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Oz

Kikirdak doku hasarlarinin onarilmasindaki mevcut tedaviler, kikirdagin kendi kendini iyilestirme
kapasitesinin diisiik olmasi nedeni ile sirhdir. Son yillarda doku miihendisligi, kikirdak
rejenerasyonu icin umut verici bir yaklasim olarak énerilmektedir. Bu calismada, kikirdak doku
hasarlari i¢in lif kabagy ile giiclendirilmis ipek fibroin/kitosan hidrojeller hazirlanmistir. Biyouyumlu,
biyolojik olarak parc¢alanabilir ipek fibroin ve kitosan polimerleri, dogal ve toksik olmayan bir capraz
baglama maddesi olan genipin ile capraz baglanmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
Fourier Doniistimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) sirasiyla morfoloji ve kimyasal yapi
karakterizasyonu i¢in kullanilmistir. Viskoelastik ozelliklerin belirlenmesi i¢cin dinamik mekanik
analiz cihazi (DMA) kullanilirken, iskelelerin mekanik ozelliklerini incelemek icin basma testi
kullanilmistir. Doku iskelelerinin sitotoksisitesi, hiicre canlilif1 ve ¢ogalmasi tavsan mezenkimal kok
hiicreleri kullanilarak LDH, WST ve kollajen testi ile arastirilmistir. Uretilen hidrojel kompozit doku
iskelelerinin tamaminin birbirine bagh mikro gézenekli bir yapiya sahip oldugu ve lif kabaklarinin
yaplya iyi entegre oldugu goriilmektedir. Agirlikca %0,3 genipin ile ¢apraz baglanan hidrojel
kompozit doku iskelesi (L-CSG3), eklem kikirdagiyla karsilastirilabilir su icerigi (94,4+% 0,2), tan §
(1 Hz'de 0,18) ve basma modiilii (5,5 MPa) degerleri gostermistir. Ayrica, in-vitro test sonuglarina
gore, bu hidrojel kompozit doku iskelesi, tavsan mezenkimal kok hiicrelerinde gelismis canlilik
gostermistir. Sonug olarak, bu hidrojel kompozit doku iskelesi, kikirdak dokusu rejenerasyonu i¢in
umut vaat ettigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Lif kabagi, kitosan, ipek, hidrojel doku iskelesi, kikirdak rejenerasyonu

Abstract

Current therapies for the treatment of cartilage defects are limited due to the low self-healing capacity
of cartilage. In recent years, tissue engineering has been proposed as a promising approach for
cartilage regeneration. In this study, silk fibroin/chitosan hydrogels reinforced with luffa cylindrica
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were prepared for cartilage tissue defects. Biocompatible, biodegradable silk fibroin and chitosan
polymers were cross-linked with genipin which is a natural and nontoxic cross-linking agent.
Scanning electron microscopy (SEM) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) were used
for the characterization of the morphology and chemical structures, respectively. Dynamic
mechanical analysis was used to determine the viscoelastic properties, while compression test was
applied to examine the mechanical properties of the scaffolds. The cytotoxicity, viability and
proliferation of rabbit mesenchymal stem cells on the scaffolds were investigated by LDH, WST, and
collagen assay. All of the produced hydrogel composite scaffolds had an interconnected microporous
structure and loofah nanofibers were well-integrated within the structure. The hydrogel composite
scaffold cross-linked with 0.3% wt. genipin (L-CSG3) demonstrated comparable water content
(94.4£0.2%), tan § (0,18 at 1 Hz) and compressive modulus (5,5 MPa) values to that of articular
cartilage. Besides, based on the in-vitro test results, this hydrogel composite scaffold showed
enhanced viability on rabbit mesenchymal stem cells. Consequently, this hydrogel composite scaffold
presented a great promise for cartilage tissue regeneration.

Keywords: Loofah, chitosan, silk, hydrogel scaffold, cartilage regeneration

1. Giris

Kollajen lifleri, proteoglikanlar ve sudan olusan
kikirdakl bir matristen (ECM) ve matris icinde
dagilmis  kondrositlerden olusan  eklem
kikirdagy; kemikleri bir arada tutma, tekrarlayan
yliklemelere dayanma ve eklem kismini darbeye
dayanikli hale getirme gibi islevlere sahiptir.
Ancak, dogrudan kan veya sinir kaynaginin
olmamasi nedeniyle kendi kendini onarma
yetenegi smurhdir [1,2]. Kikirdak hasarinda
kullanilan geleneksel teknikler, uzun omiirli
kikirdak dokusu olusturmak igin ¢ok basarili
olmamakta ve ayrica agri, dondr bolge
morbiditesi ve enfeksiyon riski gibi yan etkiler
de gostermektedirler [3]. Son yillarda doku
miithendisligi, kikirdak rejenerasyonu i¢in umut
verici bir yaklasim olarak oOnerilmektedir [4].
Hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
yeni doku olusumu i¢in ii¢ boyutlu bir mikro
ortam saglamayan doku iskelesi, biyouyumlu,
biyolojik olarak parcalanabilir ve besinlerin ve
oksijenin verimli bir sekilde tasinmasina izin
vermek icin gdzenekli yapida olmalidir [5]. Doku
iskelesi ayrica kondrosit hiicre davranisini
modiile etmek i¢in kikirdak hiicre dis1 matriksin
bilesimini, yapisini, morfolojisini ve
biyoaktivitesini taklit etmelidir [6]. Dogal bir
polisakkarit olan kitosan, kikirdak ECM'indeki
glikozaminoglikanlara ~ yapisal  benzerligi,
biyobozunur ve biyouyumlu o6zellikleri nedeni
ile biiyiik ilgi gérmektedir [7]. Lifsi bir protein
olarak tanimlanan ipek biyopolimeri,
biyouyumluluguy, biyobozunurlugu ve
fonksiyonel modifikasyonlar i¢in kolayca
erisilebilir =~ kimyasal = gruplarinin  varligl
nedeniyle biyomedikal uygulamalarda yaygin
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olarak kullanilmaktadir [8]. Dogal
biyopolimerler, her ne kadar yiksek
biyouyumluluklari nedeni ile tercih edilseler de
mekanik 6zellikleri yeterli degildir. Bu nedenle,
kompozit doku iskeleleri, yliksek
biyouyumlulugu korurken, istenen mekanik
ozellikleri saglamak icin 6énemli hale gelmistir
[9]. Kikirdakli ECM'nin kompozit yapisi, 6zellikle
dinamik yiikkleme sirasinda, yiik tasiyan
eklemlerde kritik bir rol oynamakta ve ayrica,
viskoelastisite ve gerilim gevsemesi gibi
karmasik mekanik 6zellikler saglamaktadir. Bu
nedenle, kikirdak doku miihendisligi icin
biyomimetik fiber takviyeli hidrojel doku
iskelelerin gelistirilmesi biiytik Onem
tasimaktadir [10,11]. Lif kabagi, Cucurbitaceae
bitki ailesine ait olan ve agirhikli olarak
selilloz/hemiseliiloz ve ligninden olusan bir
bitkidir. Liflerin ¢ok yonli bir dizide
yerlestirilerek dogal bir mat olusturdugu odunsu
bir ag sistemine sahiptir [12]. Hidrojeller,
hidrath yapilar ile kikirdak ECM'nin hidrofilik
ortami arasindaki benzerlik nedeniyle kikirdak
doku iskelesi olarak biiyiik ilgi gormektedir.
Hidrojeller, sismis hallerinde biiylik miktarda su
ve biyolojik siviy1 tutabilen hafif capraz bagly, ii¢
boyutlu ve ¢o6ziinmez polimer aglaridir [13].
Dogal organik bir bilesik olan genipin, diisiik
sitotoksisitesinden dolay1 yaygin bir c¢apraz
baglayici olarak kullanilmaktadir [14]. Bu
calismada, lif kabag: takviye edilmis genipin ile
capraz baglanmis ii¢ boyutlu ve gozenekli ipek

