco’nun fosfat tamponu ile 5 kat oraninda diliie
edilmesiyle durdurulmustur. JeIMA ¢ozeltisi tuzlar1 ve reaksiyona girmeyen
metakrilatt uzaklagtirmak icin 10 giin boyunca diyaliz membran ile (12-15 kDa
cutoff) diyaliz edilmistir. Diyaliz tamamlandiktan sonra JeIMA diyaliz membrandan
alinarak 1sitilir ve igerisine ultra saf su eklenir. Bu ¢6zelti 40°C’de sabitlenerek 15
dakika bekletilir. Daha sonra ¢ozelti Falcon tiiplere doldurulup -80 °C’de yatay
bicimde soklanir. Liyofilizator ile kurutulur ve dondurucuda saklanir. JeIMA
¢ozeltisi -80°C’de dondurulduktan sonra liyofilize edilerek beyaz kopiik halinde elde
edilmistir. Hazirlanan JeIMA, kullanilana kadar -20 °C’de saklanmistir
(Kazemzadeh-Narbat et al. 2017, Nichol et al. 2010).

5.5.2. Jelatin metakrilatin Fouirer Transform Infrared (FTIR) spektrumunun

incelenmesi

JeIMA’nin metakilasyon derecesi ve fonksiyonel gruplar FTIR ile de teyit edilmistir
(Sadeghi and Heidari 2011). Bunun igin jelatin ve sentezlenen iki farkli jelatin

metakrilatin spektrumlarr 400-4000 cm™’de taranmugtir.

5.5.3. Jelatin metakrilatin 'H Niikleer Manyetik Rezonans (‘H NMR)

spektrumunun incelenmesi

1H-NMR analizi igin 6rnekler 40 °C’de D20 igerisinde ¢oziindirilmiistiir. Spektrum
Varian UNITY INOVA cihazi ile alinmistir.
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5.6. Nanosilikanin FTIR spektrumunun incelenmesi

Formiilasyonda kullanilacak olan nanosilikanin yapist FT-IR spektrumu alinarak
degerlendirilmistir. Bu kapsamda, nanosilikanin spektrumu 400-4000 cm™’de

taranmigtir.

5.7. 3-(Trimetoksisilil)propil metakrilat TMSPMA ile kaph cam lamlarin

hazirlanmasi

3B biyoyazim sirasinda JeIMA’nin tutunabilecegi ylizeyler olusturmak icin, cam
lamlarin ylizeyinde serbest metakrilat gruplart olusturulmustur. Bu kapsamda cam
lamlarin yilizeyi, TMSPMA ile muamele edilmistir. Bunun i¢in ilk asamada cam
lamlar NaOH igerisinde bekletilmistir. Sonra, lamlar teker teker %100, %90 ve
%70’1ik bir seri alkol dizisi ile yikanmis ve oda sicakliginda kurutulmustur.
Devaminda 80 °C’lik etiivde bekletilmistir ve lamlarm iizerine TMSPMA eklenerek
ve 80 °C’de 12 saat bekletilmistir. Son olarak etanolle birka¢ kez yikanmis ve oda

sicakliginda kurutulmustur (Kazemzadeh-Narbat ve ark., 2017).
5.8. 3B Biyoyazici ile Nanokompozit Doku Iskelelerinin Hazirlanmasi
5.8.1. 3B Nanokompozit hidrojel biyomiirekkeplerin hazirlanmasi

Calisma kapsaminda oncelikle farkli oranlarda nanosilika (% 0, 1, 2 veya 3) distile su
icerisinde manyetik karistiricida 500 rpm’de 30 dakika dispers edilmistir. Etken
madde igeren biyomiirekkep karisimlarina bu asamada 4 mg/ml vankomisin ilave
edilmistir. Devaminda farkli oranlarda (%0, 1 ve 2) hyaluronik asit eklenerek 500
rpm’de 30 dakika karistirillmistir. Hazirlanan hidrojel homojen olduktan sonra farkli
oranlarda JeIMA (%8, 10 ve 12) ve %0,5 fotobaslatict eklenerek 60 °C’de
homojenize edilmistir. Hazirlanan biyomiirekkep karisimi kartus i¢ine alinmistir. 3B
basim sonrast UV ile capraz baglanmistir. Yazilabilen formiilasyonlar yazdirim
sonrasinda hemen 90 sn UV 1simaya (360—580 nm, gii¢ 5,07 W cm?, ve 8 cm 151k

kaynagindan uzaklik) maruz birakilmistir ve UV baglanimlar1 gézlemlenmistir.
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5.8.2. Ekstriizyon destekli biyoyazici

Calisma kapsaminda ekstriizyon tipi biyoyazici (Axolotl Dual biyoyazici, Axolotl
Biyosistemler) kullanilmistir (Sekil 18 ve Sekil 19). Bu kapsamda, biyomiirekkepler
tek kullanimlik plastik siringalara (kartus) yerlestirilmis ve pnOmatik piston ile

olusturulan basing ile biyomiirekkep tabaka tabaka basilmistir.

Kartug

Biyobasim Bagligi
Kartusg Kilidi

UV Kilitleri
UV Moduld

Glg Butonu

Dijital Basing Olger

Regulator

Pnomatik Cikig:  Kompresdranlzden gelen basingl havanin
basliklara aktanldi§ ¢ikistir.

Pndmatik Boru:  Pnématik gikisla kartus arasinda baglantiyl

saglar.
Kartug: Baski malzemesini iceren kisimdir.
Baglk Isiticisi: Kartuglann isinmasini sadlayan parcadr.
L]
o Kartus Kilidi: Kartusu baghida kilitler.
UV Kilitleri: UV Modiland UV Basligina kilitler.
UV Modall: 365nm UV veya 405nm UV moduallddr.
UV Baslgr: UV Modulin takildigi ylzeydir.

Sekil 19. Axolotl Biyoyaziciya ait baslik kismina ait detayl {irtin haritasi(Axolotl

Manual)
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Biyobasim islemi sirasinda ilk olarak kullanilacak model bilgisayar ortaminda (G-
code) tasarlanmistir. Model tasarima uygun sekilde dilimlenmistir. Devaminda
optimize edilen biyomiirekkepler kartus igerisine alinmig, biyoyazici lizerindeki
yuvaya yerlestirilmis ve igne ucuna gore kalibrasyon yapilmistir. Hazirlanan
malzemenin akis Ozellikleri ve ignenin capia bagl olarak basing, katmanlarin
yiiksekligi, kafanin hareket hizi, dilimleme sekli ve yogunlugu ve islem sirasinda
kafa ve tabla sicakligi gibi parametreler optimize edilmistir. Basilan doku iskelesi

hizl1 bir sekilde UV ile kiirlenmistir.

[ Bilgisayar destekli

tasarim
BIYOBASKI
l YAZILIMI
Baski kafasi yolu
kontrol sistemi
Hareket kontrol Malzeme kontrol
sistemi sistemi

W L 4

[Y-Y-Zyonunde hareket] [ Biyomurekkep baski ]
mekanizmasi — kafasi

[ Malzeme basiminin DONANIMI

BIYOBASKI
kontrolu ]

3B basilmis doku
iskelesi

Sekil 20. Biyobasim isleminin adimlar1 (Li ve ark, 2016)
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5.8.3. 3B Nanokompozit doku iskelelerinin tasarlanmasi

Doku iskeleri G-Code formatinda tasarlanmustir.

Sekil 21. Tasarlanan doku iskeleleri

Resim 1. 3D Biyoyazici Sistemi

5.8.4. 3B Nanokompozit doku iskelelerinin iiretimi

Hazirlanan biyomiirekkep karisimi 5 ml’lik kartus igerisine alinarak 3B yaziciya
yerlestirilmistir. Tasarlanan G-Code temel alinarak yazici tablasi iizerine yerlestirilen
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TMPPSA kapli lameller iizerine basilmasi i¢in igne ucu temel alinarak {i¢ eksenli

merkezleme islemi yapilmistir ve basim islemi gergekletirilmistir. Yazim oda

sicakiginda gergeklestirilmistir.

Sekil 22. Biyomiirekkeplerin kartus ile biyoyaziciya yerlestirilmesi. A, belirlenen
captaki igne kartusa sabitlenir ve biyomiirekkep kartus igerisine alinir. B, Kartus
pnomotik boruya baglanir. C, Kartus yazici lizerindeki yuvaya yerlestirilerek kilit ile

basliga kilitlenir ve basing ayarlanir.

5.8.5. Biyobasim optimizasyonu

Bu kapsamda ekstriide edilebilirlik, malzemeyi belirli bir akis hizinda ekstriide etmek
icin minimum pnomatik basing olarak tanmimlanmistir (Gao et al. 2018). Farkh
hidrojel formiilasyonlarinin akis hizim1 kontrol etmek icin basing, her test i¢in
ekstriizyon filamentlerinin agirhigi esit olana kadar ayarlanmistir. Basim sirasinda
25G kiit igne kullanilmistir. Optimizasyon sirasinda basim hizi (0-50 mm/s), basing
(10-45 psi) ve i¢ yogunlugu (1-100%) optimize edilmistir.
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5.9. Etkin madde icermeyen nanokompozit doku iskelelerinin karakterizasyonu
5.9.1. Hazirlanan biyomiirekkeplerin Reolojik 6zelliklerinin Karakterizasyonu

Hazirlanan biyomiirekkep karigimlarinin reolojik davraniglart 25 mm yarigaph
parallel-plaka geometrisi ile Anton Paar MCR 301 reometre kullanilarak
incelenmistir. Test sirasinda plakalar arasi mesafe 0,3 mm olarak ayarlanmstir.
Frekans siipiirme deneyleri, 0,01-100 Hz frekans ve 0,1-100 rad/s kesme hizi

araliginda gergeklestirilmistir. Testler oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

Biyobasim sirasinda biyomiirekkebin kartusa bagli olan igneden homojen bir akis ile
¢ikmasi gerekmektedir. Bu kapsamda depolama modiilii (G'), kayip modiilii (G”) ve
viskozite (n) hesaplanmistir (Petta ve ark., 2018).

5.9.2. Hazirlanan 3B doku iskelelerinin Fouirer Transform Infrared (FTIR)

spektrumlarinin incelenmesi

Vankomisin igeren ve icermeyen doku iskeleleri hazirlandiktan sonra distile suda 1
saat bekletilmis ve derin dondurucuda -20 °C’de 24 saat boyunca bekletilmistir.
Ardindan 24 saat boyunca liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen 6rneklerin FT-IR
spektrumlar1 4000 cm™ ile 400 cm™ arasindaki dalga boyu araliginda belirlenmistir.

5.9.3. Hazirlanan 3B doku iskelelerinin atomik kuvvet mikroskobu ile yiizey

karakterizasyonu

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), ¢cok yiiksek ¢oziiniirlikli goriintiler elde
edilmesine olanak saglayan taramali kuvvet mikroskobudur (Eaton and West, 2010).
Bu projede hazirlanan ylizeylerin topografik ozellikleri AFM ile dinamik modda
(tapping modu) karakterize edilmistir. Her bir 6rnegin farkli bolgeleri incelenerek

sonuglar degerlendirilmistir.

Bu c¢alismada, Ambient AFM™ (Nanomagnetics Instruments) kullanilmistir ve
goriintiiler PPP-NCLR AFM problar (rezonans frekansi: 190 kHz, kuvvet sabiti: 48

N/m, Nanosensors) kullanilarak elde edilmistir. E-tarayici hizi ise 0.5-3 Hz arasinda
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gorlintiileme  yapilmigtir.  GOriintii ~ verileri, NMI Image Analyzer v1.5

(Nanomagnetics Instruments) yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

Calismada, her oOrnegin en az 3 farkli bolgesi incelenerek sonuglar
degerlendirilmistir. Hidrojel ornekler, distile su ile 3 kez yikanmistir ve oda
sicakliginda kuruduktan sonra goriintiilenmistir. Tiim goriintiler 5 pm x 5 pm

boyutlarinda alinmustir.

Calisma kapsaminda AFM ile yiizey topografileri incelendikten sonra, AFM
topografi goriintiisii verileri kullanilarak Kesit (cross-section) ve yiizey piirizliligi

(surface roughness) analizleri yapilmistir.

5.9.4. Nanokompozit doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Hazairlanan doku iskelelerinin sikistirma mukavemetleri belirlenmistir. Bunun icin
hazirlanan doku iskeleleri 1 saat boyunca distile su igerisinde bekletilmistir.
Sikistirma (compressive) davranislart %80 gerinime (strain) kadar 0,2 mm/dakika
gerinim derecesi ile gergeklestirilmistir. Mekanik Ozellikler sikistirma modiili ve
kopma gerilimi belirlenerek agiklanmistir. Gerilme-gerinim egrilerinin %0-10’luk
boliimiine karsilik gelen lineer bolimiin egimi sikistirma modiilii  olarak

hesaplanmistir (n=4).
5.9.5. Nanokompozit doku iskelelerinin sisme 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Sisme ananlizi i¢in kullanilacak doku iskeleleri, UV capraz baglandiktan sonra fosfat
tamponu (pH 7.4) igerisine yerlestirilerek 379C’de bekletilmistir. Doku iskeleleri 1,
3, 6,9, 12 ve 24 saatlerde PBS igerisinden alinan kurutma kagidi ile temizlenmistir
ve sisme sonrasi agirliklar tekrar tartilmigtir. Calismaya 24 saat devam edilmistir (Ti

ve ark., 2015).
Doku iskelelerinin % sisme miktar1 belirlenirken asagidaki esitlik kullanilmistir:

Wi(e)-Wi(i) _

SM=—50

100
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Esitlikteki %SM, doku iskelelerinin % sisme miktarini, Wt(i), doku iskelelerinin
kuru haldeki agirligini, Wt(e) ise doku iskelelerinin belirli zaman araliklarinda

bulunan agirhigini gostermektedir. Her bir analiz i¢in 3 tekrar yapilmistir (Sowjanya
ve ark., 2013).

