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OZET

Doku miihendisligi giiniimiizde ve gelecekte tibbin en 6nemli tedavi strate-
jisini olusturacaktir. Giiniimiizde rejeneratif tipta siiregelen arastirmalarin
¢ogu doku miihendisliginde biyomateryallerle olusturulan destek ve yapi
malzemesinin (scaffold) gelistirilmesi iizerinedir. Bir biyomateryal olan ki-
tozanin dogal bir polimer olmasi, gozenkli bir yapiya sahip olusu, kimyasal
modifikasyonlara uygunlugu, jel formunda kullanilabilirlik 6zelligi, biyou-
yumlu olmasi ve metabolitlerinin toksik olmamasi; doku miihendisliginde
ilgi odagi olmusgtur. Kitin ve kitozan tiirevi bilesiklerin, biyomateryal ola-
rak cok cesitli alanlarda kullamldigi bilinmektedir. Kitozan tiirevlerinin hiic-
re uyumlu olusu ve lizozimler tarafindan yikilabilmesi bu alanda kullanimi-
ni oldukga arttirmaktadir. Yapilan calismalarda kitozanin in vitro kiiltiir or-
tamlarinda dokularin biiyiime hizi ve doku tabakalanmasi iizerine olumlu
bir etkisi oldugu gosterilmistir. Kitozanin, dokularin matriks iceriginde bu-
lunan glikozaminoglikanlara benzerligi nedeniyle bag dokusu tamirinde ve
organogeneziste oldukca uygun bir biyomateryal oldugu belirtilmektedir.
In vivo calismalarda da kitozanin deri fibroblastlarinda sayisal bir artisa ne-
den oldugu gosterilmistir. Kitozanin membran formu degisik doku kiiltiir-
lerinde hiicre tutunmasi ve hiicreye penetrasyonu iizerine olumlu bir etki-
ye sahiptir. Kitozanin doku miihendisligindeki 6nemli derecedeki mitojenik
aktivitesinin yiiksek oranda deasetile olabilmesine baglanmaktadir. Orga-
nik bir biyomateryal olan kitozanin giincelligini onemli derecede korumasi
kuvvetli diciide sartlara gore degistirilebilen formuna dayanmaktadir.

Anahtar sozciikler: kitozan, doku miihendisligi, polimer

oku mihendisligi; amaca uygun doku ve organ olus-
Dturmak izere canl hiicrelerin, genellikle polimerlerden
olusan destek, iskelet tabaka (scaffold) tizerinde bu hiic-
relerin ve dokunun biyolojik isleyis ve organizasyonunun olus-

turulmasina yonelik bir multidisipliner bilim dalidir. Genel g6-
ris bu bilimdalinin gelecekte ihtiyaca yonelik yasayan viicut par-
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APPLICATION FIELDS OF CHITOSAN IN TISSUE ENGINEERING
ABSTRACT

Tissue engineering will provide the most therapeutical strategy of medicine
currently and in future. Most of the current investigations concerning regen-
erative medicine involves development of supporting and structural materials
(scaffold). Chitosan, as a biomaterial, is a focus of interestin tissue engineering
by presenting the following features such as being a natural polymer, having a
porous structure, being reliable to chemical modifications, easy-to-use in gel
form, being biocompatible, and crating non-toxic metabolites. Derivatives of
chitin and chitosan are widely used as biomaterials in many fields. Being cell
friendly and easy-to-be degraded by lysosomal activity results in its wide us-
age in bioengineering. Investigations pointed out its positive effect on tissue
growth and tissue layering rates. Possesing a similarity to glycosaminoglycans
in tissue matrix, chitosan is defined as a highly suitable biomaterial in connec-
tive tissue regenation and organogenesis. In vivo studies represented its ef-
fects on increasing number of skin fibroblasts. Membranous form of chitosan
has a positive impact on the cellular attachment and penetration. Consider-
able mitogenic activity of chitosan in tissue engineering is related to its high
degree of deacetylisation. Chitosan, as an organic biomaterial, is strongly
preserving its current importance strongly based on its flexibility according
to different conditions.

Keywords: chitosan, tissue engineering, polymer

calarinin Uretilmesi seklinde planlanacadi seklindedir (1). Bu bi-
limdalinin temelini olusturan hiicre kiltird calismalarinda oldu-
gu gibi canl hiicreler; matriks olusumundan, hiicre proliferasyo-
nu ve differansiyasyonundan sorumludur. Bu alandaki ¢alisma-
lar, insan genom projesinin tanimlanmasi, gen ekspresyonunu
kontrol eden hiicre ici ve disi sinyal mekanizmalarinin aydinlatil-
masi, gelisim biyolojisi ve patoloji dallarinda ilerlemenin saglan-
masina blyuk katkilarda bulunmusglardir. Ayrica molekiiler gene-
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tik, immunoloji, cerrahi, biyomiihendislik ve monoklonal antikor
ve asl Uretimi alanlarinda temel destek saglamistir (2).

Rejeneratif tiptaki bu yeni yaklagim Ui¢ boyutlu proliferatif or-
gan ¢alismalarina dnemli bir ivme kazandirmistir. En basarili 6r-
nek yapay deri modellerinin gelistirilmesidir. Bu amacla yapilan
calismalarda, yapay deri olusturulmak tGzere kullanilan organoti-
pik kilturler; epidermal keratinositler, dermal fibroblastlar; poli-
mer ve kollajen esash 6zel filtreler Gzerinde Uretilmektedir. Elde
edilen sentetik deri 6rnekleri greftleme islemleri icin uygun 6zel-
lik tagimaktadir. Bunun disinda deri 6rnekleri irritasyon ve infla-
masyon testleri icin de kullanilmaktadir. (3,4).