fibroin/kitosan  hidrojel  kompozit doku
iskeleleri tretilmis ve yapilan morfoloji,
viskoelastik ~ 6zellik ve basma dayamimy,

biyouyumluluk ¢alismalar1 ile kikirdak doku
hasarlarinda kullanilabilirligi arastirilmistir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Materyaller

Calismada kullanilan kitosan (yiiksek molekiiler
agirlikli, deasetilasyon derecesi 275), asetik asit
ve ipek c¢ozeltisinin elde edilmesi sirasinda
kullanilan seliiloz membran Sigma-Aldrich
sirketinden satin alinmistir. Bombyx mori ipek
kozalar1 ve lif kabagl Kuzey Kibris Tirk
Cumhuriyetinden tedarik edilmistir. Ipek
¢ozeltisini hazirlamak i¢in kullanilan, sodyum
karbonat (Na2C03), kalsiyum kloriir (CaClz) ve lif
kabaklarinin hazirlanmasinda kullanilan
sodyum hidroksit (NaOH) Merck sirketinden
satin alinmistir. Doku iskelelerinin c¢apraz
baglanmasi isleminde kullanilan genipin ise
Wako Chemicals sirketinden tedarik edilmistir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda, DMEM-HG ve
MEM besi ortamlar1 ve tamamlayici kimyasallar
Biochrome  sirketinden satin  alinmistir.
Farklilagtirma ajani olarak kullanilan transforme
edici biiyiime faktori-p (TGFf), insiilin biiyiime
faktori (IGF), ITS+Premiks, isobiitil-
metilksantin ve indometasin Cell Signaling
firmasindan; hiicre farklilasmasinin tayini icin
kullanilan alizarin kirmzisi, alcian mavisi, Oil
red O boyalar1 Sciencell firmasindan temin
edilmistir.  Akim  sitometrik  analizlerde
kullanilan yiizey isaretleyiciler; CD 73 (APC anti-
rabbit IgG1), CD 90 (FITC anti-rabbit IgG1), CD
34 (PE anti-rabbit 1gG1), CD 45 (PerCP/Cy5.5
anti-rabbit IgG1l) Abcam sirketinden satin
alinmstir. In-vitro analizlerde Laktat
dehidrogenaz (LDH) Sitotoksisite Kit (Pierce
LDH Cytotoxicity Assay Kit, Thermo Scientific),
WST-1 Colorimetric Assay Kit (Biovision Inc.),
Hidroksiprolin ~ Colorimetrik ~ Assay  Kit
(Elabscience Biotechnology Inc.) kullanilmistir.
Mezenkimal kok hiicrelerin elde edilmesi i¢in
Yeni Zellanda Beyaz tavsanlar (disi, 3.5-4 kg,
n=3) Dokuz Eylil Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali'ndan temin
edilmistir. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
49/2014 protokol numarali izni ile uygun
cerrahi ve post cerrahi islemler kapsaminda
calismalar ylritilmistir.

2.2, Hidrojel kompozit doku iskelesi iiretimi
2.2.1. Lif kabagimin hazirlanmasi

Cekirdekleri temizlenip, kesilen lif kabaklari,
izerindeki yapiskan kismin giderilmesi igin
agirlikca %2’lik sodyum hidroksit (NaOH)

¢cOzeltisi icerisinde 2 saat bekletilmistir.
Ardindan, lif kabaklari, nétral pH degeri elde
edilene kadar saf su ile yikanmis ve 60°C
sicaklikta vakum etlivinde 24 saat boyunca
kurutulmustur. 3 cm c¢apinda Kkesilerek
hazirlanan lif kabaklari, doku iskelesinde takviye
malzemesi olarak kullanilmistir.

2.2.2. Cozeltilerin hazirlanmasi

Hacimde agirlikca %1’lik ipek c¢ozeltisi elde
etmek icin ilk olarak, 1x1 cm boyutunda kesilen
ham ipek kozalary, lizerindeki serisin adi verilen
yapiskan maddenin giderilmesi i¢cin 0,01 M
sodyum karbonat (Naz2C03) ¢ozeltisi icerisinde
70°C’'de 3 saat karistirilarak “degumming” adi
verilen bir isleme tabi tutulmustur. Bu islem, ii¢
kez tekrarlanmis ve ardindan saf su ile yikama
gerceklestirilmistir. Daha sonra, serisinden
arindirilmis ipek lifleri CaClz/CH3CH20H/H20
tglii ¢ozeltisi icerisinde (1/2/8 molar orani)
70°C'de 6 saat boyunca ¢oziindiiriilmiistiir. Elde
edilen ipek ¢ozeltisi, filtreleme islemi ardindan
saf su icerisinde seliiloz membran yardimui ile 3
giin boyunca diyalize tabi tutulmustur. Kitosan
cozeltisi ise, %2’lik asetik asit ¢dzeltisi icerisinde
agirhkeca %31 kitosan olacak sekilde 50°C
sicaklikta 3 saat karistirllarak hazirlanmistir.
Homojen bir ¢ozelti elde etmek icin karistirma
islemi oda sicaklifinda gece boyunca devam
ettirilmistir.