5.9.6. Nanokompozit doku iskelelerinin hidrolitik degradasyon ozelliklerinin

degerlendirilmesi

Degredasyon calismasi i¢in hazirlanan doku iskeleleri 1 saat distile su igerisinde
bekletilmis ve derin dondurucuda -20 °C’de 24 saat boyunca bekletilmistir. Ardindan
24 saat liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen doku iskeleleri 10 ml pH 7.4 fosfat
tampon ¢ozeltisi igerisine yerlestirilmis ve 37°°de 100 rpm’de calkaliyicili su
banyosuna yerlestirilmistir. 12 saat sonra ve 1-3-5-7-10-14-21-28 giinlerde ortamdaki
PBS uzaklastirilip doku iskeleleri tekrar 24 saat boyunca liyofilize edilmis ve
tartilmistir. Her tartimdan sonra doku iskeleleri tekrar PBS iceren ortama

yerlestirilmistir.

Degredayon oranlari, doku iskelelerinin belirtilen zaman araliklari sonrasi kalan
kiitleleri iizerinden belirlenmistir. Her bir analiz igin 6 tekrar yapilmistir (Zhang ve

ark., 2017).

Doku iskelelerinin % degredasyon oranlar1 asagidaki esitlik kullanilarak

belirlenmistir:

) ROR
Y%Kalan kiitle= W—(l) x100

Bu esitlikte W(i), doku iskelelerinin kuru haldeki ilk agirligini, Wt ise doku

iskelelerinin belirli zaman araliklarindaki kuru agirligini gosterir.

5.9.7. Nanokompozit doku iskelelerine vankomisin HCI yiikleme etkinliginin

degerlendirilmesi

Vankomisin hidrokloriiriin yiikleme etkinliginin saptanabilmesi i¢in, hazirlanan etkin

madde yiiklenmis doku iskeleleri kiiciik pargalara kesilmis ve erlen igerisine
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alinmistir. Sonrasinda bu erlenlerin iizerine 10 ml distile su ilave edilerek manyetik
karistiricida 1000 rpm’de 37 °C’de 6 saat boyunca karistirtlmistir. Doku iskelelerinin
tamamen degrade oldugunun anlasilmasinin ardindan, numuneler filtre edilmis ve
UV abdorbanslart belirlenmistir. Etkin madde yiikleme etkinliginin belirlenmesinde
kullanilan esitlik asagiga verilmistir:

Doku iskelesinde bulunan Etkin madde miktar:

%FEtki dde yikl tkinligi= 100
/oEtkin madde yukleme etkinligl Teorik olarak eklenen madde miktar: *

5.9.8. Nanokompozit doku iskelelerinden vankomisin HCl salim 6zelliklerinin

degerlendirilmesi

Doku iskelelerinin in vitro salim c¢alismalarinda; hazirlanan doku iskelelerinin
tizerine 5 ml pH 7,4 PBS tamponu ilave edilmistir. Salim ¢alismalar1 ¢alkalayici su
banyosu igerisinde 100 rpm ve 37 °C’de ¢alisilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda
ortamdan salim numuneleri alinarak sink kosulunu saglamak i¢in her seferinde alinan
miktar kadar PBS tamponu ilave edilmistir. Her bir formiilasyon i¢in 3 paralel olacak

sekilde hazirlanarak ¢alisma gergeklestirilmistir.

Doku iskelelerinin ila¢ salim profilleri ve ilag serbestlestirme mekanizmalari, alinan

numunelerin UV spektrofotometre ile analiz edilmesi ile degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Vankomisin Hidrokloriiriin Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Bulgular
6.1.1. Vankomisin hidrokloriiriin erime derecesinin tayinine ait bulgular

Vankomisin hidrokloriiriin erime noktast yontem 5.3.1° de anlatildig1 sekilde tayin

edilmis ve >240°C olarak bulunmustur.
6.1.2. Vankomisin hidrokloriiriin ¢oziiniirliikk tayinine ait bulgular

Vankomisin hidrokloriiriin ¢ozlinilirliigii Yontem 5.3.2'de anlatildig: sekilde tayin
edilmistir ve degaze edilmis pH 7,4 PBS tamponundaki ¢oziiniirliigii 91,412 mg/ml

olarak bulunmustur (n=3). Sonuglar Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Vankomisinin ¢oziiniirlik degerleri

Vankomisin SS RSS (%)
hidrokloriirin ¢oziiniirliigii
(mg/ml)
94,412 2,36 2,531

6.1.3. Vankomisin hidrokloriirin FTIR spektrumunun incelenmesi

Vankomisin hidrokloriiriin infrared spektrumu incelenmesi yontem 5.3.3°te
anlatildigr sekilde gerceklestirilmistir. Sekil 23°te elde edilen infrared spektrumu
verilmistir. Vankomisin hidrokloriir spektrumu, hidroksil gerilmesi 3406 cm™’de, C
= O gerilmesi 1658 cm™¥’de, C = C gerilmesi 1502 cm™’de ve fenolik hidroksil
gruplart 1230 cm™’de karakteristik pikler gdstermistir. Literatiirlerde vankomisin
hidrokloriir i¢in yer alan karakteristik spektrumlar, elde edilen sonuglar ile

uyumludur (Cerchiara ve ark., 2015; Mohamed ve ark., 2017).
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Sekil 23. Vankomisin hidrokloriiriin infrared spektrumu
6.2. Vankomisin Hidrokloriiriin Kantitatif Tayini

6.2.1. Ultraviyole (UV) spektrumu

Vankomisin hidrokloriirin UV spektrumu Yontem 5.4.1°de anlatildigi sekilde
belirlenmistir. Degaze edilmis pH 7,4 PBS c¢ozeltisinde 286,8 nm’de en yiiksek

absorbans gosterdigi saptanmistir (Resim 2).

600 800 1000 nm

& nm: 286.80 A: 0.99125 -

Resim 2. Vankomisin hidrokloriiriin en yiiksek absorbans gosterdigi dalga boyu ve

degaze edilmis pH 7,4 PBS ¢ozeltisinde verdigi UV spektrumu
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6.2.2. UV spektrofotometrik yontem validasyonu

6.2.2.1. Dogrusalhik

Vankomisin hidrokloriiriin UV  spektrofotmetrik tayin ydnteminin dogrusalligi

Yontem 5.4.3.1’de anlatildign  sekilde saptanmustir.  Vankomisinin

¢Ozeltisinin verdigi ortalama absorbans, standart sapma (SS) ve relatif standart sapma

(% RSD) degerleri olgiilmiistiir (Tablo 4). Vankomisin hidrokloriiriin standart

egrisine ait grafik Sekil 24’ te gdsterilmistir.

Tablo 4. Vankomisin hidrokloriiriin standart egrisine ait veriler (n=9)

Konsantrasyon Absorbans SS RSD (%)
(ng/ml)
0,6 0,927867 0,026227 2,826619
0,5 0,769933 0,018753 2,435667
0,4 0,621833 0,012895 2,073756
0,3 0,461183 0,009777 2,120037
0,2 0,309267 0,006107 1,974586
0,1 0,151283 0,002862 1,891854
1.0
y=1,5502X-0,0023
0.87 r’=0,9999
(2]
c
© 0.6 7
2
o
2 0.44
<
0.2 1
0.0 T T T
0.0 0.2 0.4 0.6
Konsantrasyon (mcg/ml)
Sekil 24. Vankomisin hidrokloriiriin standart egri grafigi
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6.2.2.2. Kesinlik
6.2.2.2.A. Tekrar edilebilirlik (giin i¢i kesinlik)

Vankomisin hidrokloriiriin UV spektrofotmetrik tayin yonteminin tekrar edilebilirligi
Yontem 5.4.3.2.A’da anlatildig1 sekilde saptanmistir. Yontem kapsaminda ayni giin
ardisik seyreltme ile 3 paralel hazirlanarak bulunan absorbans degerleri Tablo 5’te

gosterilmistir.

Tablo 5. Vankomisin hidrokloriirin giin i¢i kesinligine ait veriler (n=3)

Konsantrasyon Absorbans SS RSD (%)
(ng/ml)
0,6 0,919 0,018441 2,006666
0,5 0,765667 0,018073 2,360362
0,4 0,617033 0,011675 1,892141
0,3 0,4639 0,007365 1,587677
0,2 0,309533 0,005975 1,930188
0,1 0,1515 0,003336 2,20176

6.2.2.2.B. Tekrar elde edilebilirlik (Giinlerarasi kesinlik)

Vankomisin hidrokloriiriin UV spektrofotmetrik tayin yonteminin tekrar elde
edilebilirligi Yontem 5.4.3.2.B’de anlatildig1 sekilde saptanmistir. Yontem
kapsaminda farkli gilinlerde ardisik seyreltme ile 3 paralel hazirlanarak bulunan

absorbans degerleri Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 6. Vankomisin hidrokloriirin giinler arasi kesinligine ait veriler (n=3)

Konsantrasyon  Absorbans SS RSD (%)
(mg/ml)
0,6 0,9253 0,018429 1,991674
0,5 0,774867 0,007067 0,912086
0,4 0,6226 0,013841 2,223136
0,3 0,466333 0,012111 2,597004
0,2 0,318333 0,004642 1,458244
0,1 0,153933 0,003321 2,157413

5.2.2.3. Dogruluk

Vankomisin hidrokloriiriin UV spektrofotmetrik tayin yonteminin dogrulugu Y ontem
5.4.3.3’te anlatildig1 sekilde saptanmistir. Yontem kapsaminda, diisiik, orta ve
yiiksek konsantrasyondaki c¢ozeltilerin verdigi geri kazanma, standart sapma,

absorbans ve relatif standart sapma degerleri Tablo 7-9’da gdsterilmistir.

Tablo 7. Analitik yontemin dogruluguna ait veriler (yiiksek konsantrasyon)

Konsantrasyon Absorbans  Bulunan Konsantrasyon Geri
(ng/ml) Kazanilan %
0,6 0,9353 0,603071 100,5119
0,6 0,9331 0,601657 100,2761
0,6 0,9162 0,590789 98,46478
0,6 0,9154 0,590274 98,37903
0,6 0,9347 0,602685 100,4476
0,6 0,9423 0,607573 101,2621
Ortalama 0,9295 0,599341 99,89025
SD 0,010109 0,006501 1,083492

RSD (%) 1,087599 1,084682 1,084682
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Tablo 8. Analitik yontemin dogruluguna ait veriler (orta konsantrasyon)

Konsantrasyon  Absorbans Bulunan Geri
(mg/ml) Kazanilan
Konsantrasyon %
0,4 0,6132 0,395938 98,9845
0,4 0,6246 0,403269 100,817
0,4 0,6144 0,39671 99,1775
0,4 0,6292 0,406227 101,556
0,4 0,6071 0,392016 98,0039
0,4 0,6263 0,404363 101,090
Ortalama 0,619133 0,399754 99,9384
SD 0,00801 0,005151 1,28780
RSD (%) 1,293799 1,288596 1,28859

Tablo 9. Analitik yontemin dogruluguna ait veriler (diisiik konsantrasyon)

Konsantrasyon Absorbans Bulunan Geri
(mg/ml) Kazanilan %
Konsantrasyon

0,1 0,1521 0,099419 99,41866

0,1 0,1547 0,101091 101,0906

0,1 0,1513 0,098904 98,90421

0,1 0,1554 0,101541 101,5408

0,1 0,1473 0,096332 96,33193

0,1 0,1498 0,09794 97,9396
Ortalama 0,1517666 0,099204 99,20431
SD 0,0027674 0,00178 1,779678

RSD (%) 1,8235030 1,793952 1,793952
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6.2.2.4. Stabilite

Vankomisin hidrokloriirin UV spektrofotmetrik tayin yonteminin stabilitesi Yontem
5.4.3.4’te anlatildig1 sekilde saptanmistir. Yontem kapsaminda, ¢ozeltilerin verdigi
standart sapma, absorbans ve relatif standart sapma degerleri Tablo 10’da

gosterilmistir.

Tablo 10. Analitik yontemin stabilitesine ait bulgular

ZAMAN Absorbans 1. Absorbans 2. Absorbans 3.
Baslangic 0,9387 0,9156 0,9264
1.Saat 0,9372 0,9158 0,9268
6.Saat 0,9381 0,9143 0,9254
24.saat 0,9369 0,9145 0,9259
1. hafta 0,9402 0,9233 0,9146

6.3. Jelatin Metakrilatin Hazirlanmasi Ve Karakterizasyonu
6.3.1. Jelatin metakrilatin hazirlanmasi

Jelatin metakrilat Yontem 5.5.1’de anlatildigi sekilde basariyla sentezlenmistir.