Konunun esasini olusturan doku ve hcre kdltirleri bilimin pek
cok alaninda kullanilan bir teknoloji haline gelmistir. Bu yeni tek-
noloji gen terapisi, organ/doku transplantasyon calismalari ve
klonlama ¢alismalarinin ilerlemesine paralel olarak hizla gelismek-
tedir. Doku ve hiicre kiiltiir tekniklerindeki ilerlemeler hayvan de-
neylerinin de yerini almaya baslamistir. Ornegin eskiden hayvan-
lar Gizerine yapilan yeni ilaglarin denenmesi ve yeni tedavilerin ge-
listirilmesi amamci ile yapilan in vitro farmakotoksikolojik calisma-
lar artik hiicre ve doku kiilttirlerinde gerceklestirilmektedir (5).

Doku ve hiicre kilttriiniin dinamik 6zellikleri olan cogalma, g,
besin kullanimi ve {irtin saglanmasi kontrol edilmesi gli¢ olaylar-
dir. Bu nedenle in vivo kosullardaki hiicre etkilesimlerinin karma-
sikhidini in vitro kosullarda yaratmak ¢ok gii¢ olabilmektedir. Bu
konuyu destekleyici nitelikte orijinal dokudaki yapisal buttnli-
gl saglamaya yonelik cok sayida ¢alismalar ve egilimler gelistiril-
mektedir. Bu amacgla organotropik kiiltlrlerde farkli nesil hiicre-
ler kombine olarak ¢ogaltiimaya calisiimaktadir. Bu hususta, am-

niyotik fibroblastlarin olusturdugu hiicrelerden ‘besleyici tabaka’

olusturup uzerinde embriyonik hiicre kilttrlerinin yapilmasi ya
da yapay deri gelistirilmesi gibi 6rnekler verilebilir (2).

2. Kitozan ve tiirevlerinin genel 6zellikleri

Organ kiltiirlerinde tercihen kullanilan organik bir biyomateryal
olan kitozan ve tirevleri, karides ve yengec gibi Crustaceae’lerin
kabuklarinda dogal olarak bulunan kitinin, deasetilasyonu ile
elde edilen yiiksek molekdler agirlikh mukoadhezif bir katyonik
polisakkaritlerdir. Kitin Yunanca zirh kaplamasi anlamina gelen
“kiton” kelimesinden tiretilmistir ve ilk olarak 1811 yilinda Bra-
connot tarafindan mantarlarda kesfedilmistir. 1859 yilinda ise
Rouget kitozani kesfederek ¢ok sayida aragtirmanin 6niini ag-
mistir. Yeni uygulamalar ve yogun calismalar 1930-1940'li yillar-
da agirlik kazanmistir (6).

Kitozanin yapisi, glukozamin ve N-asetil glukozamin monomer-
lerinin B-1,4 pozisyonunda baglanmasi ile olusan bir polimer
seklindedir. Bazi mantar ve maya tirlerinde de bulunmakla bir-
likte ticari kitozan, Crustaceae (eklembacakh kabuklular) famil-
yasina ait deniz kabuklularinda bulunan kitinden elde edilmek-
te olup, dogada sellilozdan sonra en bol bulunan polisakkarittir.

Endustriyel kitozan Uretimi; eklembacaklilarin kabuklarinin eks-
traksiyonu ve ardisik olarak deasetilasyon islemini takiben kitin-
den kitozanin elde edilmesi seklindedir. Kabuklardaki kitinin eks-
traksiyonundaki temel islemler; kalsiyum karbonat ve kalsiyum
fosfat gibi minerallerin ve proteinlerin alkali ve asit muamelesi
ile uzaklastinlmasidir. Elde edilen kitinin ylksek sicaklikta (120
°C'da) % 40 NaOH ile islem gérmesi sonucu, deasetillenmis kito-
zan elde edilir (7,8).

Kitozan, katyonik yapili boyalar, nisastalar, ylizey etken maddeler
ve dort degerlikli amonyum tuzlari gibi organik bilesikler ile ol-
dudu gibi bircok anyonik ve noniyonik polimerlerle de uyumlu-
dur. Cok degerlikli anyonlarla ise, capraz baglanarak jel ve ¢okel-
ti olusturur. Kitozan, civa, kadmiyum, kursun, ¢inko, nikel, krom,
bakir, demir, mangan, glimus, altin ve platin gibi metal iyonlari-
na karsi yiiksek diizeyde afinite gosterir ve kompleks olusturur
(9). Bu ozellikleri ile, scaffold yapi olusturmak icin ideal bir biyo-
materyal 6zelligi tasimaktadir. Kitozanin vizkozitesi, yara iyiles-
mesi, hiicre proliferasyon hizi gibi olaylarda 6nem kazanmak-
tadir. Bu vizkozite, 1sinin azalmasi, artan kitozan konsantrasyo-
nu, deasetilizasyonun artma derecesi gibi nedenlerle artis gos-
termektedir (6). Ozellikle yiiksek oranda deasetile olan kitozanin
mitojenik aktivitesinin ylksek oldugu belirtiimektedir (10-13).
Bu o6zellkleri kitozana organogenezte aranilan bir biyomateryal
ozelligi kazandirmistir.