2.2.2. Hidrojel doku iskelesinin iiretilmesi

Hidrojel doku iskeleleri elde etmekicin ilk olarak
gozenekli kitosan-ipek ve lif kabag takviyeli
kitosan-ipek siingerler tiretilmis ve daha sonra
siingerler genipin ile kovalent olarak capraz
baglanmistir.

Ilk olarak, hazirlanan kitosan ve ipek ¢ézeltileri
hacimce 1:1 oraninda karistirllmistir. Ardindan
hazirlanan homojen karisimin 4 ml'si cam sise
icerisindeki lif kabaklarina ilave edilmis ve gece
boyunca bekletilmistir. Stingerler, -60°C sicaklik
ve 0,1 mbar basing altinda 2 giin boyunca
dondurarak kurutma islemi sonucunda elde
edilmistir. Silingerlere ipegin suda ¢dziinebilen
a-dlizensiz sarmal yapisindan suda ¢dziinmeyen
B-tabakali yapisina doénilismesinin saglanmasi
icin 1 saatlik metanol islemi uygulanmistir. Daha
sonra siingerler, asetik asidin ve metanoliin
giderilmesi amaci ile, giderek azalan etanol
oranli (%80, %60, %40, %20 ve %0 etanol)
etanol-su karisimlariyla yikanmistir. Kontrol
grubu olarak lif kabag takviye edilmemis
kitosan-ipek stingerler iiretilmistir.
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Hidrojel yapida doku iskelelerinin elde edilmesi

icin  capraz  baglayict  olarak  genipin
kullanilmistir.  Farkli  konsantrasyonlardaki
genipin  ¢ozeltileri  (%0,1, 03 ve 0,5

agirlik/hacim oranlarinda), genipinin fosfat
tamponlu salin (PBS) cozeltisi icerisinde oda
sicakliginda c¢o6ziinmesi ile elde edilmistir.
Kontrol grubuna ve hazirlanan lif kabagi
takviyeli kompozit siingerlere 4 ml genipin
¢ozeltisi ilave edilip, 48 saat gozlem sonucunda
¢apraz baglanma siiresi optimize edilmistir.

2.3. Hidrojel doku
karakterizasyonu

iskelelerinin

Doku iskelelerinin morfoloji karakterizasyonlari
taramali elektron mikroskobu (SEM, JEOL JSM-
6060) kullanilmistir. Goriintiileme o6ncesinde
doku iskeleleri piskiirtiimlii kaplama cihazi
(Quorum Technologies, SC7620) kullanilarak
altin/paladyum ince film tabakasiyla
kaplanmistir.

Uretilen doku iskelelerinin kimyasal
analizleri ATR fnitesi eklentili Fourier
Doniisiimlii  Kizilotesi Spektroskopisi (ATR-
FTIR) (Perkin Elmer Spectrum BX) cihazi ile
gerceklestirilmistir. FTIR analizleri her 6rnek
icin 4000-650 cm-! dalga boyu araliginda, 4 cm-1
cozlinirliikte ve 25 tarama ile yapilmistir.

Sisme testleri PBS c¢ozeltisi igerisinde
gerceklestirilmistir. Hazirlanmis olan doku
iskelelerinin kuru agirhiklar1 (wo) olgtldiikten
sonra ornekler, 37°C’de 24 saat boyunca PBS
cozeltisi icerisinde bekletilmistir. Ornekler
izerindeki fazla sivinin filtre kagidi yardimiyla
alinmasinin ardindan drneklerin yas agirliklar:
(ws) ol¢tilmiistir. Doku iskelelerinin sisme orani
ve su i¢erikleri sirasi ile denklem 1 ve denklem 2
kullanilarak elde edilmistir.

yap1

Ws — W
Sisme orant (%) = (S—O)x 100 (1N
0
Ws — W
Su icerigi (%) = s =wo) 100 2)
WS
Kompozit hidrojel doku iskelelerinin

viskoelastik ozellikleri, basma modunda viicut
sicakligl olan 37°C'de ve yetiskin bir insanin
ylriime ve kosma adim frekans degerlerini de
icine alan 0,1 Hz ile 100 Hz arasinda dinamik
frekans tarama modu kullanilarak dinamik
mekanik analiz (DMA) cihaz1 (TA, Q800) ile

belirlenmistir. Analiz sonunda o6rneklerin
depolama (E") ile kayip modiilleri (E") dl¢tilmiis
ve soniimleme kapasitesinin bir 6l¢iisti olan tan
6 (E"/ E") degerleri hesaplanmistir.

Doku iskelelerinin basi yiiklemeleri altindaki
mekanik o6zelliklerinin tayini i¢cin basma testi
uygulanmistir. Basma testinde, 10 mm g¢apinda
ve 5 mm kalinligindaki silindirik numuneler,
%80 deformasyona kadar 0,5 mm/s'lik sabit bir
hiz ile sikistirnnlmistir. Biitiin deneyler, oda
sicakliginda ¢ tekrarli gergeklestirilmistir.
Doku iskelelerin basma modiilleri gerilim-
gerinim  egrilerinin  baslangic  dogrusal
bolgesinin egimi alinarak hesaplanmistir.

2.4. In-vitro hiicre kiltiirii calismalar:

Elde edilen doku iskelelerinin hiicre kiltiiri
¢alismalari icin tavsan mezenkimal kok hiicreler
(tMKH) kullanilmistir. tMKH’leri Yeni Zellanda
Beyaz tavsanlarinin aksiyel iskeletinden elde
edilmistir. Ilk olarak, tavsanlar steril kosullarda
5 mg/kg ksilazin ve 35 mg/kg ketamin ile
anestezi altina alimmustir. Deri dezenfekte
edildikten sonra lumbar boélgesinin arkasindan
sirastyla cilt, cilt alti, kemik zar1 ve kemige
girilerek, kemik iligi 1,5 mm biyopsi ignesi
kullanilarak  heparin igceren enjektorlere
toplanmistir. Tavsanlardan elde edilen kemik
iligi aspirasyonu tMKH'lerin izolasyonu igin
hiicre kiiltiirii laboratuvarina transfer edilmistir.
Hiicre kiltliri  g¢alismalar1  Dokuz  Eyliil
Universitesi, Biyomekanik Anabilim Dal’nda
bulunan GMP laboratuvarinda aseptik kosullara
uygun olarak gerceklestirilmistir.