Hazirlanan jelatin metakrilat galismalarda kullanilana kadar -20 °C’de saklanmustir.

6.3.2. Jelatin metakrilatin Fouirer Transform Infrared (FTIR) spektrumunun

incelenmesi

JeIMA’nin fonksiyonel gruplart ve metakilasyon derecesi FTIR spektrumu ile
dogrulanmigtir (Sadeghi ve Heidari, 2011). Dogrulama i¢in jelatin ve sentezlenen
jelatin metakrilatin FTIR spektrumlart Yontem 5.5.2°de anlatildigr tizere 400-4000

cm’de taranmistir. Elde edilen FTIR spektrum sonuglar1 Sekil 25°te gosterilmistir.

78



Jelatin

SN

Jelatin Metakrilat

T (%)

/! *\1441

1535

1628

T T T
4000 3000 2000 1000

-1
Dalga numarasi (cm )

Sekil 25. Jelatin ve JeIMA’ya ait FTIR spektrumlari

N-H baglarinin vibrasyonunun ve kismen C-N baglarinin bir sonucu olarak goriilen
Amid-I piki 1441 cm™de goriilmiistiir. N-H baglar1 sebebiyle goriilen pik ise Amid-
I olarak bilinir ve 1522 cm™°de goriilmiistiir. C=0 baglarinin vibrasyonunu gosteren
Amid-I11 piki 1628 cm™°de goriilmektedir ve bu pikin yeri ve yogunlugu jelatinin
ikincil yapisinin  bir sonucu olarak olugsmaktadir. O-H ve C-H gerilme
titresimlerinden kaynaklanan pikler sirastyla 3260 cm-1 ve 2915 cm™ bolgelerinde
goriilmektedir. Bulunan bu sonuglarin, daha 6nce gergeklestirilen caligmalarla da
uyumlu oldugu goriilmiistir (Mamaghani ve ark., 2018; Usal ve ark., 2019).
Inceleme sonrasi FTIR sonuglari JeIMA’nin basarili bir sekilde sentezlendigini

gostermektedir.

6.3.4. Jelatin metakrilatin 'H Niikleer Manyetik Rezonans (‘H NMR)

spektrumunun incelenmesi

Sentezlenen JeIMA’ya ait 'H NMR spektrumlari incelendiginde 5,4 ppm ve 5,7
ppm'de piklerin varligi belirlenmistir. Jelatin’e ait spektrum incelendiginde bu
piklerin yer almadig1 anlasilmaktadir. Belirlenen pikler jelatine baglanan metakrilat
gruplarinin alkenil ¢iftli bagindan kaynaklanmistir (Usal ve ark., 2019). Elde edilen

bulgular FTIR sonuglarina uygun olarak JeIMA ’nin sentezledigini gostermistir.
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Sekil 26. 'H NMR spektrumlari. A, Jelatin. B, JeIMA.

6.4. Nanosilikanin FTIR spektrumunun incelenmesi

Nanosilikanin FTIR spektrumu Yontem 5.6°da anlatildigi sekilde incelenmistir. Elde
edilen FTIR spektrumu Sekil 27°de verilmistir. Si-OH, Si-O’daki gerinme ve Si-O-
Si’deki esneme dolayisiyla 960 ve 645 cm™’de iki adet pik goriilmiistiir. Nanosilika
yiizeyindeki hidroksil gruplarinin varligi 3405 cm™’deki pikler ile kanitlamstir.
Incelemede elde edilen bulgular literatiirde nanosilika i¢in tanimlanmis karakteristik
spektrumlar ile uyumludur (Xavier et al. 2015, Sowjanya et al. 2013, Ghadiri et al.
2013).
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Sekil 27. Nanosilikanin FTIR spektrumu
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6.5. HA’nin FTIR spektrumunun incelenmesi

HA icin 3447 cm™'de bir bandmn varligt OH ve NH gerilme bolgesini; 2925 cm-
1'deki bant CH'nin gerilme titresimini belirtmektedir. Yaklasik 1638 cm™deki bant
amid karbonile karsihik gelir ve 1420 cm™deki bant COO-; 1023 cm™'deki
absorpsiyon bandi COH baginin gerilmesini gosterir. COOH'nin germe bolgesi ise
1735 ve 1255 cm-1'de gozlenir (Sekil 28). Elde edilen sonuglar gegmis ¢alismalarla
karsilastirilmis ve sonuglarin olduk¢a benzer oldugu goriilmiistiir ( Oliveira ve ark.,
2017).

T (%)
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Sekil 28. HA FTIR spektrumu

6.6. 3-(Trimetoksisilil)propil metakrilat (TMSPMA) ile kaph cam lamlarin

hazirlanmasina ait bulgular

Yontem 5.8’de anlatildigr sekilde TMSPMA ile kapli cam lamlar hazirlanmistir.
Hazirlanan TMSPMA ile kapli cam lamlar basar ile calismada kullanilmastir.
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6.7. 3B Biyoyazic1 ile nanokompozit doku iskelelerinin hazirlanmasina ait

bulgular
6.7.1. Hidrojel biyomiirekkeplerin hazirlanmasi

Calismanin ilk asamasinda etken madde icermeyen biyomiirekkepler Yontem
5.8.1.°de anlatildig1 sekilde hazilanmistir. Bu kapsamda farkli oranlarda JeIMA, HA

ve nanosilika i¢eren biyomiirekkepler hazirlanmistir.

Hazirlanan %8 jelatin metakrilat iceren formiilasyonlar UVleme asamasinda ¢apraz
baglanma konusunda pek basarili olmadigi gdzlenmistir. Nanosilika oranlarinda ise 0
dan %2 ye olumlu bir artis gozlenirken, %3 ve iizeri formiilasyonlarin basimlarinin
zorlagtigi hatta basilamadigi gozlenmistir. Formiilasyonlarin yazici kartuslarina
aktarilamadan katilagsmasi gibi sorunlar ortaya ¢ikmistir. HA 0°dan %1 oranina kadar
formiilasyonda pozitif etki gosterirken, bu oranlarin iizerinde formiilasyonun

homojenizasyonunu zorlastirmistir.

Bu nedenlerle, %10 JeIMA igeren formiilasyonlar ile ¢alismaya devam etme karari
alinmigtir. Segilen JeIMA konsantrasyonuna nanosilika ve HA oranlarinin etkisini
gozlemleyebilmek i¢in optimal konstantrasyonlar belirlenerek bu konsantrasyonlar

tizerinden ¢aligmalar devam ettirilmistir.
6.7.2. Ekstriizyon destekli biyoyazici ile basim optimizasyonuna ait bulgular

Gelistirilen tiim formiilasyonlar standart bir kare seklinde (1,5 cm x 1,5 cm), farkl i¢
dolgu yiizdeleri ile (%15, %20 ve %25) 1zgara igeren yapilar basilmistir. En az 5 kat
basilabilen yapilar basilabilir olarak degerlendirilmistir. Malzemenin basim sonrasi
stabilitesini degerlendirmek icin 1 cm x 1 cm ebatinda ici bos kare seklinde yapilar
basilmistir. Basim sirasinda belirgin hasarlar olmayan yapular basilabilir olarak
degerlendirilmistir. Belirtilen yapilarin basim parametreleri Tablo 11 ve Tablo 12°de

sunulmustur.
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Tablo 11. Temel basim parametleri

Parametreler

Nozul ¢ap1 21-25G
Basim hizi (mm/s) 5-10 mm/s
Basim basinci (psi) 15-40 psi

Tablo 12. Formiilasyonlara gore basim parametleri

Formiilasyon Basin¢ Basim parametreleri
6J-2NS-1HA 15+1.5 psi
6J-3NS-1HA 1942 psi
6J-2NS-2HA 17.542 psi
6J-3NS-2HA 21+£2 psi
Nozul ¢ap1: 25G

8J-2NS-1HA 17.5+2 psi

. Basim hizi: 10 mm/s
8J-3NS-1HA 2443 psi
10J-INS-1HA 20+2.5 psi Nozul sicakligi: 25 °C
10J-2NS-1HA 25+ 2.5 psi 5

Basim tablasinin sicakligi: 25 °C

10J-3NS-1HA 32.5+ Spsi
12J-INS-1HA 25+ Spsi
12J-2NS-1HA 35+ Spsi
14J-O0NS-1HA 30+ Spsi
14J-INS-1HA 35+ 10 psi
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Farkli polimer oranlarina ait basim sonuglar1 Tablo 13, Tablo 14, Tablo 15, Tablo 16
ve Tablo 17’de sunulmustur.

Tablo 13. %6 JeIMA igeren formiilasyonlarin basim sonuglari

NS orani HA orani
%0 %1 %2
%0
%1
%2
%3

[ Basilamaz ™ Basilabilir

Tablo 14. %8 JeIMA igeren formiilasyonlarin basim sonuglari

NS oram HA oram
%0 %1 %2
%0
%1
%2
%3

[ Basilamaz & Basilabilir
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Tablo 15. %10 JeIMA igeren formiilasyonlarin basim sonuglari

NS orani HA orani

%0 %1 %2

[ Basilamaz [ Basilabilir

Tablo 16. %12 JeIMA igeren formiilasyonlarin basim sonuglari

NS orani HA oram

%0 %1 %2

[ Basilamaz [ Basilabilir
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Tablo 17. %14 JeIMA igeren formiilasyonlarin basim sonuglari

NS oram HA orani
%0 %1 %2
%0
%1
%2
%3
0 Basilamaz ~ E5 Basilabilir

Resim 3. G10-NS1-HA1 kartustan flament akis1 (Basing: 20+2,5 psi; Nozul ¢api:
25G)
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Resim 4. G10-NS1-HAT1 fotograflar1 (Basing: 20+2,5 psi; Nozul ¢ap1: 25G; Tabaka
say1s1:20 kat; I¢ dolgu: %20)

Resim 5. G10-NS1-HAT1 1zgara fotograflar (Basing: 20+2,5 psi; Nozul ¢api: 25G;
Tabaka sayis1:6 kat; I¢ dolgu: %20)
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Resim 6. G10-NS2-HA1 kartustan flament akis1 (Basing: 25+2,5 psi; Nozul ¢api:
25G)

Resim 7. G10-NS2-HA1 fotograflar1 (Basing: 25+2,5 psi; Nozul ¢ap1: 25G; Tabaka
say1s1:70 kat; ¢ dolgu: %0)
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Resim 8. G10-NS2-HA1 1zgara fotograflar1 (Basing: 25+2,5 psi; Nozul gap1: 25G;
Tabaka sayis1:25 kat; i¢ dolgu: %20)

Resim 9. G10-NS3-HA 1 kartustan flament akis1 (Basing: 32,5 + 5 psi; Nozul gapi:
25G)
89



Resim 10. G10-NS3-HA1 fotograflar1 (Basing: 32,5 + 5 psi; Nozul gap1: 25G;
Tabaka say1s1:50 kat; I¢ dolgu: %0)

Resim 11. G10-NS3-HA1 1zgara fotograflar1 (Basing: 32,5 £ 5 psi; Nozul ¢api: 25G;
Tabaka sayis1:15 kat; I¢ dolgu: %20)
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Resim 12. G10-NS3-HA1 denenen farkli tasarimlarin fotograflari

6.7.3. Hazirlanan nanokompozit doku iskelelerinin karakterizasyonuna ait

bulgular

6.7.3.1. Hazirlanan biyomiirekkeplerin reolojik ozelliklerinin

karakterizasyonuna ait bulgular

Optimizasyon caligmalar1 sirasinda, %10 JeIMA igeren formiilasyonlar optimum
basilabilirlik gostermistir. Bu nedenle farkli NS ve HA oranlarinin etkilerini
gostermek icin %10 JeIMA, %0, %1, %2 NS ve %0, %1, %2 HA igeren
formiilasyonlarin reolojik 6zellikleri belirlenmistir. Bu kapsamda donme frekansina

kars1 depolama (G’) ve kayip modiilleri (G’’) belirlenmistir.
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Sekil 29. 10J-ONS-1HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G”)

10J-1INS-1HA
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Sekil 30. 10J-1INS-1HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G”)
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10J-2NS-1HA
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Sekil 31. 10J-2NS-1HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G*”)
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Sekil 32. 10J-3NS-1HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G”)
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10J-2NS-0HA
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Sekil 33. 10J-2NS-O0HA’nin depolama (G’) ve kayip modiilleri (G”)
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Sekil 34. 10J-2NS-2HA’nin depolama (G”) ve kayip modiilleri (G”)

94



10000

L 2R 2

L 2K 4

L 2K 2

*

L 4

1000

L 4

L 4

L 2

Depolama modiili (Pa)

L 2

I
0 25

I
50

I
75

Donme Frekansi (rad/s)

100

10J-ONS-1HA

10J-1INS-1HA

10J-2NS-1HA

bttt

10J-3NS-1HA

Sekil 35. 10JeIMA ve 1HA igeren formiilasyonlarin depolama (G’) modiilleri
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Sekil 36. 10JeIMA ve 2NS igeren formiilasyonlarin depolama (G”) modiilleri
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Sekil 37. 10JeIMA ve 2NS igeren formiilasyonlarin kayma hizi ve viskozite

grafikleri
10°

—+= 10J-ONS-1HA
10° =+ 10J-1NS-1HA

—+— 10J-2NS-1HA
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Sekil 38. 10JeIMA ve 1HA iceren formiilasyonlarin kayma hiz1 ve viskozite
grafikleri
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6.7.3.2. Hazairlanan 3B doku iskelelerinin Fouirer Transform Infrared (FTIR)

spektrumlarinin incelenmesine ait bulgular

Doku iskelelerinin FTIR spektrumlart Yontem 5.9.2.°de belirtilen sekilde
incelenmistir. JeIMA’dan gelen amin ve nanosilikadan gelen Si-OH pikleri
spektrumlarda gdzlemlenmistir. HA icin 1420 cm™'deki bant COO-; 1023 cm™Y'deki
absorpsiyon bandi COH bagmin gerilmeleri goézlemlenmistir. COOH'nin germe
bolgesi ise 1735 ve 1255 cm™'de gozlenir (Sekil 39). Elde edilen sonuglar gegmis
caligmalarla karsilastirilmis ve sonuglarin olduk¢a benzer oldugu gorilmistiir (

Oliveira ve ark., 2017; Xavier ve ark., 2015).