3. Kitozan ve tiirevlerinin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri

1960l yillardan itibaren kitinin deasetilasyon tiirevi olan kitozan
ile ilgili caismalar oldukca yogunluk kazanmistir (14-16). Kitin,
beyaz renkte, suda ¢éziinmeyen, sert, elastik olmayan ve azot
bakimindan zengin (deasetilasyon derecesine bagl olarak % 5-8
arasinda degismektedir) bir bilesiktir. Kitinin, hidrofobik, suda ve
bir cok organik ¢oziiclide ¢dzlinmeyen bir yapisi olmasina kar-
sin, kitinin deasetilasyon tiirevi olan kitozan, asetik asit, formik
asit gibi seyreltik asitlerde ¢6zinir. Asit ortamda amino grupla-
rinin protonasyona ugramasi sonucunda ise suda ¢oztinebilir bir
ozellik kazanir (17).

Kitozanin deasetilasyon derecesi ve molekiler agirhgi, en 6nemli
ozelliklerindendir. Katyonik yapida olan kitozanin, molekul agirhigi
(25 -2000 kD) ve deasetilasyon derecesi (% 40-98) liretim kosulla-
rina bagli olarak degiskenlik gosterir. Kitozanin ¢6zinurligl, mo-
lekiler agirhgi ve deasetilasyon derecesine baglidir. Dlsuik dease-
tilasyon derecesine sahip kitozanin, sadece pH 9.0 ve lizerinde ¢6-
zlinebilir oldugu, buna karsin yiiksek deasetilasyon derecesine sa-
hip kitozanin, pH 6.5 ve altinda ¢6ziinir oldugu, notral ve alkali pH
degerlerinde ise ¢6ziinmedigi gosterilmistir. Yiiksek deasetilasyon
derecesine sahip kitozanlar; glutamik asit, hidroklorik asit, laktik
asit ve asetik asit gibi organik ve inorganik asitlerle tuz olusturarak
¢Ozlinur. Kitozan, asitlerde ¢6ziinduglinde lineer polielektrolit bir
ozellik kazanir ve pozitif yukli kitozan, polianyonlarla ve negatif
yuklu yiizeylerle kuvvetli bir etkilesim gosterir. Bu nedenle, nega-
tif ylkll proteinler, aniyonik polisakkaritler ve nikleik asitler gibi
molekiiller ile etkilesime girip ¢okelti olusturabilir (18). Bu 6zellik-
leriile ideal bir scaffold materyalidir.
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Sekil 1. embriyonik fare fibroblastiarinin % 2 ‘lik kitozan membran formunun
Uzerinde dretildigi deneysel ¢aligmada taramall elektron mikrografta hiicrelerin,
tabanda bulunan kitozan membranina sikica yapisarak doku olusumunu
hizlandirdiklan, ti¢ boyutlu forma ulagtiklan (**) ve fibroblastik karakterle
uyumlu bir yapi (<) kazandiklar izlenmektedir. x 500

Kitozanin ¢6zuniirligu tizerinde etkili bir diger faktor de, ¢ozelti-
de tuzlarin bulunmasidir. Coziinurliik, ortama tuzlarin eklenme-
siile degisir ve iyonik kuvvetin artmasiyla ¢6ztinirlik azalr. Kito-
zan tuzlari, (kitozan glutamat, kitozan klorid vb.) genellikle suda
¢Ozlinebilir (18).

Kitozan ¢ozeltisinin viskozitesi, kitozan konsantrasyonuna, si-
cakliga ve deasetilasyon derecesine bagh olarak degisir. Visko-
zite, kitozan konsantrasyonu ve deasetilasyon derecesi ile dog-
ru orantili, sicaklik ile ise ters orantil olarak artar. Kitozan, yiiksek
molekiler agirhgi ve dogrusal dallanmamis yapisi nedeni ile asi-
dik ortamlarda ideal bir viskozite arttirici olarak kullanilabilir (19).

Kitin ve kitozan turevleri, hem tek hiicreli canhlarda hem de yik-
sek organizasyonlu 6karyotik organizmalarda enzimatik olarak
yikima ugrayabilmektedir (20). Mikroorganizmalarda bulunan
kitinaz ve kitozinaz enzimleri ve yiiksek organizasyonlu canlilar-
daki lizozomal enzimler, kitin ve kitozani parcalarlar. Enzimler, ki-
tin ve kitozani olusturan monomerler arasindaki N-asetil--(1-4)
glukozamin baglarini koparir. Yikim trling, yliksek organizasyon-
lu canlilarda enerji kaynadi olarak da kullanilabilen ve dogal bir
monosakkarid olan glukozamindir. Kitozanin, lizozomal enzim-
lerin etkisi ile parcalanabilmesi ve yikim Grliniinlin de zararli bir
monomer icermemesinin sonucu olarak fizyolojik olarak giive-
nilir olmasi, bu polimerin hiicre ve doku kiiltlri ¢alismalar ya-
ninda farmasoétik alanda da kullanimi agisindan biyiik 6nem ta-
simaktadir (21,22).