2.4.1. tMKH larin izolasyonu

Tavsanlardan elde edilen kemik iligi Biocool

Seperation  kullanilarak  densite gradient
yontemi ile tabakalandirilmis ve 3000 rpm’de
santrifiij  edilerek  mononiiklear  tabaka

toplanmistir. Elde edilen hiicreler %10 FBS (fetal
sigir serumu), %1 penisilin- streptomisin ve 200
mM L-glutamin ile desteklenmis DMEM-HG
biiylime ortami ile 37°C sicaklikta %5 CO2 ve
%95 nem iceren inkiibatérde 14 giin boyunca
kiiltiire edilmistir. Hiicre kiltiiriiniin
devamliliginin saglanmasi amaciyla biiylime
ortami1 haftada iki kez tazelenmis ve Kkiiltiir
sliresince hiicreler inverted mikroskop ile
gozlenmistir.

2.4.2. tMKH larin akim sitometrik analizi

tMKH’lerin akim sitometrik analizleri, 3. pasaj
sonrasinda, FACS Arialll akim sitometri cihazi
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kullanilarak  gerceklestirilmistir. ~ Hiicreler
Tripsin/EDTA kullanilarak tripsinizasyon islemi
ile kaldirilip, sayim yapilmis ve hiicre sayisi
belirlendikten sonra (~ 7x106 hiicre) PBS icinde
homojenize edilmistir. Ardindan tMKH’ler, CD 73
(APC), CD 90 (FITC), CD 34 (PE), CD 45
(PerCP/Cy5.5) tavsan hiicre yiizey belirteclerine
6zel monoklonal antikorlar ile isaretlenmistir.
20 dakika boyunca oda sicakliginda, karanlkta
inkiibe edilen hiicreler 1200 rpm’de 5 dakika
santiriij edilerek yikanmistir. Hiicreler FACS Aria
[II akim sitometri cihazi ile 6nce tanimlanmis
ardindan hiicre ayrimlama islemi yapilarak
ayrimistir.  Ardindan  FaxDiva  Software
programi ile veriler elde edilmistir.

2.4.3.Tavsan mezenkimal koék hiicrelerin
farkhilastirilmasi

Farklilasma kapasitelerinin belirlenmesi i¢in
hiicreler osteojenik, kondrojenik ve adipojenik
olarak farklilastirilmistir. Hiicreler 3. pasaj
sonrasinda 6 kuyucuklu kiiltiir kabina 3000
hiicre/ml konsantrasyonda ekilmis, osteojenik,
kondrojenik ve adipojenik farklilasma besi
yerleri icerisinde 37°C ve %5 CO: igeren
inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

tMKH’lerin  osteojenik  farklilasmas1 icin,
hiicreler 100 nM dexamethasone, 0.05 uM
askorbik asit, 10 mM f-gliserofosfat, %1
penisilin-streptomisin, 200mM L-glutamin ve
%10 FBS iceren MEM kiiltiir medyumunda
inkiilbe edilmistir. Kiltiiriin 4. haftasinda
kalsifikasyon bolgelerinin incelenmesi amaciyla

hiicreler alizarin kirmizis1 ile boyanarak
osteojenik farklilasma 15tk mikroskobunda
gozlenmistir.

tMKH’lerin  kondrojenik farklilasmas1 igin,

icerisinde %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin,
100 uM deksamethazon, 10 ng/ml TGF@, 50
pg/ml askorbik asit ve 50 mg/ml ITS+Premiks

bulunan DMEM-HG kikirdaklasma ortami
kullanilmistir. Kiltiiriin 4. haftas1 sonunda,
kondrositler tarafindan iiretilen

proteoglikanlarin varliginin belirlenmesi i¢in
alcian mavisi ile boyanarak 1sik mikroskobu
kullanilarak incelenmistir.

tMKH'leri adipojenik farklilasmasi i¢in, %10 FBS,
200mM L-glutamin, 0.5mM isobutil-
metilksantin, 10M deksametazon, 10 ug/ml IGF,
200 pM indometasin ve %1 penisilin-
streptomisin eklenmis MEM Dbesi ortami
kullanilmigtir. Kiltiiriin 4. haftast sonunda,
intraselliller yag damlaciklarinin varliginin
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belirlenmesi icin adipojenik
gosteren Oil red O ile boyanmistir.

2.4.4. Doku iskelelerine tMKH'lerin ekimi

farklilasmay1

Hiicre ekimi oncesinde elde edilen doku
iskeleleri etilen oksit ile steril hale getirilmistir.
Hiicre ekimi i¢cin tMKH’ler yukarida verilen
kondrojenik farklilasma ortaminda g¢ogaltilmig
ve 4. hafta sonunda farklilasmis kondrosit
hiicreleri  kullanilmistir.  Hazirlanan  doku
iskeleleri (1x1x0,5 cm3) tizerine, 1x106 hiicre/ml
konsantrasyonda kondrosit hiicreleri ekilmistir.
Doku iskeleleri kikirdaklasma ortami igerisinde
37°C, %5 CO: iceren %95 nem iceren
inkiibatérde 14 giin boyunca inkiibe edilmistir.

2.4.5. In-vitro sitotoksisite analizi

Doku iskelelerinin hiicreler itizerindeki toksik
etkisi hiicre kiltiriin 3, 7 ve 14. giinlerinde
gerceklestirilmistir. ik olarak Laktat
dehidrojenaz (LDH) kiti icerisinde bulunan
hiicre lizis ¢ozeltisi hiicre medyumuna eklenmis
ve 45 dakika boyunca 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan medyum icerigi 96
kuyucuklu plakalara alinarak icerisine reaksiyon
karisimi eklenmis ve 30 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda ortama salinan
LDH miktar1 490-680 nm dalga boyunda
kolorimetrik olarak spektrofotometre (Sinergy
HTX) ile dlgilmiistir.

2.4.6. In-vitro proliferasyon analizi

Hidrojel doku iskelelerine ekilen hiicrelerin
proliferasyonu kiltiirtin 3, 7 ve 14. giinlerinde
WST-1 kiti kullanilarak arastirilmistir. Doku
iskeleleri lizerine WST-1 boyasi eklenerek 4 saat
boyunca 37°C, %5 CO2 iceren %95 nem iceren
inkiibatérde inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda 440 nm dalga boyunda absorbans
Olclimleri yapilarak metabolik aktiviteye bagh
olarak hiicrelerin proliferasyon kapasiteleri
belirlenmistir.