10J-1HA

10J-2NS

10J-2NS-1HA

T (%)

10J-2NS-2HA

T T T
4000 3000 2000 1000

-1
Dalga numarasi (cm )

Sekil 39. Hazirlanan formiilasyonlarin IR spektrumlari

6.7.3.3. Hazirlanan 3B doku iskelelerinin atomik kuvvet mikroskobu ile yiizey

karakterizasyonuna ait bulgular

6.7.3.3.A. Nanosilika icermeyen ornekler (10J-ONS-1HA)

Nanosilika icermeyen Orneklere ait yiizey topografisi ve kesit analizi verileri asagida

sunulmustur.
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Sekil 40. Nanosilika igermeyen 6rneklerin 3 farkli alandan elde edilen AFM goériintiisii. 5 pm x 5 um tarama.
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Sekil 41. Nanosilika icermeyen 0rneklerin kesit analizi verileri. Kesit analizi, 3 farklh
AFM topografi goriintiisii verileri kullanilarak 3 farkli bolgeden elde edilmistir.

6.7.3.3.B. %1 oraninda nanosilika iceren érnekler (10J-1NS-1HA)

%1 oraninda nanosilika iceren Orneklere ait yiizey topografisi ve kesit analizi verileri

asagida sunulmustur.
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Sekil 22. %1 oraninda nanosilika i¢eren 6rneklerin 3 farkli alandan elde edilen AFM goriintiisii. 5 pm x 5 pm tarama.
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Sekil 43. %1 oraninda nanosilika i¢eren orneklerin kesit analizi verileri. Kesit analizi, 3
farkli AFM topografi goriintiisii verileri kullanilarak 3 farkli bolgeden elde edilmistir.

6.7.3.3.C. %2 oraninda nanosilika iceren 6rnekler (10J-2NS-1HA)

%?2 oraninda nanosilika iceren 6rneklere ait yiizey topografisi ve kesit analizi verileri

asagida sunulmustur.
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Sekil 44. %2 oraninda nanosilika i¢eren orneklerin 3 farkli alandan elde edilen AFM goriintiisii. 5 pm x 5 um tarama.

102



Vz (nm)

Vz (nm)

Position (um)

Vz (nm)

Position (um)

Sekil 45. %3 oraninda nanosilika iceren 6rneklerin kesit analizi verileri. Kesit analizi, 3
farklit AFM topografi goriintiisii verileri kullanilarak 3 farkli bolgeden elde edilmistir.

6.7.3.3.D. %3 oraninda nanosilika iceren 6rnekler (10J-3NS-1HA)

%3 oraninda nanosilika iceren drneklere ait yiizey topografisi ve kesit analizi verileri

asagida sunulmustur.
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Sekil 46. %3 oraninda nanosilika i¢eren orneklerin 3 farkli alandan elde edilen AFM goriintiisii. 5 pm x 5 um tarama.
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Sekil 47. %3 oraninda nanosilika igeren Orneklerin Kkesit analizi verileri. Kesit
analizi, 3 farklit AFM topografi goriintiisii verileri kullanilarak 3 farkli bolgeden elde
edilmistir.

6.7.3.3. E. Yiizey Piiriizliiliigii

%0, 1, 2 ve 3 NS igeren (%10 JeIMA ve %1 HA) igeren doku iskelelerine ait yiizey
piirtizliliigii degerleri Tablo 18’de verilmistir.



Tablo 18. Orneklerinin yiizey piiriizliiliigii degerleri

Yiizey piriizliligi (nm)

10J-ONS-1HA 1,48+0,3
10J-INS-1HA 2,18+0,2
10J-2NS-1HA 2,48 +0,3
10J-3NS-1HA 11,78 £2,2

6.7.3.4. Hazirlanan 3B doku iskelelerinin mekanik o6zelliklerinin

degerlendirilmesine ait bulgular

Doku iskelelerinin mekanik ozellikleri Yontem 5.9.4.°te anlatildigi sekilde
incelenmistir. Yontem kapsaminda oncelikle farkli oranlarda JeIMA ile hazirlanan

nanokompozit doku iskelelerinin sikistirma modiilleri hesaplanmistir.
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Sekil 48. %2 NS ve %l HA ile hazirlanan formiilasyonlarin  sikistirma

modiilleri

JeIMA oraninin artmastyla sikistirma modiilleri ylikselmistir. Bu sebeple yiiksek
oranda JeIMA ile hazirlanan formiilasyonlarin kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 49. %10 JeIMA ve %1 HA ile hazirlanan formiilasyonlarin sikigtirma

modiilleri

NS oraninin artmastyla sikistirma modiilleri yiikselmigstir. Fakat %2’nin iizerinde

yazdirma istlinde negatif etkisi gozlendigi i¢in %3 NS altindaki formiilasyonlarin

kullanilmasina karar verilmistir.
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—~ 30
©
o
-
i3
i3 201
©
o
=
[+
€ 101
=
@
x
(/2] 0 -
SN
Q N Vv >
o NS NS NS

Sekil 50. %10 NS ve %2 NS ile hazirlanan formiilasyonlarin sikistirma

modiilleri
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HA oraninin artmasiyla sikistirma modiilleri diismiistiir. %2’nin iizerinde
formiilasyon {izerinde negatif etkisi gozlendigi i¢cin %3 HA altindaki

formiilasyonlarin kullanilmasina karar verilmistir.

6.7.3.5. Hazirlanan 3B  doku iskelelerinin sisme  6zelliklerinin

degerlendirilmesine ait bulgular

Doku iskelelerinin sisme ylizde degisimleri Yontem 5.9.5.°te anlatildig: sekilde
hesaplanmistir. Sekil 51, 52 ve 53” de gdsterilmistir.

%2 NS ve %1 HA

%6 JelMA
%8 JelMA
%10 JelMA
= %12 JelMA

0 T I L] L] L] L] I 1

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Zaman (saat)

Sekil 51. %1 HA, %2 NS ve farkli oranlarda JeIMA formiilasyonlarinin sisme

oranlari
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Sekil 52. %10 JeIMA, %1 HA ve farkli oranlarda NS formiilasyonlarinin sisme

oranlari
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600

500 T

400 A

ol

300 T

% Sigsme

2001 - %0 HA

- %1 HA
100 A

= %2 HA

0 1 I I I I I L] L]

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Zaman (saat)

Sekil 53. %10 JeIMA, %2 NS ve farkli oranlarda HA formiilasyonlarinin sisme

oranlar
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6.7.3.6. Hazirlanan 3B doku iskelelerinin hidrolitik degradasyon 6zelliklerinin

degerlendirilmesine ait bulgular

Hazirlanan doku iskelelerinin hidrolitik degradasyon yiizde degisimleri Bolim

5.9.6.’da anlatildig1 sekilde hesaplanarak Sekil 54,55 ve 56°da gosterilmistir.

2NS-1HA
100
—— %8 JelMA
—— %10 JeIMA
> 757 —— %12 JeIMA
2
has
X
c
K
@®
X
1 1 T 1

9 12 15 18 21 24 27 30

Zaman (giin)

Sekil 54. %1 HA, %2 NS ve farkli oranlarda JeIMA formiilasyonlarinin

degredasyon oranlari

Tablo 19. %1 HA, %2 NS ve farklioranlarda JeIMA formiilasyonlarinin 1., 7., 14.
Ve 28. giin sonlarinda kalan kiitle yiizdeleri

Kalan Kiitle (%)
%8 JeIMA | %10 JelIMA | %12 JeIMA
1. giin 81.15 87.61 93.81
7. giin 26.11 35.16 40.73
14. giin 6.14 9.68 14.94
28. giin 0 0 1.12
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Sekil 55. %10 JeIMA, %l HA ve farkli oranlarda NS formiilasyonlarinin

degredasyon oranlari

Tablo 20. %10 JeIMA, %1 HA ve farkli oranlarda NS formiilasyonlarinin 1., 7., 14.

Ve 28. giin sonlarinda kalan kiitle yiizdeleri

Kalan Kiitle (%)
%0NS | %1INS | %2NS
1. giin 69.678 85.127 87.61
7. giin 13.47 27.341 35.16
14. giin 1.27 6.16 9.68
28. giin 0 0 0
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Sekil 56. %10 JelIMA, %2 NS ve farkli oranlarda HA formiilasyonlarinin

degredasyon oranlar1

Tablo 21. %10 JeIMA, %2 NS ve farkli oranlarda HA formiilasyonlarinin 1., 7., 14.

Ve 28. giin sonlarinda kalan kiitle yiizdeleri

Kalan Kiitle (%)
%0 HA | %1 HA | %2 HA
1. giin 92.716 87.61 79.235
7. giin 39.657 35.16 27.947
14. giin 15.467 9.68 4.614
28. giin 2.16 0 0
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6.7.4. Hazirlanan 3B Doku iskelelerine vankomisin hidrokloriir yiikleme

etkinliginin degerlendirilmesine ait bulgular

Etkin madde yiikkleme etkinligi Yontem 5.9.7.°de anlatildigi  sekilde
gerceklestirilmistir ve sonuglar Tablo 22’de gosterilmistir. Etkin madde yiikleme

etkinliklerinin tiim doku iskeleleri i¢in %95’in {izerinde oldugu gorilmiistiir.

Tablo 22. 3B Doku iskelelerine etkin madde yiikleme etkinlikleri

Formiilasyon Vankomisin SS
miktari
(%)
8J-2NS-1HA 97,265 4,233
10J-ONS-1HA 100,874 3,862
10J-1INS-1HA 96,273 2,947
10J-2NS-0HA 97,691 4,531
10J-2NS-1HA 95,868 4,955
10J-2NS-2HA 98,012 3,877
12J-2NS-1HA 95,166 4,759

6.7.5. Hazirlanan 3B doku iskelelerinden vankomisin hidrokloriir salim

ozelliklerinin degerlendirilmesine ait bulgular

Salim o6zellikleri bolim 5.9.8.'de belirtildigi sekilde calisilmistir. Sonuglar Tablo
23°de ve Sekil 57-62°de gosterilmistir.
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Sekil 57. %2 NS, %1 HA ve farkli oranlarda JeIMA formiilasyonlarinin

kimiilatif salim oranlari

2NS-1HA
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Sekil 58. %2 NS, %1 HA ve farklioranlarda JeIMA formiilasyonlarinin

kiimulatif salim oranlari
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Sekil 59. %10 JelMA, %1 HA ve farklioranlarda NS formiilasyonlarinin

kimiilatif salim oranlari
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Sekil 60. %10 JelMA, %1 HA ve farklioranlarda NS formiilasyonlarinin

kimiilatif salim oranlari
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Sekil 61. %10 JelMA, %2 NS ve farklioranlarda HA formiilasyonlarinin

kimiilatif salim oranlari
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Sekil 62. %10 JeIMA, %2 NS ve farklioranlarda HA formiilasyonlarimin

kimiilatif salim oranlari
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Tablo 23. Formiilasyonlarin salim kinetikleri

Sifirmer | Birinci Korsmeyer- | Higuchi Hixson-
derece derece Peppas Crowell
r2 r2 r2 r2 r2

10J-ONS-1HA | 0,7836 0,9204 0,9948 0,9733 0,8809
10J-INS-1HA | 0,861 0,9308 0,9688 0,9957 0,9099
10J-2NS-0HA | 0,8824 0,9495 0,9497 0,9878 0,9297
10J-2NS-1HA | 0,8613 0,937 0,9739 0,9876 0,9148
10J-2NS-2HA | 0,8183 0,916 0,9848 0,9842 0,8869
8J-2NS-1HA | 0,8009 0,8949 0,9899 0,9786 0,8661
123-2NS-1HA | 0,8872 0,9278 0,9423 0,9811 0,9163
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7. TARTISMA VE SONUC