Kitin ve kitinin deasetilasyon Urlini olan kitozanin; mutajenite,
pirojenite, hemoliz, sub-akut, akut ve kronik toksisite testleri ile
biyolojik olarak uyumlu ve diisiik toksisiteye sahip bir polimer ol-
dugu gosterilmistir. Ayrica, kitozanin allerjik ve iritan etkisinin ol-
madigi bu nedenle de hem saglikli hem de hasta bireylerde der-
mal olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir. Kitozanin, farelerde
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Sekil 2.embriyonik fare fibroblastlarinin % 2 ‘lik kitozan membran formunun
lizerinde (iretildigi deneysel galigmada gegirimli eletron mikrografta belirgin
doku olugsumunu yansrtir nitelikte siki baglantilarin son derece iyi gelistigi (<)
ve fibroblast formunun korundugu (*) izlenmektedir. x 5000

oral uygulama sonrasi LD, degerinin 16 g/kg, intraperitonal uy-
gulama sonrasi ise LD, degerinin 350 mg/kg oldugu saptanmis-
tir. Elde edilen bu degerler seker ve tuzun LD, degerine ¢ok ya-
kindir (22).

4, Kitozanin biyomedikal ve farmasotik kullanimi

Kitozanin, dokularin matriks iceriginde bulunan glikozaminog-
likanlara benzerligi nedeniyle bag dokusu tamirinde ¢ok uy-
gun bir biyomateryal oldugu belirtilmektedir (6,24-26). Ayni za-
manda kitozanin biylime faktorlerini de uyardidi bildiriimekte-
dir (26). Bu 6zellikleri nedeniyle kitozanin, yara epitelizasyonunu
arttirdigi ve dermisde sinir ve kan damari rejenerasyonunu hiz-
landirdigi, dolayisi ile yanik ve dnemli deri hasarlarinin tedavisin-
de Ortl materyali olarak kullanilabilirliligi gosterilmistir (16, 27,
28). Kitozan, hiicre proliferasyonunu arttirarak bag dokusu olu-
sumunu hizlandirmaktadir (25, 29). In vitro kiltlr ortamlarin-
da dokularin blylme hizi {izerine etkisi oldugu bilinen kitozan,
hiicre sayisini ve dokuda tabaka sayilarinin artisini hizlandinir ( 2,
30, 31). Yapilmis olan in vivo calismalarda kitozanin deri fibrob-
lastlarinda sayisal bir artisa neden oldugu, keloid olusumunu ise
azalttigi belirtilmektedir (32).

Kitozanin, membran seklinde kullanildiginda degisik doku kdltir-
lerinde tutunmay arttirici bir 6zellige sahip oldugu bildirilmistir
(29,33). 3T3 embriyonik fare fibroblastlarinin % 2 ‘lik kitozan memb-
ran formunun Uzerinde Uretildigi deneysel calismada taramali ve
gecirimli elektron mikroskopik incelemelerde fibroblast hiicreleri-
nin uzantilarinda belirgin artis, hlicre mebranlarinin korunmasi ve
hiicrelerarasi baglantilarin siki konumu seklindeki bulgular dikkati
cekmistir (Sekil 1 ve 2) (2) . Ayni calismada, Kitozanin kollajen sal-
gilanmasinda da belirgin bir artisa neden oldugu belirtilmektedir
(Uslu 2008). Bu bulguyu destekleyen goriisler benzer calismalarda
da belirtilmistir (28).
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Kitozan sahip oldugu fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri ne-
deni ile tarimsal amacl olarak; cesitli tahil, meyve ve sebzelerin
mantar ve benzeri mikroorganizma enfeksiyonlarina karsi korun-
masinda; kagit endustrisinde seliiloz gibi destek materyali olarak;
tekstilde boya baglama 6zelliginden dolayi adartici olarak; koz-
metik enddstrisinde sag ve cilt bakim Grtinlerinde; medikal alan-
da hemostatik ajan olarak yara ve yaniklarin tedavisinde; antimi-
kotik etkisi nedeni ile antifungal ajan olarak; diyet programlarinda
yag asidlerini baglayici 6zelliginden dolay zayiflatici, kolestrol dui-
sUrticli diyet Uriin olarak; antikolesterik ve antiaterosklerotik 6zel-
ligi nedeni ile hiperbilirubinemi, hiperkolesteronemi, dermatit ve
purilan hastaliklarin (lilserasyon, pododermatit, flegmon) tedavi-
sinde ila¢ olarak; oftalmolojide kontak lens yapiminda; cerrahide
greft, stent ve slitlir materyali olarak kullaniimaktadir. Biyotekno-
lojik alanda ise kitozan dolgu materyali olarak kromatografik calis-
malarda, hiicre ve enzim enkapsulasyonunda ve doku miihendis-
ligi calismalarinda kullaniimaktadir (19,34).

Kitozanin, en énemli kullanim alanlarindan bir digeri de ilag en-
dustrisidir. Farmasotik amacgla, ilag tasiyici temel ve/veya yardim-
<1 materyal olarak tabletler, grandiller, hidrojeller, nano ve mikro-
partikiler sistemlerin hazirlanmasinda kitozan kullanimi olduk-
¢a yaygindir (21,35). Viicutta ani ila¢ serbestlesmesinin 6niine
gecmek amaciyla uygun tasiyici sistemlerin gelistirilmesine yo-
nelik olarak, biyolojik olarak yikima ugrayabilen ve toksik etkile-
ri diisiik polimerlerin kullanimi oldukca 6énemlidir (36). Bu kap-
samda, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri iyi bilinen kitin ve kitozan
turevleri ile polimerizasyon, iyonotropik jellesme vb. yontemleri
sonrasi olusturulan nano-mikrokiire, nano-mikrokapsil ve bon-
cuklar, ilag tastyici sistem olarak buyiik bir potansiyele sahiptir-
ler. Bu yapilar arasinda etkenligi en fazla bilinen form olan hid-
rojel formu, yliksek miktarda ilag tasinmasina ve kontrollii salima
uygun bir olusum olarak bilinmektedir (32,37).