2.4.7. Kollajen analizi

Doku iskelelerinin iizerine ekilen hiicrelerinin
trettigi  kollajen  miktar1  hidroksiprolin
miktarina bagl olarak hiicre kiiltiiriiniin 14 ve
21. giinlerinde analiz edilmigtir. ilk olarak
hiicreler 95°C’de hidroliz edilmistir. Ardindan
kit talimatlar1 uygulanarak érnekler hazirlanmis
ve 550 nm dalga boyunda kolorimetrik dl¢iim
yapilarak total kollajen miktar1 belirlenmistir.
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2.4.8. istatistiksel analiz

In-vitro deneyler 3 tekrarh olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen deneysel veriler
ortalama * standart sapma olarak gosterilmistir.
Gruplar arasindaki farkliliklar Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi ile tek yonlii varyans analizi
(One-way Analysis of Variance (ANOVA) with
Tukey's multiple comparison test) ile
belirlenmis ve p<0,05 anlamlilik diizeyi esas
alinarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3. Bulgular

3.1. Hidrojel doku iskelelerinin
karakterizasyonu

Doku iskeleleri kitosan-ipek polimerleri
kullanilarak  hazirlanmis, genipin ¢apraz
baglayicis1  kullanillarak  hidrojel  o6zellik

kazandirilmistir. Calismada ilk olarak capraz
baglanma siiresi optimize edilmistir. Tablo 1'de
doku iskelelerinin isimlendirilmeleri ve ilave
edilen genipinin konsantrasyonlari
verilmektedir. Sekil 1A, B ve C'de ilave edilen
genipin ¢o6zeltisi sonrasindaki kitosan-ipek
stingerlerin sirasi ile 12, 24 ve 48 saat sonundaki
gorintiileri yer almaktadir. 48 saat sonunda tim
siingerlerde renk degisiminin gerceklesmesiyle,
kovalent ¢apraz baglanmalar tamamlanmistir.

Sekil 1. CS siingerlerin genipin ilavesi sonrasi
A) 12 saat, B) 24 saat, C) 48 saat sonraki
gorintiileri

3.1.1. Morfoloji karakterizasyonu

Calismada tretilen hidrojel doku iskelelerinin
SEM analizi sonuglar1 incelendiginde, biitiin
doku iskelelerinin agik goézenekli bir yapiya
sahip oldugu gorilmektedir (Sekil 2). Kontrol
grubuna ait SEM goériintiilerinde CSG3 doku
iskelesinde goreceli olarak daha homojen bir
gozenek yapisinin elde edildigi goriilmektedir.
Uretilen kompozit doku iskelelerinde katki

elemani olarak kullanilan lif kabaginin, kitosan-
ipek matrisiyle entegrasyonu saglamak en
onemli unsurdur. Farkl genipin
konsantrasyonlarinda tiretilen doku
iskelelelerinin SEM goriintiileri incelendiginde,
lif kabaklarinin kitosan-ipek matrisi igerisine
entegre oldugu gozlenmistir.

3.1.2. Kimyasal yap1 karakterizasyonu

Kitosan-ipek ve lif kabagi katkili kitosan-ipek
hidrojel kompozit doku iskelelerine ait FTIR
spektrumlar1 siras1 ile Sekil 3A ve B'de
verilmektedir. 3400-3000 cm! (O-H, N-H
gerilme), ~1640 cm-! (amid, C=0 gerilme), ~1560
cm! (N-H gerilme) ve 1100-1000 cm-1 (C-O
gerilme) pikleri, kitosanin karakteristik pikleri
olup literatiirde yer almaktadir [15]. Genipine ait
karakteristik pikler ise ~1680 cm! (ester, C=0
gerilme), ~1620 cm-! (C=C gerilme), ~1080 cm-!
(C-O gerilme) olarak belirtilmektedir [16].
Ayrica lif kabaginin FTIR absorpsiyon pikleri ise
3400-3200 cm'! (O-H gerilme), 2928 ve 2845
cm-1 (C-H gerilme), 1737 cm! (hemiseliilozlarin
ksilan  bilesenindeki karbonil ve asetil
gruplarinin C=0 gerilme titresimi), 1257 cm! (=
C-0-C asimetrik gerilmesi) ve 1047 cm! (C-O-C

piranoz  halka iskelet titresimi) olarak
verilmektedir [17]. Uretilen hidrojel doku
iskelelerinin FTIR spektrumlarinda, ¢apraz

baglanma reaksiyonu, amid (~1625 cm1) ve
amino (~1557 cm!) absorpsiyon bantlarinin
ylkseklikleri arasindaki orandaki bir artisla
dogrulanabilir ve ayrica genipin
konsantrasyonunun artmasiyla bu oranin arttig1
da goriilmiistiir. Ayrica genipin konsantrasyonu
arttikca, genipin yapisinda bulunan C-O germe
bandindaki artisa bagl olarak 1060 cm-1'deki
tepe de genislemistir. FTIR analizinde yaklasik
1625 cm! dalga sayisinda, ipek ve kitosana ait
amid bantlar1 ¢akismakta, bu sebeple ipek
konformasyonu net olarak gézlenememektedir.
Ayrica, lif kabagindaki hemiselillozun C=0
gerilme bandi ile iliskilendirilen 1735 cm-1'deki
tepe goriilmemistir, bu nedenle lif kabaklarina
uygulanan NaOH isleminin  basar1 ile
tamamlandig1 sonucu ¢ikarilmistir [18].
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Tablo 1. Ornek isimlendirmeleri, icerikleri, genipin konsantrasyonlari ve su igerikleri

. . Genipin Konsantrasyonu Su icerigi
Ornek Igerik

(agirlik¢a % (w/v)) (%)
cs Kitosan-ipek - -
CSG1 Kitosan—ipek 0,1 98,0+£0,3
CSG3 Kitosan-ipek 0,3 97,0+0,1
CSG5 Kitosan-ipek 0,5 97,8+0,1
L-CS Lif kabagi- Kitosan-Ipek - -
L-CSG1 Lif kabagi- Kitosan-ipek 0,1 93,4+0,6
L-CSG3 Lif kabagi- Kitosan-ipek 0,3 94,4+0,2
L-CSG5 Lif kabagi- Kitosan-Ipek 0,5 93,9+0,4

Sekil 2. Kitosan-ipek ve lif kabag1 katkili kitosan-ipek hidrojel kompozit doku iskelelerinin
SEM goériintiileri
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Dalga sayisi [cm™)