Kemik steril bir organ sistemidir, ancak bakteriler saglikli kemige dogrudan yayilma,
hematojen yayilma veya birlesik bir enfeksiyon odagindan ulasabilir. Patojenik
bakterilerin saglikli kemige invazyonu, dnemli morbidite ve mortalite ile iligkili olan
osteomiyelite yol agar (Jin ve ark., 2013). Osteomiyelit veya kemik iltihabi, en
yaygin olarak invaziv bakteriyel enfeksiyondan kaynaklanir (Putnam ve ark., 2019).
Osteomiyelitten, aralarinda Staphylococcus aureus'un (S. aureus) ana etken oldugu
cok cesitli bakteri tiirleri izole edilmistir (Jin ve ark., 2013). Kemik, siirekli olarak
osteoblastlar ve osteoklastlar tarafindan doniisiime ugradigindan, istilac1 bakteriyel
patojenler icin benzersiz bir alandir (Birt ve ar., 2017; Berendt ve Byren, 2004; Haas
ve McAndrew, 1996; Lew ve Waldvogel, 2004; Putnam ve ark., 2019). Kemigin
yeniden sekillenmesinin kinetigi, lokal ve sistemik inflamasyona yanit olarak biiyiik
Olciide degisebilir (Birt ve ar., 2017; Berendt ve Byren, 2004; Haas ve McAndrew,
1996; Lew ve Waldvogel, 2004; Putnam ve ark., 2019). Osteomiyelit tedavisi,
antimikrobiyal tedaviyi, ortaya ¢ikan Olii boslugun yonetimi ile debridmani ve
kemigin stabilizasyonunu igerir (Carek ve ark., 2001; Dhanoa ve ark., 2012; Jin ve
ark., 2013). Olii alan yonetiminde altin standart otolog kemik greftlerinin
kullanimidir, ancak cesitli sinirlamalari vardir (Kavanagh ve ark., 2018; Oryan ve
ark., 2014; Roberts ve Rosenbaum, 2012). Sistemik antibiyotik tedavisi standart
stratejinin 6nemli bir parcast olmasina ragmen, lokal enfeksiyon bolgesine zayif
penetrasyon ve zayif kan ulasimi nedeniyle istenen miktarda tedavi saglanamayabilir
(Anagnostakos ve ark., 2009). Ek olarak; yiiksek doz ve uzun siireli sistemik
antibiyotik tedavisi, ciddi yan etkilerle iligkilidir ve uzun siireli antibiyotik kullanima,
ila¢ direncinin artmasini tesvik edebilir (Barrett ve ark., 2014). Lokal antibiyotik
tedavisi, bu dezavantajlar icin en c¢ok aciklanan stratejilerden biridir. Lokal
antibiyotik uygulama sistemleri i¢in pargalanabilen veya parcalanamayan
malzemelerden olusan antibiyotik yiiklii kemik boslugu dolgu maddeleri kullanilarak
serumdaki antibiyotik konsantrasyonunu azaltilabilir ve lokal enfeksiyon bolgesinde
ylksek konsantrasyonda antibiyotik sunulabilir (EI-Husseiny ve ark., 2011; Gauland,
2011; Harle ve Ritzerfeld, 1979; Luo ve ark., 2016). Olii dokularin uzaklastiriimas1
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dolayisiyla ortaya c¢ikan bosluklarin yerine, antibiyotik salimi1 saglayan doku
iskelelerinin  implantasyonu miimkiin olan en 1iyi tedaviyi saglayacaktir

(Anagnostakos ve ark., 2009; Luo ve ark., 2016).

Bu tez kapsaminda, osteomiyelit tedavisi i¢cin 3B biyobasim teknolojisi ile Oli
bosluklarin sekline gore iiretilen ve bu bosluklart doldurarak yeni kemik olusumu
destekleyen ve antibiyotik serbestlesmesini saglayan nanokompozit doku
iskelelerinin hazirlanmasi amaglanmistir. Bu amagla vankomisin i¢ceren 3B JeIMA -
NS-HA nanokompozit doku iskeleleri tasarlanmistir. Bu kapsamda oncelikle JeIMA-
NS-HA biyomiirekkeplerin 3B ekstriiksiyon tipi biyobasim ig¢in optimizasyon
calismalar1 gergeklestirilmistir. Sonraki asamada belirlenen biyomiirekkeplere
vankomisin yliklenerek mekanik, yiizey topografisi, sisme, degredasyon ve ilag

serbestlestirme Ozellikleri incelenmistir.

3B biyobaski, bilgisayar destekli tasarim ile 6nceden belirlenmis yapida hiicre yiikli
biyomalzemelerin (biyomiirekkep) katman katman birikimi ile 3B yapilar olusturmak
icin ortaya ¢ikan gilincel bir yaklasimdir. Bu teknik, doku iskelelerinin mimarisi
tizerinde dogrudan ve kesin kontrol saglar (Ashammakhi ve ark., 2019; Singh ve
ark., 2020). Biyobaski icin ekstriizyon biyobaski, baski modalitesi, c¢esitli
biyomiirekkepler i¢in kullanim1 ve nispeten diisiik maliyeti ile 6ne ¢ikmaktadir (Liu
ve ark., 2017; Mazzocchi ve ark. 2018). Biyobasim siireci ve hiicresel tepki,
biyomiirekkep 6zelliklerine giiclii bir sekilde baglidir. Bu nedenle, hem basarili bir
baski hem de biyolojik ihtiyaglar i¢in uygun biyomiirekkep iceriginin belirlenmesi
biiylik bir 6nem tasimaktadir. Biyomiirekkep kesintisiz olarak yazdirilabilir ve hizl
bir sekilde c¢apraz baglanabilir olmalidir. Burada o6zellikle biyomiirekkep

optimizasyonu anahtar parametreyi olusturmaktadir.

JeIMA, maliyet etkinligi, sentezlenme ve foto ¢apraz baglama kolayligi, ayrica hiicre
tutunmast ve c¢ogalmasina izin veren biiyilkk biyouyumlulugu nedeniyle
biyofabrikasyon i¢in yaygin olarak kullanilan dogal bir hidrojel olmasi nedeniyle

tercih edilmistir (Yue ve ark., 2015; Wang ve ark., 2017).

Nanosilika partikiilleri anizotropik yapisi ile sulu ortamda dinamik olarak kendinden

olusan kayma ile incelen sistemler olusturabilirler (Vazao ve ark,. 2014; Ghadiri ve
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ark., 2013; Liu ve Bhatia 2015). Kayma incelme davranisi biyobasim sirasinda
olusan basing¢ ile malzemenin incelerek basimi ve basim sonrasi malzemenin
kalinlasarak seklini koruyabilmesi i¢in biiyiik bir 6nem tasimaktadir (Eivazzadeh-
Keihan ve ark., 2020). Ayrica, nanosilikalarin kok hiicrelerin osteojenik
farklilagsmalarini uyardigi bilinmektedir (Alargin ve ark., 2018; Gaharwar ve ark.,
2013). Dolayisiyla, tez kapsaminda nanosilika kayma ile incelme 6zelligi ile basimi
kolaylastirmasi, negatif yiikii nedeniyle pozitif yiikli JeIMA ile elektrostatik
etkilesim olusturarak fiziksel ¢apraz baglanma saglamasi, malzemenin mekanik,
degredasyon ve ilag serbestlestirme 6zelliklerini desteklemesi ve kemik olusumunu

indiiklemesi nedeniyle tercih edilmistir.

Tez calismasi kapsaminda secilen hyaluronik asit, dermisin bag dokusunda ve
viicudun diger kisimlarinda bulunur, hiicredis1 matrisin viskoelastisitesini koruyarak
hiicresel yapiy1 destekler. HA farkli calismalarda hiicre canliligini, tutunmasini,
cogalmasin1 ve yerlesimini, osteojenik farklilasmayi, vaskiilarizasyonu, konak
entegrasyonunu ve yilk tasimayi gelistirmek i¢in aragtirilmigtir, bu da hyaluronik
asidin kemik rejenerasyonundaki dnemli roliinii ortaya koymaktadir (Martinez-Sanz
ve ark., 2011; Silva ve ark., 2018; Tokatlian ve ark., 2012; Juhasz ve Marmur, 2015;
Amini ve ark., 2012). HA, yaralanma bdlgelerinde doku iskelesi implantasyonu igin
iki faydali 6zellik olan anti-adhezif ve antimikrobiyal oldugu bildirilmistir. Hidrofilik
dogal bir polimer olarak, birgok yaygin ortopedik patojen iizerindeki antimikrobiyal
etkileri ¢esitli calismalarda kanitlanmistir (Romano ve ark., 2017; Ardizzoni ve ark.,
2011; Carlson ve ark., 2004; Drago ve ark., 2014). Sonug olarak, HA hiicresel
ozelliklerinin gii¢lii olmasi, kemigin dogal bileseni olmasi nedeniyle osteojenik

farklilasmay1 uyarmasi ve antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay:1 tercih edilmistir.

Genis spektrumlu bir glikopeptid antibiyotik olan vankomisin (VCM), ozellikle
metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) bakterisi ile enfekte hastalarda
osteomiyelit tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Renno ve ark., 2013).
Vankomisin, metisiline direngli S. aureus dahil olmak {izere gram-pozitif
diplokoksiorganizmalara karst bilinen etkinligi ve klinik alanda kemik

enfeksiyonunun tedavisinde kanitlanmig etkinligi (Adams ve ark., 2009) nedeniyle
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tercih edilmistir. Ayrica tedavide IV olarak uzun siireli uygulanmasi ve sistemik yan

etkilerin gdzlenmesi gibi nedenlerin bu ¢aligma ile giderilmesinin amaglanmaigtir.

Calismanin ilk asamasinda, secilen etken maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin
belirlenebilmesi icin c¢alismalar gerceklestirilmistir. Bu kapsamda 6ncelikle
vankomisin hidrokloriiriin erime derecesi tayini ve FTIR analizi yapilmistir (Tablo 3,
sekil 23).

Vankomisin  hidrokloriiriin ~ fizikokimyasal —6zelliklerinin  tespitinden  sonra,
¢ozinlrlik, miktar tayini ve in vitro salim g¢alismalarinda kullanilmak tizere UV
spektrofotometrik  analitik yontem gelistirilmistir. Bu kapsamda 6ncelikle
vankomisin hidrokloriiriin degaze edilmis PBS (pH 7,4) igerisinde ¢ozeltisi
hazirlanmistir ve en yiliksek absorbansi 286,8 nm’de verdigi goriilmiistiir ve bu
degerin literatiirle de uyumlulugu belirlenmistir (Resim 2). Analiz y6nteminin
giivenilirliginin  kanitlanabilmesi i¢in ise UV  spektrofotometrik  yontemin
validasyonu yapilmistir. Bu dogrultuda yontemin dogrusalligi, kesinligi, dogrulugu

ve stabilitesi arastirilmustir.

UV spektrofotometrik yontem validasyonu uygulamasi ile dogrusallik ¢aligmalar1 0,6
mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml, olmak tizere 6 farkli
konsantrasyonda gergeklestirilmistir. Sonucta hazirlanan kalibrasyon egrisinin
determinasyon katsayist (R?) 0,9999 olarak belirlenmesi yonetmin dogrusalligini

teyit etmemizi saglamistir (Sekil 24).

UV spektrofotometrik yontemin kesinligini kanitlamak i¢in tekrar edilebilirlik (giin
ici kesinlik) ve tekrar elde edilebilirlik (giinler arasi kesinlik) calismalar
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalar kapsaminda, RSD degerlerinin en fazla yaklasik
2,59 oldugu belirlenmistir. Bu sonucglar neticesinde yontemin kesinligi de

ispatlanmistir (Tablo 5,6).

UV spektrofotometrik yontemin dogrulugu 0,6 mg/ml (yiiksek), 0,4 mg/ml (orta) ve
0,1 mg/ml (diisiik) olmak {izere ii¢ farkli konsantrasyonda incelenmistir.
Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda bulunan relatif standart sapmanin en yiiksek

degerinin yaklasik 1,79 olmasiyla geri kazanilan yiizdenin istenilen sinirlar iginde
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oldugu belirlenmis ve yontemin dogrulugu bu dogrultuda kanitlanmistir (Tablo

7,8,9).

UV spektrofotometrik yontemin stabilitesi, hazirlanan doku iskelelerinden olan salim
profilleri goz oOniine alinarak 37°C’de 7 giin boyunca incelenmistir. Bulunan
sonuglarda vankomisin hidrokloriiriin 0,6 mg/ml (yiiksek), 0,4 mg/ml (orta) ve 0,1
mg/ml (diistik) olmak {izere ii¢ farkli konsantrasyondaki test ¢ozeltilerinin 37°C’de 7

giin boyunca stabil oldugu gézlenmistir (Tablo 10).

Tiim UV spektrofotometrik yontemin validasyon caligsmalari ile olusturulan analiz
yontemine ait sonuglarin ICH kriterlerine uygun oldugu goézlenmistir. Bu dogrultuda
analiz yonteminin sonraki ¢oziiniirliik, miktar tayini ve in-vitro salim ¢aligmalarinda

kullanilabilecegi anlagilmistir.