Kitin ve kitozan tiirevi polimerlerin kullaniminda, mevcut uygu-
lamalar diginda ideal kontrolll salim formilasyonlarinin gelisti-
rilmesi yoniinde ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir (38).

5. Tasiyici sistem olarak kitozan

Doku mihendisliginde kullanilan biyomateryallerden olusan
yapi iskeleti bazi temel &zelliklere sahip olmasi gerekmekte-
dir. Bu ozellikler biyouyumlu olmasi, biyoyikilabilir olmasi, sin-
yal molekiillerine ve matriks yayilimina izin verecek 6l¢lide po-
roz yaplya sahip morfolojide olmasi, toksik ve immunojenik ol-
mamasi, optimal mekanik destekte olmasi seklinde 6zetlenebi-
lir (Yin 2009). Bu 6zellikleri ile 6ne ¢ikan kitin ve kitozan tirevi bi-
lesiklerin, biyomateryal olarak ¢ok ¢esitli uygulama alanlari bu-
lunmaktadir. Bu kapsamda tipta cerrahi malzemeden, yapay deri
ve organ uygulamalarina kadar ¢ok genis bir yelpazede kullanil-
maktadir (40).

Sadece kiguk molekil agirlikli aktif maddelerin degil, ayni za-
manda peptid, protein, genetik materyal (DNA ve RNA) ve oli-
gonikleotidler gibi kompleks molekiillerin viicuda verilmesinde
de tasiyici sistem olarak kitin ve kitozan tirevleri dnemli bir po-

tansiyele sahiptir. Kitozan, topikal okiler uygulamalar, implan-
tasyon veya enjeksiyon gibi cesitli uygulamalara izin veren bir
biyo-uyumluluga sahiptir. Viicutta lizozim enzimi ile metabolize
olur ve biyolojik olarak yikima ugrayabilir 6zelliktedir (41). Bu ne-
denle, 6zellikle genetik materyalin tedavi amach kullanimini he-
defleyen calismalarda, tasiyici olarak kitozan ve kitozan tirevli
sistemler Uzerinde yogun calismalar yapiimaktadir.

Gen tedavisi amagli calismalarda gen tasiyici sistem olarak, ki-
tin ve kitozan tirevi polimerlerin farmasoétik endistride kullani-
mi ¢cok eskiye dayanmamaktadir. Plazmid vektorler icin kitozanin
taslyici sistem olarak kullanilabilecegine dair ilk calisma, 1995 yi-
linda yilinda gergeklestirilmistir (42). In vivo kosullarda yikima
ugrayabilen, toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlulugu yuik-
sek ve disiik diizeyde immin yanit olusturan polimerler, gen-
lerin 6karyotik hiicrelere transfer edilmesi calismalarinda, ideal
bir tastyici sistem gelistirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Do-
gal yapida katyonik bir polisakkarit olan kitozan, biyolojik ola-
rak uyumlu olmasi, diisiik immiinojenitegdstermesi, toksik etki-
ye sahip olmamasi ve diger polimerlerle karsilastirildiginda ¢ok
daha ucuz olmasi nedeniyle, viral ve lipid araciligi ile olusturulan
gen transferi calismalarina iyi bir alternatif olusturmaktadir. Son
yillarda, non-viral tasiyici sistem olarak kitin ve kitozan tlrevi po-
limerlerin kullanimi ile ilgili cahismalar oldukca artmistir. Kitin ve
kitozan turevleri gibi dogal polimerler ile olusturulacak gen ta-
styici sistemler, hem DNA molekillini dis etkenlere karsi viicut-
ta korumalari, hem de hiicreye giriste temel problem olan bari-
yerlerden gecisi kolaylastirmalari bakimindan bliyiik bir potan-
siyele sahiptirler. Gen taslyici sistem olarak kitozan kullanilarak,
DNA-kitozan kompleksleri ve kitozan mikrokireler ile in vitro ve
in vivo transfeksiyon-ekspresyon calismalarinda olumlu sonuglar
alinmustir (43). Kitozan, bu 6zelligi ile doku ve hiicre kiltiiri calis-
malarinda gen tasiyici sistem olarak kullanim kolayligi saglamis-
tir (psoriazis, tek gen hastaliklari, kistik fibrozis, kanser arastirma-
lari, nérodejeneratif hastaliklar vs).

6. Doku miihendisligi ve yapay organ uygulamalarinda
kitozan tiirevleri

Doku muhendisligi aracihigi ile gerceklesen doku rejenerasyo-
nu, rejenere olan dokularin organize olmasi, takviye edilmesi ve
desteklenmesi biyolojik olarak yikilabilen polimerlerin kullani-
mi ile cok yakin bir parallelik géstermektedir. Polimer yapi, biyo-
aktif maddeler icin tasiyici bir matriks olarak rol alirken, ortam-
daki hicrelerle isbirligi olusturulmasi asamasinda da rol oynar.
Biyomateryallerin biyoaktif molekiiller ve hicreler icin 6nem-
li bir tastyicilik gorevi vardir. Tastyici matrikslerde aranan 6zellik-
ler arasinda, ekstraselliiler matriks elemanlari, blytime faktorleri
ve hiicre yuzeyi reseptorleri ile spesifik etkilesimleri icermesi 6n
planda gelemktedir (21).