Sekil 3. A) Kitosan-ipek ve B) lif kabagi takviye edilmis kitosan-ipek doku iskelelerinin
FTIR spektrumlari
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3.1.3. Sisme testi

Tablo 1'den gorildiigi gibi, tim hidrojel doku
iskeleleri % 92 ile 98 su igerigine sahiplerdir.
Hidrojel doku iskelelerinin % sisme oranlari
incelendiginde (Sekil 4), lif kabag1 takviyesi
olmayan kitosan-ipek hidrojel doku iskeleleri
arasinda genipin konsantrasyonun artmasi ile
sisme oranlarinda azalma gdzlenmistir.
Kompozit hidrojel doku iskelelerinin sisme orani
degerleri  arasinda  anlamh  bir  fark
gozlenmemistir. Ancak, lif kabag1 takviyesinin
kompozit doku iskelelerinin sisme orani
degerlerini kontrol grubuna kiyasla yaklasik
licte biri oraninda diisiirdiigii gézlenmistir.

6000 o

5000 <

4000 4

3000 4

Sisme Oram (%)

2000 4

1000 4

04

€561 C5G3 CSGS L-C5G1 L-C5G3 L-C5G5

Sekil 4. Hidrojel doku iskelelerinin sisme
oranlar1

3.1.4. Viskoelastik 6zellik karakterizasyonu

Sekil 5A ve B, sirasi ile kitosan-ipek ve lif kabagi
takviye edilmis Kkitosan-ipek hidrojel doku
iskelelerinin depolama ve kayip modiili
degerlerini gostermektedir. Analiz sonucunda
elde edilen depolama modiili (E'), malzemenin
elastik tepkisini, enerji depolama kabiliyetini
ifade ederken; kayip modiilii (E") malzemenin
enerji dagitma, yayma Kkabiliyetini ifade eder.
Tim doku iskelelerinin E' degerlerinin kayip
modiil degerlerinden biiyiik oldugu
goriilmektedir. Lif kabag1 takviyesi ile kompozit
hidrojel doku iskelelerinin depolama
modiillerinde diisiis goézlense dahi, biitiin
kompozit doku iskelelerinin depolama modiil
degerleri yiikselen frekans ile artis gostermistir
(Sekil 5B). Bu da kompozit doku iskelelerinin
viskoelastik davranis gosterdiginin kanitidir.
Viskoelastik bir malzemenin E" ile E' arasindaki
oran tan & degeri olarak tanimlanirken ve bu
deger malzemenin enerji séniimleme kapasitesi
hakkinda bilgi verir. Kontrol grubuna ve
kompozit doku iskelelerine ait drneklerin tan 6 -
logaritma  frekans egrileri Sekil 6A’da

verilmektedir. Yetiskin bir insanin yiiriime
frekans1 0,6 ve 1,1 Hz degerlerinde iken kosma
frekans1 1,5 Hz degerinin {izerine ¢ikar [19]. L-
CSG3 doku iskelesi bu frekanslarda daha yiiksek
tan delta degerine sahiptir.

3.1.5. MeKkanik test

Basma deneyleri sonucunda elde edilen gerilim-
gerinim egrilerinden her numune i¢in %7 ve
%15 birim sekil degistirme araligindaki lineer
bolge kullanilarak basma modiilleri
hesaplanmistir (Sekil 6B). Lif kabag1 takviyesiz
kontrol grubu numunelerinde genipin orani
degisimi ile basma modiliinde anlamh bir
degisim gozlenmezken, lif kabag takviyeli
kompozit doku iskelelerinde genipin oranindaki
artis ile basma modiil degerleri artmaktadir.
Kontrol grubu numunelerinin ortalama basma
modiil degerleri yaklasik 1-2 MPa iken, lif
kabakli kompozit doku iskelelerinde ise yaklasik
5-9 MPa degerlerindedir.

3.2. In-vitro biyouyumluluk ¢alismalari

Gozenekli yapisi, yeterli su icerigi, viskoelastik
ozelligi, yiikksek tan & degeri ve yeterli basma
modiili dolayis1 ile L-CSG3 doku iskelesi
optimum  olarak  secilmis ve in-vitro
biyouyumluluk ¢alismalart bu doku iskelesi ile
gerceklestirilmistir. In-vitro analiz sonuglari
kitosan (CG3), lif kabag: takviyeli kitosan (L-
CG3), ve kitosan-ipek (CSG3) doku iskeleleri ile
karsilastiriimistir.

3.2.1. tMKH larin akim sitometrik analizleri

Tavsan kemik iliginden izole edilen tMKH'lerin 2.
(Sekil 7a) ve 3. pasaj sonrasinda (Sekil 7A, b) igsi
seklinde ve fibroblast benzeri morfolojiye sahip
oldugu gozlenmistir. 3. Pasaj sonrasinda ~7x106
hiicre elde edildigi hiicre sayim ile belirlenmis
ve hiicrelerin tanimlanmasi i¢in akim sitometrik
analizler gerceklestirilmistir. Analiz
sonuclarinda belirtilen P1 bolgesi analiz edilen
tiim hiicreleri, P2, P3, P4 ve P5 ise sirasiyla CD45,
CD90, CD34 ve CD73 yiizey belirtegleri ile analiz
edilen hiicreleri gostermektedir (Sekil 7B). Akim
sitometrik analiz sonuglarinda, hiicrelerin CD45
ve CD34 belirteglerine gore negatif ve CD90 ve
CD73  belirteglerine  pozitif = ekspresyon
gosterdigi saptanmistir. Elde edilen verilere gore
izole edilen hiicrelerin %74,7’sinin pozitif tMKH
belirteglerini eksprese ettigi ve %2,8’inin negatif
tMKH belirteclerini eksprese ettigi belirlenmis
ve pozitif olan hiicrelerin ayrimlama islemi ile
hiicre kiiltiiriine devam edilmistir.
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Sekil 5. A) Kitosan-ipek ve B) Lif kabag takviyeli kitosan-ipek hidrojel doku iskelelerinin depolama
(E', ici dolu sembol) ve kayip modiilleri (E", i¢ci bos sembol)
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Sekil 6. Hidrojel doku iskelelerinin A) tan delta ve B) basma modiilii degerleri