Vankomisin hidrokloriiriin ¢6ziiniirliigii ¢alismalarinda pH 7,4 PBS kullanilacag:
igin, ¢ozinirlik c¢alismalart i¢in pH 7,4 PBS kullanilmistir. Vankomisin
hidrokloriirin bu ortamda ¢Oziiniirlik degeri 94,412+2,531 mg/ml olarak
bulunmustur. Bu degerin vankomisin hidrokloriiriin {ireticiden alinan analiz

sertifikasi ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

Formiilasyon Oncesinde, ¢alisma kapsaminda kullanilacak JeIMA sentezlenmesi
basamagi gerceklesmistir. Sentezlenen JeIMA’nin fonksiyonel gruplart FTIR ile
belirlenmisir. JeIMA, jelatinin metakrilat ile fonksiyonellestirilmesi olusan bir
proteindir. Bu nedenle proteine 0zgli tekrarlayan amid pikleri spektrumda
goriilmektedir. JeIMA’da yer alan farkli amid pikleri peptit baglarinin farkli
vibrasyonel durumlarint gostermektedir. Bulunan bu sonuglarin, daha &nce
gerceklestirilen ¢alismalarla da uyumlu oldugu goriilmiistiir (Mamaghani, 2018; Usal
ve ark., 2019). Inceleme sonrasi FTIR sonuglar1 JeIMA’nin basarili bir sekilde
sentezlendigini gostermektedir (Sekil 25).

Ayn1 zamanda Jelatin metakrilatin olusumunu gézlemlemek adina jelatin ve jelatin
metaktilatin 1H Niikleer Manyetik Rezonans (1H NMR) spektrumunun incelenmesi
de gerceklestirilmistir. Jelatinin spekturumunda goriilmeyen metakrilat gruplarinin

alkenil ¢iftli baglarinin pikleri JeIMA ya ait spektrumda (Sekil 26) gézlenmistir (Usal
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ve ark., 2019). Elde edilen bulgular FTIR sonuglarina uygun olarak JeIMA’nin

sentezledigini gostermistir.

Formiilasyonun diger bilesenleri olan nanosilika ve HA icin FTIR c¢alismalari
gerceklestirilmistir (Sekil 27,28). Bu calismalar kapsaminda Nanosilika ve HA i¢in
literatiirlerde tanimlanmis karakteristik spektrumlar ile uyumlu olduklarim
gostermistir (Xavier ve ark., 2015; Sowjanya ve ark., 2013; Ghadiri ve ark., 2013,
Oliveira ve ark., 2017).

Formiilasyon ¢alismalarina baslamadan oOnce 3-(Trimetoksisilil)Propil Metakrilat
(TMSPMA) ile kapli cam lamlar hazirlanmistir. Bu asamada cam lamlarin yiizeyi,
TMSPMA ile muamele edilerek yilizeyde serbest metakrilat gruplar1 olusturulmus ve
JeIMA’nin tutunmasi i¢in yiizeyler elde edilmistir. Biyobaskilama islemi TMSPMA

kapli cam lamlarin tizerinde gergeklestirilmistir.

Formiilasyon ¢aligmalarinin ilk asamasinda 6ncelikle etken madde igermeyen JeIMA,
nanosilika ve HA doku iskeleleri hazirlanmistir. Bu yontem igin literatiir ve patent
taramalarinin sonucunda tespit edilen genel polimer ve yardimct madde oranlarindan
yola ¢ikarak pek cok oran ile iiretim yapilmis ve 3B biyoyazici ile basilabilir,
optimum mekanik dayaniklilik ve salim Ozelliklerini saglayan formiilasyonlar

arastirma boyunca analiz edilip degerlendirilmistir.

Dogruluk ve kayma gerilimi arasindaki yazdirma parametrelerini optimize etmek,
degiskenler arasindaki iliskilerin anlasilmasini gerektirmektedir. Baski dogrulugu,
basili ¢izgilerinin geometrisinin dogrudan bir sonucudur ve deneysel olarak elde
edilir. Bununla birlikte kayma gerilimi iligkileri, hidrojelin, ince bir basliktan
ekstriide edilmesinin akiskan mekanigi ile iligkilidir ve baski iglemi sirasinda diisiik
kayma gerilimine sahip olmak istenen bir sonugtur (Murphy S.V., ve Atala A,
2014).

Akigskanlar mekaniginden, diiz bir silindirden akan bir akigkandaki kayma
gerilmesinin basinca bagli oldugunu bilmekteyiz. Bu nedenle basingtaki bir artis,
kayma gerilmesinde artisa neden olur. Ote yandan, bashik ¢apindaki bir artis hiz
gradyanin1 azaltir ve dolayisiyla kayma stresini azaltir. Bu iliskiler, Tablo 1'de
sunulmustur (Webb B., ve Doyle B. J. 2017).
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Tablo 1. Baski iizerinde baski parametrelerinin yaklasik etkisi

Dogruluk Kesme Gerilmesi
(%) (kPa)
Yazdirma hizim Artirir -
arttirma
Basinci arttirma Azaltir Artirir
Noziil capim Azaltir Azaltir
arttirma

Ekstriizyon destekli biyoyazici ile basim optimizasyonu calismalari sirasinda ilk
olarak basim parametreleri optimize edilmistir. Bu esnada optimal basim
parametreleri 25G nozul ¢ap1, 10 mm/s basim hizi ve 25 °C sicaklik (basim kafasi ve
basim tablasinin sicakligl) olarak belirlenmistir. Bu parametreler dogrultusunda
basilan formiilasyonlarin farkli basing degerleri ise kayda alinmistir (Tablo 14). En
az 5 kat 1zgara yapisinda basilabilen biyomiirekkepler basilabilir olarak
degerlendirilmistir. ~ Basilabilirlik  ¢aligmalari  kapsaminda  farkli  JeIMA
konsantrasyonlari, nanosilika ve HA oranlarmin etkisini gozlemleyebilmek igin
optimal konstantrasyonlar belirlenerek bu konsantrasyonlar lizerinden ¢alismalar

devam ettirilmistir (Tablo 12).

Basilabilirlik ¢alismalar1 kapsaminda oncelikle farkli JeIMA konsantrasyonu igeren
formiilasyonlarin basilabilirligi degerlendirilmistir. Bu kapsamda %6 JeIMA iceren
formiilasyonlar sadece %3 NS ve %I1-2 HA igermesi durumunda 5 kat 1zgara
yapisinda basilabilmistir. Ancak daha yiiksek katlarda yapinin agirligi nedeniyle
¢okme yapmistir. Diger konsantrasyonlar ise 2 kat basim sonrasi1 yapisal biitliinligiinti
kaybetmistir. Artan JelMA konsantrasyonlar1 daha saglam bir yap1 ile
sonuclanmistir. Ornegin %8 JeIMA igeren yapilar incelendiginde, %1 NS ve % 2 HA
iceren yapilarin 5 kat 1zgara yapisinda basilabildigi belirlenmistir. Ancak %8JelMA
igeren formiilasyon % NS icermesi durmunda %]1’in iizerinde HA igerdigi durumda

yiiksek viskozite nedeniyle ignede tikanikliga neden olmus ve basilamamistir (Tablo
13,14).

%10 JeIMA iceren formiilasyon ise en genis biyofabrikasyon penceresini

olusturmustur. Bu JeIMA konsantrasyonunda, %2 HA igermesi durumunda NS
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icermeyen formiilasyonlar bile basilabilmistir. Ancak, %3 NS ve % 2 HA igeren
formiilasyon yiiksek viskozite nedeniyle ignenin tikanmasi nedeniyle basilamamistir

(Tablo 15).

%12 JeIMA iceren formiilasyon ise %Il NS igcermesi durumunda tiim HA
konsantrasyonlar1 i¢in basilabilmistir. Ancak %3 NS iceren formiilasyonlar yiiksek
viskozite nedeniyle ignenin tikanmasina sebep olmus ve basilamamaistir. %14 JeIMA
iceren formiilasyonlar ise %2 ve %3 NS icermesi durumunda basilamamistir. %1 NS

igeren formiilasyon ise %0 ve %2 HA konsantrasyonunda basilabilmistir (Tablo 16).

Sonu¢ olarak farkli JeIMA konsantrasyonlarinin basilabilirlik ¢aligsmalari
degerlendirildiginde, JeIMA konsantrasyonunun yiikselmesi ile termal jellesmenin
cok daha gicli ve hizli gerceklesmesi nedeniyle basimin kolaylastig
anlagilmaktadir. Ancak konsantrasyonun yiikselmesi ile (6zellikle %12 ve %14°¢
cikmast ile) viskozitedeki artis basim sirasinda ignede tikanikliklara neden olmustur.
Bu kapsamda termal jelasyon baski sirasinda ekstriide edilen filamenti stabilize
etmektedir. Bu nedenle yetersiz jellesme yapilarin "erimesine" neden olurken, ¢ok
fazla jellesme katmanlar arasi yapismayi azaltmkata veya tikanmaya neden

olmaktadir.

Farkli JeIMA konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi sonucunda biyofabrikasyon
penceresinin daha genis oldugu ve daha stabil ve muntazam yapilar olusturan %10
JeIMA konsantrasyonu optimum konsantrasyon olarak se¢ilmistir. Bu kapsamda
%10 JeIMA igeren yapilarin basimi farkli NS konsantrayonlar: igin
degerlendirilmistir. NS kayma ile incelen davranis gostermesi nedeniyle ozellikle
enjektabl hidrojellerin hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bu c¢alisma
kapsaminda da NS’ nin kayma ile incelme davranisi, ekstriizyon sirasinda incelerek
diizgiin olarak basimini saglamis, ekstriizyon sonrasi basincin ortadan kalkmasi ile
ise hizla kalinlasarak yapisal biitiinligli giiglendirmesini saglamistir. Bu kapsamda
%10 JeIMA ve %l HA iceren formiilasyonlar incelendiginde NS igermeyen
formiilasyonlar her ne kadar basilabilse de basim sonrasi yapi biitiinligiini
koruyamamigtir. Bu formiilasyona %1 NS ilavesi daha diizgiin bir yap1 saglamis ve 5
kat muntazam bir 1zgara basimi saglanabilmistir. Ancak ici bos yliksek yapilarin
basiminda belirli bir yiikseklik sonrasi yapinin kendi agirligin1 tasiyamamasi
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nedeniyle ¢okmeler olmustur. %2 NS ilavesi ise olduk¢a muntazam ve stabil bir
yapinin basimi ile sonu¢lanmistir. Ayrica i¢i bos kare yapisinin basiminda oldukga
yiiksek katmanlara kadar basim saglanabilmistir. %3 NS ilavesi ise daha piiriizlii bir
yapiyla sonuglanmis ve goreceli olarak daha yiliksek basinglarda basilabilmistir.
Ayrica %3 NS igeren formiilasyon %2 HA igermesi durumunda basilamamistir

(Resim 3-11).

Basilabilirlik ¢alismalarinda %0, 1 ve 2 HA konsantrasyonlar1 ¢alisilmistir. HA
konsantrasyonunun basilabilirligi olumlu etkiledigi anlasiimaktadir. Ornegin %10
JeIMA igeren formiilasyona %0 ve %1 HA igermesi durumunda basilamazken %2
HA ilavesi ile muntazam bir sekilde basilabilmistir. Benzer olarak %10 JeIMA ve
%1 NS igeren formiilasyon %0 HA i¢ermesi durumunda basilamazken %1 veya %2

HA igermesi durumunda basilabilmistir.

Sonug olarak optimizasyon g¢alismalart sirasinda %10 JeIMA, %2 NS ve %1 HA
iceren formiilasyon optimum basilabilirlik saglamigtir. Ancak farkli JelMA,
nanosilika ve HA oranlarmin etkisini gbzlemleyebilmek i¢in optimal
konstantrasyonlar belirlenerek bu konsantrasyonlar {izerinden c¢aligmalar devam

ettirilmistir.

Biyomiirekkeplerin basim o6zelliklerinin degerlendirilmesi i¢in biyomiirekkeplerin
reolojik  Ozellikler1 bliyllk bir oOnem tagimaktadir. Calisma kapsaminda
biyomalzemelerin kayma hizina bagl viskozitesini ve depolama modiiliinii (G') ve
kayip modiiliinii (G") karakterize etmek i¢in reoloji dl¢timleri yapilmistir (Sekil 29-
36).

Biyomalzemelerin akis davranmisi, viskozite ve kayma hizi arasindaki iliski ile
aciklanabilmektedir. Gelistirilen malzemelerin yliksek viskoziteli olmasi biyobasim
sonrast yapisal stabiliteyi korumak i¢in 6nem tagimaktadir. Ancak viskozitenin basim
sirasinda ekstriiksiyonun saglanabilmesi i¢in ise diisiik viskozite saglanmalidir.
Ayrica, ekstriizyon sirasinda uygulanan kayma kuvvetleri hiicresel canliligi
azaltabilir. Bu nedenle, biyobasim i¢in tiksotropik malzemelerin kullanim1 6nemli bir

yaklasimdir. Bu kapsamda tasarlanan tiim formiilasyonlarin kayma ile incelme
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ozelligi gosterdikleri ve bu nedenle ekstriiksiyon ile biyobasima uygun olduklar

belirlenmistir (Sekil 37,38).