Bu 6zellikleri tastyan kitin ve kitozan tiirevi bilesiklerin, biyoma-
teryal olarak ¢ok cesitli alanlarda ve doku miihendisliginde kul-
lanildigr bilinmektedir (27,44).
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Kitozan ve kitin tlrevlerinin in vivo ve in vitro ortamlarda ¢ok farkli
turde ve degisik yapidaki hiicre tipleriyle iligkilerini iceren yayinla-
ra siklikla rastlamaktayiz. Son dénemlerde doku iskeleti olarak ¢cok
saylda dogdal ve sentetik polimer esasl materyaller kullaniimakta-
dir. Kong ve arkadaslari calismalarinda kitozan biyopolimerlerinin
doku mihendisliginde en etkin materyal oldugunu savunmus-
lardir (45). Son zamanlarda genelde sinir hiicreleriyle yapilan ca-
hsmalar oldukga fazla sayidadir. Bununla birlikte, vaskiler endo-
tel hiicreleri, diiz kas hiicreleri , keratinositler, kondrosit hiicrele-
ri, hepatositler, fare fibroblastlar ve deri fibroblastlar kullanilarak
da ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu arastirmalarda kitin tiirevle-
ri ve 6zellikle kitozanin her hiicre tipi icin farkl sonuglar dogurdu-
Jgu gozlemlenmistir. Ayrica her fenotipik 6zellik icin kitozanin farkli
bir destekleyici 6zellik gosterdigi ortaya konulmustur.

Kitozanin, hiicre proliferasyonunu destekleyerek bag dokusu olu-
sumunu hizlandirdigi bilinmektedir (6,25). Kitozanin ayni zaman-
da bliyiime faktorlerini de stimiile ettigi yapilan calismalarda sap-
tanmistir (34,46).

In vitro kultlr ortamlarinda dokularin biiylime hizi tizerine kitoza-
nin dnemli bir etkisi vardir. Kitozanin doku kdltiirlerinde tabaka sa-
yisini arttirici etkisi Gnemle vurgulanmaktadir (Kitozanin, memb-
ran seklinde kullanildiginda degisik doku kdltiirlerinde tutunmayi
arttirici bir 6zellige sahip oldugu bilinmektedir (29,47). Biyomater-
yal uygulamalarinda hiicresel yanit, deneyin en 6nemli basama-
gidir. Biyomateryal (izerine tutunan hiicrelerin biyouyumlu olan
materyal ile temasindan hemen sonra ortaya ¢ikacak olan hiic-
resel davranis, deneyin gidisatinin habercisi olmaktadir. Hiicresel
temastan hemen sonra ortaya ¢ikan hiicresel bazdaki degisiklik-
ler bu etkilesimin sonucunda meydana gelir. Bu hiicresel degisim
hiicre ile biyomateryal arasindaki etkilesimin boyutunu gosterir
(27,48). In vitro ortamda hiicrelerin membran tizerinde tutunabi-
lirliligi ylizey 6zellikleri ile ilgili olup, membran ylizeyinde olusan
protein alan tarafindan yonlendirilir (12). Bir bagka deyisle, memb-
ranin protein absorbsiyon orani hiicre tutunmasinda énemlidir.
Membran yiizeyindeki bu protein alani, yiizey yiik miktan (serbest
ylizey enerjisi) ve kimyasal yapi ile ilgilidir (49).

Yapilan diger bir calismada kitozanin soliisyon formunun da
membran kadar olmasa dabhi, belli bir oranda hiicre proliferasyo-
nunu arttirdigr taramali ve gegirimli elektron mikroskopik yon-
temlerin yanisira MTT, bromodeoksitiridin (BrdU) gibi cesitli ana-
liz teknikleri ile de gosterilmistir (2).

Minoura ve arkadaslari PVA (polivinil alko)-kitozan hidrojel ile
yaptiklari in vitro calismada kitozan konsantrasyonunun L-929
fibroblast hiicre sayisina ve canliligina olan etkilerini incelemis-
lerdir. % 99,85 deasetilasyonlu kitozan ile hazirlanan hidrojeller
liyofilize edildikten sonra % 2.0, 5.0, 10, 15, 20, 30 ve 40'lik kon-
santrasyonlarindaki kitozan sonuclarini karsilastirmali olarak de-
gerlendirmislerdir. Elde edilen sonuglara gore %15 ve %40'lik
konsantrasyon oranindaki PVA-kitozan hidrojellerde fibroblast-
lar birbirine ¢cok yakin sonuclar ¢ercevesinde canl kalabilmisler
ve ¢ogalabilmislerdir. Bu sonucun temel nedeni olarak; homo-
jen %15 ve heterojen %40 PVA-kitozan hidrojelinin yiizey kon-