3.2.2. tMKH'lerin Farklilasma Kapasiteleri

Osteoblast, kondrosit ve adiposit farklilasma i¢in
tMKH’leri 4 hafta boyunca sirasiyla osteojenik,
kondrojenik ve adipojenik besiyerleri ile kiiltiire
edilmistir. Osteojenik farklilasmay1 belirlemek
amaciyla Alizarin kirmizisi ile boyanan oval
sekilli hiicrelerin mineralizasyon birikimleri
kirmizi renkte goézlenmis ve osteoblast benzeri
hiicrelere farklilastiklar1 belirlenmistir (Sekil
7d). Kondrojenik farklilasmay1 incelemek igin
hiicreler Alcian mavisi ile boyanmistir ve

kondrojenik farlilasmay isaret eden,
kondrositler tarafindan iiretilen proteoglikanlar
mavi renkte gozlenmistir (Sekil 7e). Adipojenik
farklilasmada ise Oil red O boyamasi sonrasinda
hiicrelerde olusan yag damlaciklar1 hiicre
sitoplazmasinda  parlak  kirmizi  renkte
gozlemlenmis ve adiposit benzeri hiicrelere
farkhlastiklar1  belirlenmistir ~ (Sekil ~ 7f).
Farklilasma kapasiteleri belirlenen tMKH'ler,
doku iskelelerine ekilmek tlizere kondrojenik
farklilastirilmis hiicreler kullanilarak hiicre
kiiltiirtine devam edilmistir.
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Sekil 7. Tavsan kemik iliklerinden izole edilen tMKH’lerin ( a) 2. ve (b) 3. pasaj sonrasindaki
goriintimleri, ) akim sitometrik analiz sonuglari, d) osteojenik, e) kondrojenik ve f) adipojenik
farklilagtirllmis hiicrelerin goriintiileri
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Sekil 8. Doku iskelelerine ekilmis hiicrelerin LDH sitotoksisite, WST-1 proliferasyon ve kollajen
analiz sonuglar1

3.2.3. Sitotoksite analizi

Doku iskelelerinin
kiltirinin 3, 7

sitotoksik etkisi hiicre

ve 14. ginlerinde
gerceklestirilmistir. LDH analizi sonuglarina
gore, tim doku iskelesi gruplarinda LDH
seviyeleri olduk¢a diisiik ve benzer oranda
gorilmektedir (Sekil 8a). Tiim gruplardaki LDH
seviyeleri 7. ve 14. giinlerde 3. gline gore
nispeten yiiksek goriilse de istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamaistir.

3.2.4. Proliferasyon analizi

Doku iskeleleri iizerine ekilen hiicrelerin
proliferasyonu 3, 7 ve 14. giinlerde WST-1
analizi ile incelenmistir (Sekil 8b). 3. giinde tiim
doku iskelesi gruplarinda hiicre benzer oranda
cogaldigr belirlenmis ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir. Kiiltiiriin 7. ve
14. gilinlerinde gruplar arasinda farkliliklar
gozlenmistir. 7. giinde tiim gruplarda artis
gozlenmis olup CSG3 ve L-CSG3 doku
iskelelerinde diger gruplara gore istatistiksel
olarak anlaml artis saptanmistir. Kiltiirtin 14.
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giininde CG3 doku iskelesi tzerindeki
hiicrelerin diger gruplara gore daha az ¢cogaldig1
gorilmektedir. L-CSG3  doku iskelesine

bakildiginda ise diger gruplardan daha yiiksek
oranda ¢ogalma kapasitene sahip oldugu ve
diger gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml fark oldugu goériilmektedir. Ayni
zamanda CSG3 ve L-CG3 doku iskeleleri arasinda
anlaml bir fark saptanmamis fakat her iki doku
iskelesinin L-CSG3 ile arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu bulunmustur. L-CSG3
hidrojel kompozit doku iskelesi igerigindeki
ipegin hiicrelerin ¢ogalmasinda etkili oldugu
gorilmektedir. 14 giinlik kiltiir siirecinde L-
CSG3 doku iskelesindeki kondrojenik hiicrelerin
diizenli artan bir trende sahip oldugu ve diger
gruplar ile Kkarsilastirildiginda hiicrelerin
proliferasyonunu arttirdig1 gésterilmistir.

3.2.5. Kollajen analizi

Doku iskelelerine ekilen kondrojenik hiicreler
tarafindan {tretilen kollajen miktarlar1 hiicre
kiltiiriiniin 14. ve 21. giinlerinde &lgilmistir
(Sekil 8c). Kollajen miktarlarimin tiim doku
iskelesi ~ gruplarinda 21. glinde arttig1
gorilmektedir. L-CSG3 doku iskelesindeki
kondrojenik hiicrelerin tirettigi kollajen miktar1
diger gruplar ile karsilastirildiginda hem 14.
giinde hem de 21. giinde istatistiksel olarak
anlaml farklilik oldugu saptanmistir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Hidrojel olusumu, zincirler arasinda ikincil
kimyasal etkilesimler ya da iyonik etkilesimler
ile gerceklesen fiziksel capraz baglanma veya
kovalent baglarin olustugu kimyasal ¢apraz
baglanma ile gerceklesmektedir. Calismada,
kitosanin ve ipegin amino gruplarn ile genipin
arasinda gerceklesen kovalent ¢apraz baglanma
reaksiyonu sonucunda doku iskeleleri koyu mavi
bir renk almaktadir. FTIR analizi ile de
gerceklesen bu reaksiyon kanitlanmistir. Ayrica,
capraz baglayici konsantrasyonun artmasi ile
¢apraz baglanma siiresi azalmaktadir.

Biyomedikal alaninda kullanilacak polimerik
malzemeler icin yiizey ozellikleri biiyiik 6nem
tasir. Hiicre tutunmasi ve biliylimesi agisindan
iretilmis olan gozenekli doku iskelelerinde
gozenek boyutu ve yapisi 6nem tagimaktadir.

Uygulama alani ve hedef hiicre tipine gore
istenilen gdzenek boyutu biiyiikliigii degiskenlik
gosterebilirken, gozenek  yapisinin  agik
gozenekli olmasi gerekmektedir. Calismada

tiretilen kompozit doku iskeleleri ve kontrol
grubunun SEM analizi sonuglari incelendiginde,
biitin doku iskelelerinin agik gozenekli bir
yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica SEM
gorintiilleri, Image ] program kullanilarak
incelenmis ve gozenek boyutunun 150-200 pm
araliginda degistigi belirlenmistir. Yan ve
arkadaslarinin =~ 2010  yilinda  yaptiklan
calismada, eklem kikirdagi hasarini gidermek
icin  gelistirdikleri  kitosan-kolajen = doku
iskelelerinin gézenek boyutlarinin 100-200 pm
araliginda oldugu belirtilmistir [20].