Malzemelerin tiksotropik ozelliklerinin teyit edilmesinden sonra, malzemenin LVE
bolgesinin altinda olan %1 kesme gerilmesinde ve 0.01-100 Hz arasinda frekans
taramas1 gerceklestirilmistir. Donme frekansina karst depolama modiili (G') ve
kayip modiilii (G") belirlenmistir. G' ve G" parametrelri ekstriide edilebilirlik ve
baski sonrasi sekil dogrulugu ile iliskilendirilmektedir. G', biyomiirekkebin elastik
davraniginin, G" ise bioink bilesiminin viskoz fraksiyonunun veya dagilan enerjisinin
bir gostergesidir. Basarili bir basimda, biyomiirekkep, yapisal biitlinliige sahip
diizenli filamentlerin olusumu i¢in elastik, ekstriizyon sirasinda igneden akis i¢in ise

viskoz bir yapiya sahip olmalidir (Deo ve ark., 2020).

Biyomiirekkeplerin frekans taramasi, sirasinda %0, 1, 2 ve 3 NS oram i¢in (%10
JeIMA ve %1 HA) G' degerleri 423,923, 844,654, 2090 ve 2906,923 Pa olarak
belirlenmistir. Depolama modiiliiniin NS oranina bagli olarak anlamli olarak
yiikseldigi belirlenmistir. %0, 1 ve 2 HA orani i¢in (%10 JeIMA ve %2 NS) G'
degerleri 1073, 2090 ve 2214,615 Pa olarak belirlenmistir. Hidrojellerin G™>G"
ozelligi gostermesi ekstriide edilebilmeleri ve yiliksek hiicre canliligi i¢in 6nem
tasidig bilinmektedir (Aguado ve ark., 2012). Bu kapsamda, frekans taramas1 sonucu
elde edilen sonuglar, tiim frekanslarda G' degerlerinin G” degerinden daha ytiksek

oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar basarili bir basim i¢in umut vadetmektedir.

Formiilasyonlarda nanosilika varliginin yiizey topografisinin nasil degistigini
degerlendirmek amaciyla nanosilika igcermeyen ve farkli konsantrasyonlarda

nanosilika i¢eren ornekler hazirlanmistir.

JeIMA ve HA’dan olusan ve nanosilika igermeyen orneklerin (10J-ONS-1HA) ylizey
ozellikleri incelendiginde, 6rnek ylizeyinin olduk¢a diiz oldugu saptanmistir. Bunun
nedeninin pozitif yiikli JeIMA ile negatif ylikli HA’nin elektrostatik etkilesimi
oldugu disiiniilmektedir (Yasayan, 2020). Literatiirde, kompleks olusumu ile yapilan
caligmalarda diiz ve piiriizsiiz ylizeyler gii¢lii bir etkilesimle kompleks olusumunun

gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Maciel ve ark., 2015).
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Nanosilika iceren yiizeyler karsilastirildiginda, farkli oranlarda nanosilika
eklenmesinden sonra, yiizeylerin genel olarak benzer topografik ozelliklere sahip
oldugu gozlenmistir. Nanosilika ilavesi sonrasi tiim ylizeyde nanometre boyutlarinda
yerel ¢ikintilarin olustugu gozlenmektedir. Nanosilika oran1 artmasina paralel olarak
ylizeyde bu nano-c¢ikintilara ilave olarak dalgalanmalar da gériinmeye baslanmistir.
Bu dalgalanma, %2 ve %3 oraninda NS iceren formiilasyonda goriilmiistiir. Bu
spesifik topografi %3 NS iceren ornekte oldukca belirgindir; hem topografi hem de
kesit analizleri bunu gostermektedir. Artan nanosilika oran1 ile yiizey
topografisindeki bu degisimler, literatiir ile uyumlu bulunmustur (Gojzewski ve ark.,
2017; Akhayere ve ark., 2019; Amiri ve ark., 2012).

AFM goriintiilerinden hareketle Olgiilen yilizey piriizlilik degerleri, nanosilika
icermeyen ylizeyler i¢in 1,48 nm, %1 NS yiizeyler i¢in 2,18 nm, %2 NS yiizeyler
icin 2,48 nm, %3 NS yiizeyler i¢in 11,78 nm olarak hesaplanmistir (Tablo 18). %1 ve
%?2 oraninda nanosilika ilavesinden sonra yiizey piriizliliigi bir miktar artmistir;
ylizey pirizliliigiiniin ¢ok artmamasinin nedeni olarak pozitif yiikli GelMA ile
negatif yiiklii NS nin elektrostatik etkilesimi oldugu diisiiniilmektedir. Orneklerin
diisiik ptiriizliiliik degerlerine sahip olmasi, 6rneklerin yiiksek oranda komplekslesme

gosterdigi olarak yorumlanmustir (Sekil 40-47).

%3 oraninda NS igeren formiilasyonlarda, ylizey piiriizliiliigii yiliksek miktarda
arttog1 saptanmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda nanosilika ile JeIMA’nin
etkilesimlerinin degistigi diisliniilmektedir; literatiirde akrikat tiirevi polimerler ile
nanosilikanin polimerizasyon biiziismesine (polymerisation shrinkage) neden oldugu
belirtilmistir (Gojzewski ve ark., 2017). Calisilan formiilasyonda da konsantrasyona

bagl olarak meydana gelebilecek etkilesimler ileri calismalarla aragtirilmalidir.

Bir doku iskelesinde hiicrelerin maruz kaldigi mekanik kuvvetlerin, iskele yapisinin
mekanik davranisindan ve hiicreler i¢in sagladigi mikro stres ortamindan etkilenmesi
muhtemeldir. Bu nedenle, kemik hasarlarinda kullanilacak doku iskelelerin hiicrelere
dogru fiziksel uyaranlar1 saglamak igin yeterli mekanik ozelliklere sahip olacak
sekilde tasarlanmasi ¢ok biiyilik bir 6nem tagimaktadir. Hazirlanan doku iskeleleri in
vivo kosullarda olusabilecek yiike dayanikli olmalidir. Ayrica mekanik ozellikler
hiicrelerin doku iskeleleri iizerine tutunmalari, proliferasyonlar1 ve farklilagmalari
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icin de olduk¢a Onemlidir. Bu agidan bakildiginda, malzeme seklini korumali ve
karsilasabilecegi yiiklere dayanacak kadar mekanik olarak saglam olmalidir.
Alternatif olarak, iskele hiicre sizmasina ve gogiine izin vermelidir (Agrawal ve Ray,

2001; Gaharwar ve ark., 2014; Sargeant ve ark., 2012).

Sonug olarak, tasarlanan malzemelerin fiziksel dogasini1 tam olarak karakterize etmek
ve anlamak c¢ok degerlidir. Bu doku iskelelerini karakterize etmek igin,
hazirlanmasina takiben tiim formiilasyonlarin mekanik o&zellikleri incelenmistir.
Mekanik 6zelliklerin degerlendirilmesi i¢in doku iskelelerine ait sikistirma modiilleri
hesaplanarak inceleme yapilmistir. Sikistirma modiilii mekanik dayaniklilik ile dogru

orantilidir (Sargeant ve ark., 2012).

Sikistirma modiilii  degerlendirmeleri sonucunda doku iskelelerinin mekanik
ozelliklerinin JelMA, nanosilika orant ve HA oranma bagli olarak degistigi
belirlenmistir. Bu kapsamda JeIMA oranmin mekanik oOzelliklere etkisini
degerlendirmek i¢in NS oran1 %2, HA orani ise %1 olarak sabit tutulmus ve %6, 8,
10, 12 ve 14 JeIMA konsantrasyonlarinin sikistirma modiilleri belirlenmistir (Sekil
48-50). Sikistirma modilleri %6, 8, 10, 12 ve 14 JeIMA igin 9,495+2,978,
18,624+2,365, 21,526+5,149, 23,328+4,658 ve 24,93945,128 kPA olarak
belirlenmistir. U kapsamda %6 JeIMA igeren formiilasyonlarin mekanik
dayanikliliklarinin diisiik oldugu belirlenmistir. Ancak, JeIMA konsantrasyonunun
artmasi ile mekanik dayaniklilik kademeli olarak artmistir. Bu artis JeIMA oraniin

artmasi ile kovalent ag yapisinin giiglenmesine baglanmaistir.

Farkli NS oranlarinin mekanik 6zelliklere etkisini degerlendirmek i¢in JeIMA oram
%10, HA oram1 ise %I olarak sabit tutulmus ve %0, 1, 2 ve 3 NS
konsantrasyonlarinin sikistirma modiilleri belirlenmistir. %0, 1, 2 ve 3 NS igin
sikistirma modiilleri sirastyla 6,416£1,759, 16,526+5,149, 21,526+5,149, 28,236+
5,637 kPA olarak belirlenmistir. NS oraninin artmasi ile negatif yiiklii NS ve pozitif
yuklii jelatin arasindaki elektrostatik etkilesimin giiclenmesi ile sikistirma modiilii
artis gostermistir. Silika ile modifiye edilmis matrislerde mekanik mukavemet ve
strese kars1 direng artar, polimer iplikler ve lifler daha esnektir ve gerilime karsi
gelistirilmis bir direng goriiliir. Mekanik basing dogrudan silikalar araciligiyla iletilir
ve bu nedenle tim iskele boyunca daha iyi dagitilir. Silikalar, inorganik
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malzemelerin gelistirilmis dagilimi nedeniyle matrislerin sertligini ve giicilinii
artirabilir ve hibrit yapilarda daha iyi bir organik-inorganik ara yiiz elde edilir (Tang
ve ark., 2014; Ding ve ark., 2015; Tang ve ark., 2017).

Farkli HA oranlarinin mekanik 6zelliklere etkisini degerlendirmek i¢in JeIMA orani
%10, NS oran1 ise %2 olarak sabit tutulmus ve %0, 1, 2 ve 3 HA
konsantrasyonlarinin sikistirma modiilleri belirlenmistir. %0, 1, 2 ve 3 i¢in sikistirma
modiilleri sirasiyla 26,427+4,264, 21,526+5,149, 21,287+4,421, 15,156+ 2,475 kPA
olarak belirlenmistir. Artan HA orani sikistirma modiiliinii diistirmiistiir. Bu da 6n
basim asamalarinda %2 ve iizeri HA oraninin homojeniteyi bozmasi bulgusu ile

uyumludur.

Cogu viicut dokusunun yiiksek su icerigi goz Oniine alindiginda, hidrofiliklikleri
hidrojelleri doku miihendisligi uygulamalari i¢in dogal bir se¢im haline getirir. Ek
olarak, hidrojeller degisen seviyelerde gozeneklilik yoluyla besinlerin ve oksijenin
biiyiiyen hiicrelere diflizyonunu koruyabilir (Annabi ve ark. 2010; Sargeant ve ark.,
2012). Bu noktada dikkate alinmasi gereken diger dzellikler arasinda sisme derecesi
ve malzemenin bozunma orani yer alir. Bir implantin tanimlanmis bir kusuru
dolduracag: klinik uygulamalar i¢in, implantin ¢ok fazla sismemesi ve kusurdan
disar1 firlama riskinin olmamasi 6nemlidir; tersine, implantin biiziilmesi ise de ¢evre
doku ile zayif entegrasyona yol acabilir. Doku iskelesinin bozunmasi da optimal bir
orana sahip olmalidir; ¢cok hizli bozunma etkisizlige yol agabilirken, ¢ok yavas
bozunma doku biiytimesini engelleyebilir (Sargeant ve ark., 2012). Sisme veya
hidrasyon derecesi ayrica etken madde salim 6zellikleri {izerine etkili olabilmektedir

(Ghadiri ve ark., 2013; Xavier ve ark., 2015).

Bu calisma kapsaminda sisme c¢alismalart pH 7,4 PBS tamponu igerisinde
gerceklestirilmistir. 11k bir saatte cok hizl1 bir sisme davranis1 ve bunu takip eden ilk
lic saatte de hizli bir artig gézlemlenmistir. JeIMA ve nanosilika artis1 sismeyi
azaltirken, HA artis1 sismeyi arttirmistir. Sisme derecesi tiim formiilasyonlar igin

yaklagik 12 saatte denge durumuna gelmistir (Sekil 51-53).

Bu kapsamda farkli JeIMA oranlarinin sisme iizerine etkisini degerlendirmek i¢in NS

orant %2, HA oran ise %1 olarak sabit tutulmus ve % 8, 10 ve 12 JeIMA igeren
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formiilasyonlar degerlendirilmistir. 12 saat sonunda 8J-2NS-1HA agirlik¢a degisimi
% 441,21 £ 29,585, 10J-2NS-1HA agirlikca degisimi % 425,181 + 29,37, 12J-2NS-
1HA agirlik¢a degisimi % 416,420 + 27,123 olarak belirlenmistir (sekil 51). JeIMA
oraninin yiikselmesi ile hidrojelin kovalent ag yapist kuvvetlendigi i¢in sisme

ozellikleri hafifce azalmistir.