santrasyonlarinin birbirine yakin olmasi belirtilmistir. Ayrica hiic-
relerin yasayabilme ve cogalabilmeleri icin karisimdaki kitozan
konsantrasyonu arttik¢a hiicre sayisinin da arttigi sonucuna va-
nimistir. Bu etkilesimin; kitozan molekilintin NH, grubuyla, hiic-
relerarasindaki elektrostatik etkilesimden ve kitozan molekili-
niin N-asetil glikozamin Unitesi ile hiicredeki bir reseptor arasin-
da biyospesifik etkilesimden kaynaklanabilecegi belirtilmistir.
Chuang ve arkadaslari polivinil alkol (PVA) ile kitozanin % 4.0'ltk
karisimi ile hazirlanan membran ile sadece PVA'dan hazirlanan
membranin, insan fibroblast (L-929) kiiltlrl Gzerindeki etkileri-
ni karsilastirmiglardir. Sonuglar taramali elektron mikroskopisi ve
MTT analizi ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, PVA/ki-
tozan membranin PVA'ya kiyasla daha avantajli oldugunu goés-
termistir. Bu ¢alismada, kitozanin eklenmis oldugu membrana,
PVA ile hazirlanmis olan membrana kiyasla daha fazla sayida fib-
roblastin tutundugu ve daha hizli fibroblast proliferasyonunun
gerceklestigi, tutunan hiicrelerin canliligini daha saglikl stirdir-
digu, pordz yapisi nedeniyle hiicrelerin daha iyi tutunabilece-
gi ideal membran yiizeyinin olustugu, fibroblastlarin iyi dagihm
ve yayllim gostermis oldugu ve tiim bu farkliliklarin kitozandan
kaynaklandigi gortist bildirilmistir. Kitozanli membranda daha
iyi sonug alinmasinin sebebi olarak, PVA iceren membranda ki-
tozan iceren membranda yer alan protein baglama bélgelerinin
olmamasi, dolayisiyla fibroblast gelisiminin engellenmesi seklin-
de vurgulanmistir (50).

Germershaus ve arkadaslar da calismalarinda gen tasiyici sis-
tem olarak kullanilan trimetil kitozanin bu amaca yonelik olarak
en uygun materyal olarak secildigini ve bu baglanma boélgeleri-
nin ‘tastyici molekil’islevi acisindan basarili sonuglar alinmasin-
da etkin olduklarini géstermislerdir (5).

ideal bir biyomateryalin antijenik 6zelliginin olmamasi, hastalik
taslyict olmamasi (mikrobiyal ézellik tasimamasi) ve doku iyiles-
mesini tesvik edebilmesi, ancak uygun bir sterilizasyon yonte-
mi ile saglanabilmektedir (15,52). Yan ve arkadaslari da calisma-
larinda greft teknolojisi ve sterilizasyon arasindaki iliskinin éne-
mini vurgulamiglardir. (53). Ancak sterilizasyon icin uygun olan
yontem, bu 6zellikleri saglarken hem materyale hem de hiicrele-
re zarar vermemelidir. Tipta greft materyallerin sterilizasyonu si-
rasinda karsilasilan en 6nemli sorun, islem sirasinda materyalin
bazi 6zelliklerinin sterilizasyon ydontemine bagli olarak kaybedil-
mesidir. Bu nedenle her biyomateryalin fiziksel ve kimyasal 6zel-
liklerine en uygun sterilizasyon yontemi tercih edilmelidir. Litera-
tur verileri incelendiginde kitozan materyalin sterilizasyon yon-
temleri ile ilgili farkli gorusler vardir. Kitozanin sterilizasyonunda
filtre sterilizasyonu (46), otoklav sterilizasyonu alkol sterilizasyo-
nu kuru hava (37), gluteraldehit eklenmesi metodu ile sterilizas-
yon (37), gaz sterilizasyonu-etilen dioksit (46), gama isimasi (34)
gibi yontemler kullaniimaktadir. Khor ve ark. (37), yaptiklan ca-
ismada kuru hava, doymus buhar basinci ve gama isimasi yon-
temlerinin kitozan materyali tizerindeki etkilerini incelemislerdir.
Bu calismada etilen oksit artik birakmasi nedeni ile degerlendir-
meye alinmamis, kuru hava sterilizasyonuna maruz kalan kito-
zanin daha az ¢6zlindigl hatta daha ileri durumlarda asidik or-
tamda bile ¢6ztinmedigi saptanmis, otoklav sterilizasyonu uygu-

132 ACU Saglik Bil Derg 2010(1):128-135



Arbak S ve ark.

landiginda ise kitozanin icinde biytik capli termal olaylarin ger-
ceklestigi bunun sonucunda da suda ¢6ziinememe, orijinal ge-
rilme direncinin % 80'inin kaybedilmesi gibi durumlarin ortaya
ciktigi belirtilmistir. Gama isimasinin ise kitozan icinde zincirin ki-
rilmasina neden oldugu rapor edilmistir. Bir baska goriise gore
asidik pH'li kitozan ¢ozeltiler otoklav ile steril edilmek istendigin-
de, polimer zincirde asidik hidroliz olusabilecedi bildirilmistir. Di-
ger taraftan nétral pH'li (6,8-7,2) kitozan ¢ozeltisinde ise yiiksek
pH derecesine bagh olarak biyolojik yikimin daha az gergekle-
sebilecedi ileri sirilmustir. Zahraoui ve arkadaslari ise iyonizas-
yon isimasinin vizkozite ve molekiiler agirlik kaybina yol acabile-
cegini belirtmislerdir (52). Mekanik duyarlihgin kritik 5neme sa-
hip olmadigi uygulamalarda 10 dakikalik otoklav sterilizasyonu-
nun yeterli olacagi 6ne surilmustir.