Kikirdak ekstraselliiler matrisi hidrofilik bir
ortam oldugu i¢in doku iskelesinin sisme
davranisi degerlendirilmesi gereken 6nemli bir
husustur. Literatiirde kikirdagin 1slak agirhiginin
yaklasik %80'ine kadar su igerdigi belirtilmistir
[21]. Uretilen hidrojel kompozit doku iskeleleri
% 92-94 su icerikleri ile, besin maddelerine kars1
iyi gecirgenlik, hicrelerin kolay biiytmesi,
uygun sisme Kkinetigi ve dogal ekstraselliiler
matrise benzer hidrath bir ortam saglarlar
[22,23].

Eklem kikirdag,, kikirdaga stirekli karmasik

mekanik  yiiklemeye dayanma  yetenegi
kazandiran viskoelastisiteye sahip yiik tasiyici
bir dokudur. Bu nedenle, kikirdak
rejenerasyonunda kullanilacak doku

iskelelerinin viskoelastik 6zellikte olmasi dnem
arz etmektedir [24]. Biitlin kompozit doku
iskelelerinin E' degerleri yiikselen frekans ile
artis gostermistir. Bu da kompozit doku
iskelelerinin viskoelastik davranis gosterdiginin
bir kamtidir. Literatiirde insan eklem
kikirdaginin 1 Hz frekanstaki tan § degeri 0,266
olarak belirtilmistir. Kontrol grubuna ait tan &
degerleri bu degerin altinda kalmaktadir. Lif
kabag takviyeli kompozit doku iskelelerinde bu
degere en ¢ok yaklasan 6rnek L-CSG3 olmustur
[25].

Kompozit doku iskelelerinin basma modiil
degerlerinde diger doku iskelesine gore artis
gozlenmistir. Bu da lif kabaginin doku
iskelesinde takviye malzemesi olarak gorev
aldiginin bir kanitidir. Ayrica, iiretilen doku
iskelelerinin basma modiil degerleri, literatiirde
belirtilen insan eklem kikirdaginin basma modiil
degeri ile (~1,75 MPa) uyumludur [26].

LDH, pek ¢ok hiicre tipinde bulunan sitoplazmik
bir enzimdir. Hiicrelerin plazma zarinda
olusturulan hasar ile LDH enzimi hiicre kiltiiri
ortamina salmir. Bdylece ortamdaki LDH,
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laktatin piriivata doniisiimiinii kataliz eden
enzimatik reaksiyon sonucunda
Olciilebilmektedir. Olgiilen seviye,
sitotoksisitenin gdstergesi olan ortama salinan
LDH miktar ile dogru orantihdir [27,28]. LDH
analizi sonuclarina gore, tim doku iskelesi
gruplarinda LDH seviyelerinin olduke¢a diisiik
seviyelerde gorilmektedir. Hicre kiltiri
stiresiince LDH seviyesinin diisiik seviyelerde
seyretmesi ve artls gostermemesi, doku
iskelelerinin ~ herhangi  bir  toksik  etki
gostermedigini belirtmektedir.

Hiicrelerin ti¢ boyutlu yapilar iizerinde
canliligini devam ettirmesi, cogalmasi ve uygun
biyokimyasal = ortam  olusturmasi  doku
yenilenmesi ve hazirlanan malzemenin doku
tamirindeki islevselligini arttirmaktadir [29].
Doku iskelelerine ekilen kondrojenik hiicrelerin
proliferasyon analiz sonuclarina goére en yiiksek
L-CSG3 doku iskelesi {izerinde hiicrelerin
cogaldigr ve kiiltiir giinlerine gore artan bir
proliferasyon kapasitesi gosterdigi saptanmistir.
Doku iskelesinde bulunan hem kitosan, hem de
ipek bilesiminin yan sira lif kabagi takviyesinin
hiicre proliferasyon kapasitesini arttirdigi
diistinilmektedir. Daha o6nceden rapor edilen
calismalara gore lif kabaginin kikirdak hiicreleri
icin uygun bir li¢ boyutlu yap1 sagladigi ve hiicre
cogalmasimi tetikledigi gosterilmistir [12].
Calismamizda elde edilen sonuglarda, literatiir
ile uyumlu olarak, L-CSG3 doku iskelesindeki lif

kabag1 katkisinin  kondrojenik  hiicrelerin
¢ogalmas1 i¢in uygun bir ortam sagladigl
goriilmektedir.

Kikirdak dokunun en oénemli ve en yogun
bulunan matriks proteini kollajendir ve doku
yenilenmesinde 6nemli bir role sahiptir [30].
Kikirdak doku yenilenmesi i¢in tasarlanan doku
iskelesinin kikirdak dokuyu taklit edebilmesi ve
hem fizyolojik hem de biyokimyasal olarak
kikirdak doku ozelliklerini gostermesi gerekir
[31]. Doku iskeleleri iizerindeki hiicrelerin
kollajen iiretimi dokuyu taklit etmesi agisindan
onemli bir faktordir [32]. Doku iskelelerine
ekilen kondrojenik hiicreler tarafindan tiretilen
kollajen  miktarlar1 tlim doku iskelesi
gruplarinda 21. giinde arttig1 goriilmektedir. L-
CSG3 doku iskelesindeki kondrojenik hiicrelerin
trettigi kollajen miktar1 diger gruplar ile
karsilastirildiginda daha fazla oldugu
gorilmiistiir. L-CSG3 hidrojel doku iskelesinin,
proliferasyon  sonuglarina benzer olarak,
kondrojenik hiicreler i¢cin daha uygun bir ortam

sagladigini, L-CSG3 doku iskelesinde hiicrelerin
daha fazla cogaldig1 ve daha fazla miktarda
kollajen Ttrettigi belirlenmistir. Bdylelikle,
kompozit LCS-G3 hidrojel doku iskelesine ekilen
kondrojenik hiicrelerin proliferasyon
sonuclarina  benzer sekilde, kondrojenik
hiicrelerin daha fazla ¢ogaldig1 ve daha fazla
miktarda kollajen iirettigi belirlenmistir.

Sonug olarak, tiim bu bulgular dogrultusunda L-

CSG3 hidrojel kompozit doku iskelesinin
kikirdak  doku  hasarinda  kullanilabilme
potansiyeli oldugu sdylenebilir.
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