Farkli NS oranlarinin sisme {izerine etkisini degerlendirmek i¢in JeIMA orani %10,
HA orani ise %1 olarak sabit tutulmus ve % 0, 1 ve 2 NS igeren formiilasyonlar
degerlendirilmistir. 12 saat sonunda 10J-ONS-1HA agirlik¢a degisimi % 537,069 +
27,67, 10J-INS-1HA agirlikca degisimi % 457,319 + 22,98, 10J-2NS-1HA agirlikca
degisimi % 425,181 + 29,37 olarak belirlenmistir (sekil 52). NS oraninin artmasi ile

fiziksel ¢apraz baglanma kuvvetlendigi i¢in sisme 6zellikleri azalmistir.

Farkli HA oranlarinin sisme tizerine etkisini degerlendirmek i¢in JeIMA orani1 %10,
NS oram ise %0 olarak sabit tutulmus ve % 0, 1 ve 2 HA igeren formiilasyonlar
degerlendirilmistir. 12 saat sonunda farklit HA oranlarinin incelenmesinde, 10J-2NS-
OHA agirlikca degisimi % 385,593 + 28,971, 10J-2NS-1HA agirlikca degisimi %
425,181 £+ 29,37, 10J-2NS-2HA agirlikca degisimi % 492 + 35,236 olarak
belirlenmistir (sekil 53). Beklenen {iizere hidrofilik HA’nin yapiya eklenmesi ile

sisme belirgin olarak artmistir.

Doku iskelerinin degredasyon 6zelliklerinin yeni doku olusumu ile es zamanli olmasi
biiylik bir 6nem tasimaktadir. Caligma kapsaminda degredasyon ¢alismalar1 pH 7.4
PBS tamponu igerisinde 37 °C gergeklestirilmistir. Sadece %0 nanosilika igeren tek
formiilasyon olan J10-NSO-HA1 formiilasyonunun yar1 omrii yaklasik 1-3 giin
bulunurken, diger formiilasyonlarin degredasyon yari omiirleri yaklagik 3-5 giin
olarak belirlenmistir (Sekil 54,56; Tablo 19-21). Sonu¢ olarak, JeIMA
Konsantrasyonunun artmasi beklendigi ilizere degredasyon siiresinin uzamasini
saglamistir. Ayrica, doku iskelelerinin degredasyonunun nanosilika orani ile arttigi,
nanosilika yoklugunda ise ciddi oranda azaldig1 goériilmektedir. Bu durum JeIMA ve
nanosilika arasindaki giiclii etkilesim sebebi ile aciklanabilir. Incelenen diger
arastirmalarda da nanosilika oraninin artmasi ile degredasyon siirelerinin uzadigi

goriilmistiir (Gaharwar ve ark., 2012; Ghadiri ve ark., 2013; Xavier ve ark., 2015).
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HA oranmin artmasi ise degredasyon hizlandigi belirlenmistir. Bu durum HA suda

coziinme 6zelligine baglanmustir.

Etkin madde yilikleme etkinligi degerlendirmelerinde, etkin madde yiikleme
etkinliklerinin tiim doku iskeleleri i¢in %95’in iizerinde oldugu goriilmiistiir (Tablo
22).

Doku iskelelerinden etkin madde salimi PBS pH 7.4 igerinde 37 °C’de 21 giin
siiresince incelenmistir. Salim c¢alismalar1 farkli JeIMA, NS ve HA oranlarinin

etkisini incelemek {izere tasarlanmigtir (Sekil 57-62).

Salim c¢alismalarinda farkli JeIMA oranlarinin salim tizerine etkisini degerlendirmek
icin NS oran1 %2, HA orani ise %1 olarak sabit tutulmus ve % 8, 10 ve 12 JeIMA
iceren formiilasyonlar degerlendirilmistir. 8J-2NS-1HA kodlu formiilasyondan %50
vankomisin hidrokloriir salimi yaklagik 2-3 giinde, 10J-2NS-1HA kodlu
formiilasyondan %50 vankomisin hidrokloriir salim1 yaklasik 4-5 giinde, 12J-2NS-
1HA kodlu formiilasyondan %50 vankomisin hidrokloriir salimi yaklagik 6 giinde
olmustur. 14. Giinde %8 JeIMA iceren formiilasyondan 85,64 + 7,35, %10 JeIMA
iceren formiilasyondan 82,48 + 7,64, %12 JeIMA iceren formiilasyondan ise 71,95 +
4,46 vankomisin HCI serbestlesmistir. Salim c¢aligmalarinin tamamlandigi 21. giiniin
sonunda ise 8J-2NS-1HA kodlu formiilasyondan %91,75, 10J-2NS-1HA kodlu
formiilasyondan 9%85,47, 12J-2NS-1HA kodlu formiilasyondan %75,34 oraninda
vankomisin hidrokloriir salimi gergeklesmistir (Sekil 57). Salim c¢aligmalari
kapsaminda artan JeIMA oranina bagli olarak, kovalent hidrojel yapisinin
kuvvetlenmesi ile vankomisin HCI serbestlesme miktar1 kademeli olarak

yavaglamigtir.

Salim c¢alismalar1 kapsaminda farkli NS oranlarinin salim {izerine etkisini
degerlendirmek i¢in JeIMA oran1 %10, HA orani ise %1 olarak sabit tutulmus ve %
0, 1 ve 2 NS igeren formiilasyonlar degerlendirilmistir. 10J-ONS-1HA kodlu
formiilasyondan %50 vankomisin hidrokloriir salimi yaklasik 1 giinde, 10J-1NS-
1HA kodlu formiilasyondan %50 vankomisin hidrokloriir salimi1 yaklasik 3 giinde,
10J-2NS-1HA kodlu formiilasyondan %50 vankomisin hidrokloriir salimi yaklagik 4-

5 gilinde olmustur. Salim ¢alismalarinin 14. giintinde %0 NS iceren formiilasyondan
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96,38 + 2,52, %1 NS igeren formiilasyondan 89,15 + 5,31, %2 NS igeren
formiilasyondan ise 82,48 + 7,64 vankomisin HCI serbestlesmistir. Salim
caligmalarinin  tamamlandigi 21. giiniin sonunda ise 10J-ONS-1HA kodlu
formiilasyondan %98,23, 10J-1INS-1HA kodlu formiilasyondan %94,36, 10J-2NS-
1HA kodlu formiilasyondan %85,47 Vankomisin hidrokloriir salimi gerceklesmistir
(Sekil 59). NS oraninin artmast ile fiziksel ¢apraz baglanmanin etkisi ile vankomisin

HCI1 salim1 belirgin olarak azalmstir.

Salim ¢aligmalar1 kapsaminda farkli HA oranlarinin etken madde serbestlesmesi
tizerine etkisini degerlendirmek i¢in JeIMA oram1 %10, NS orani ise %0 olarak sabit
tutulmus ve % 0, 1 ve 2 HA iceren formiilasyonlar degerlendirilmistir. 10J-2NS-OHA
kodlu formiilasyondan %50 vankomisin hidrokloriir salim1 yaklagik 6 giinde, 10J-
2NS-1HA kodlu formiilasyondan %50 vankomisin hidrokloriir salimi yaklasik 4-5
giinde, 10J-2NS-2HA kodlu formiilasyondan %50 vankomisin hidrokloriir salimi
yaklasik 2 giinde olmustur. 14. Giinde %0 HA igeren formiilasyondan 73,94 + 3,86,
%1 HA igeren formiilasyondan 82,48 + 7,64, %2 HA iceren formiilasyondan ise
93,35 £+ 7,84 vankomisin HCI serbestlesmistir. Salim ¢alismalarinin tamamlandig:
21. gliniin sonunda ise 10J-2NS-OHA kodlu formiilasyondan %77,34, 10J-2NS-1HA
kodlu formiilasyondan %385,47, 10J-2NS-2HA kodlu formiilasyondan %96,83
oraninda Vvankomisin hidrokloriir salimi gergeklesmistir (Sekil 61). Salim
caligmalarinda genel olarak, artan HA etkisiyle salim hiz1 belirgin olarak

hizlanmstir.

Sonuglarin degerlendirmesinde doku iskelelerinden etkin madde salim siiresinin
JeIMA miktar1 ve nanosilika miktar1 ile dogru orantili olarak uzamistir. HA artis1 ise
salim siiresini ters orantili olarak etkileyerek kisaltmistir. Salim siiresinin nanosilika
miktar1 ile orantili olarak uzamasi, jelatin ve nanosilika arasindaki etkilesime
baglanmis ve sonuclarin mekanik dayaniklilik sonuglariyla uyum iginde oldugu
gbzlenmistir. Elde edilen sonuglar daha oOnce gergeklestirilen c¢alismalarla da

uyumludur (Cross ve ark., 2019).

Doku iskelelerinden etkin madde salim kinetikleri, sifirinct derece, birinci derece,

Higuchi, Korsmeyer-Peppas ve Hixon-Crowel yontemleri kullanilarak arastirilmigtir
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(Tablo 22). Hazirlanan tiim formiilasyonlarda vankomsin HCI salim1 Higuchi’ye ve

Korsmeyer-Peppas’a uygun olarak gergeklesmistir.

Higuchi modeli, ¢oziinmeyen ve sisebilen bir gézenekli matris i¢inde dagilan suda
¢Oziinlir/diisiik ¢oziinlirliige sahip ilaglarin salinmasi i¢in Fick'in diflizyon yasasina
dayanan diflizyon siirecini tanimlamak i¢in kullanilir (Ilgin ve ark., 2019). Calisma
kapsaminda salim kinetiklerinin Higuchi kinetigine uyumlu oldugu belirlenmistir.
NS icermeyen 10J-ONS-1HA kodlu formiilasyonda Higuchi kinetigine ait R
degerinin diger formiilasyonlara gore daha diisiik, Korsmeyer Peppas kinetigine ait
R? degerinin ise daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu nedenle o6zellikle NS
ilavesinin sismeyi azalttig1 ve daha yogun bir yap1 olusturdugu i¢in difiizyon etkisini

artirdig1 diistiniilmiistiir.

Hidrojel yapisindaki ilag tasiyicilarda kovalent ve fiziksel ¢capraz baglanma derecesi,
degredasyon ve sisme miktari ilag serbestlesmesi lizerinde belirleyicidir. Korsmeyer-
Peppas kinetigi, hidrojellerden salimi agiklamak icin  kullanilan ana
mekanizmalardandir. Bu nedenle gelistirilen formiilasyonlarda salim kinetiginin
Korsmeyer-Peppas’a uygun oldugu anlasilmistir. Ozellikle NS icermeyen 10J-ONS-
1HA kodlu formiilasyonda Korsmeyer Peppas kinetigine ait R?’nin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Benzer olarak HA oranmin etkisi degerlendirildiginde (%10
JeIMA ve %2 NS), %0, 1 ve 2 HA icin Korsmeyer Peppas kinetigine ait R2
degerlerinin 94,97, 97,39 ve 98,48 olarak HA oraninin artisina bagh olarak kademeli
olarak yiikseldigi belirlenmistir. Bu durumun sisme sonuglarima uyumlu oldugu
anlagilmistir. JeIMA oraninin %8, 10 ve 12 olarak degismesi ile (%2NS ve %1 HA)
ise Korsmeyer Peppas kinetigine ait R? degerleri 98,99, 96,88 ve 94,23 olarak
kademeli olarak azalmistir. Bu durum JeIMA oraninin artmasi ile kovalent yapinin

giiclenmesi ve daha yogun bir ag yapisinin olusmasina baglanmistir.

Sonug olarak bu tez calismasi kapsaminda, osteomiyelit tedavisi i¢in lokal olarak
enfeksiyon bolgesine implante edilmek ilizere 3B biyobaski ile vankomisin HCI
iceren JeIMA-NS-HA doku iskeleleri hazirlanmistir. Bu kapsamda oncelikle JeIMA -
NS-HA biyomiirekkeplerin basim optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu kapsamda
calisma farkli JeIMA, NS ve HA oranlarinin malzeme basilabilirligine, topografik,
reolojik ve mekanik 06zelliklerine, sisme, degredasyon ve ilag serbestlestirme
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davraniglarina etkisi degerlendirilmistir. Tasarlanan doku iskelelerinin salim
profillerinin  Higuchi ve Korsmeyer-Peppas’a uygun olarak gerceklestigi
anlasilmistir. Calisma sonunda en iyi basilabilirligi gosteren ve mekanik, sisme,
degredasyon ve ilag salim Ozellikleri de uygun olan 10J-2NS-1HA kodlu
formiilasyonun optimum formiilasyon oldugu belirlenmistir. 3B biyobasim ile
hazirlanan doku iskelelerinin hastaya 6zgii osteomiyelit tedavisi i¢in biiyiik bir umut
vadetmektedir. Hazirlanan sistem lokal uygulama ile sistemik yan etkileri
engelleyerek 1) 6lii alan1 doldurabilecek, ii) yeni kemik olusumunu indiikleyebilecek
(NS, JeIMA ve HA’nin etkisiyle), iii) enfeksiyon kontroliinii saglayabilecek
(vankomisin ve HA’nin antimikrobiyal etkisiyle) ve hastaya 0Ozgii tedavi
saglayabilecektir. FElde edilen doku iskelelerinin hiicresel davraniglarinin ve
antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi sonrasi, elde edilen verilerin in vivo
sonuglarla desteklenmesinden sonra klinikte ©nemli bir yer bulabilecegi

Oongorilmektedir.
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