Yapilan arastirmalarda kitozanin pH'sinin da hiicre tutunmasi Gize-
rine etkisinin cok 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Kitozan bi-
yomateryalinin asetik asitten kaynaklanan asidik ortamini nétra-
lize etmek amaciyla calismalarda cesitli derecelerde ve oranlarda
NaOH kullanildigi ve bu sekilde sodyum hidroksit eklenmesi ile
pH'si ayarlanan kitozan membranlarin tizerinde daha fazla sayi-
da hicre tutundugu gosterilmistir. Kullanilan membranin fiziksel
ozelliklerinin, sterilizasyon metodunun, serum varliginin, formal-
de yer alan diger maddelerin, ¢éziicliniin toksik degerinin, kitozan
maddesinin molekiiler agirhiginin ve konsantrasyonunun calisma-
nin sonugclarina etki ettigi distintlmektedir (6).

Doku miuhendisliginde, hicrelerin tutunmasini, beslenmesi-
ni, yayllmasini kolaylastiracak ve oksijenlenmesini arttiracak tc¢
boyutlu yapilarin olusturulmasi agisindan por olusumu olduk-
¢a 6nem kazanmaktadir. Ayrica membranlarin siingerimsi poroz
yapida olusturulmasinin, in vitro ortamda hiicrelerin bu yapiya
tutunarak siviyt emmeleri acisindan uygun ortami yaratacagi yo-
lunda bir goris bulunmaktadir. Zhu ve arkadaslar bu konudaki
calismalarinda doku miihendisligi alanindaki ¢alismalarda kulla-
nilan organik biyomateryallerin ekstrasellller matriks bilesenle-
ri ile kombine edildigi takdirde daha basarili sonuglar elde edi-
lebilecegini gostermislerdir (54). Ayrica biyomateryallerin kol-
lajen ile kombine edilmis oldugu calismalar mevcuttur (24,54).
Wang ve arkadaslar biyomedikal amach olarak diisuk toksisite-
li cozeltilerle hazirladiklar poliglikolid-(PGA)-kitozan karisimla-
rindan yeni, pordz, modifiye edilebilen, biyouyumlu ve biyolo-
jik olarak yikilabilen hibrid matriksler hazirlamislardir. Kiltir or-
taminda fibroblast hiicrelerinin PGA-kitozan matriksiyle biyou-
yumlu oldugu ve bu nedenle fibroblastlarin daha yogun prolife-
rasyon gosterdikleri bildirilmistir. Elde edilen sonuclar fibroblast
hiicrelerinin canhliklarini korumalarinin yani sira, ayni zamanda
morfolojik yapilarinda da herhangi bir degisiklik olmadigini gos-
termistir. Arastirmacilar hiicre sayilarindaki bu farkliligin, baslan-

gicta matrikslere tutunan hicrelerin sayisindaki farkhilktan kay-
naklandigini, farkh proliferasyon oranlarinin buna etkisinin olo-
madigini ileri sirmuslerdir. Bu hususu da, bu matrikslerdeki iki
katina ¢ikma siiresi miktarlarinin yaklasik olarak ayni oldugunu
(~24 saat) belirtmislerdir (24).

Biyouyumlu olan kitozanin hiicre adhezyonunun viabilitesini ve
vitalitesini arttirmasi, proteoglikanlara benzeyen kimyasal 6zel-
likleriyle iligkilendirilmistir (2). Wang ve arkadaslari, kemik ve
doku mihendisligi alanindaki ¢alismalarinda kollajen ve kito-
zan iceren materyalleri kombine olarak kullanmislardir (24). Ben-
zer bir arastirmada ise Kong ve arkadaslari nanohidroksiapatit/
kitozan kullanarak, kemik tiretiminde kitozan materyalin hiicre
uyumunu arastirmiglar ve ¢calismalarinin sonucunda en iyi doku
muihendisligi membran materyalinin kitozan oldugunu vurgula-
miglardir. Ayni arastiricilar daha sonraki yillarda kitozanin yalniz-
ca hiicre proliferasyonunda degil, preosteoblast kiiltrlerinin dif-
ferasyonunda da kullanilmasinin miimkin oldugunu géstermis-
lerdir (45).

Genel olarak htcrelerin tutunabilmesinde, membranin yapi-
s, membranin yuzey yikd, ylizeyin protein baglama kapasitesi,
membranin kombine edildigi materyal tipi ve hiicre uyumlulu-
gu 6nemli faktorler arasinda sayilmaktadir. Bununla birlikte, ki-
tozanin hicreler Uzerindeki farkli destekleyici 6zelligi, donor
hiicre fenotipi ve yiikd, kitozanin deasetilasyonu, molekul agir-
g1 ve sterilizasyon yontemi sonuglar tizerinde etkili olabilmek-
tedir (3,27).

Kitozan esasli materyallerin minimal dlizeyde immun reaksiyon-
lara sebep oldugu, biyouyumlu bir materyal oldugu gorisi ha-
kimdir (2,23). Bu gorisi destekler sekilde Uslu ve arkadaslarinin
bir diger calismasinda da elde edilen sonuclar beklentiler dog-
rultusunda kitozanin toksik olmayan bir materyal oldugunu gos-
termistir (2).

Sonug olarak yapilan calismalar ve taranan literatur bilgileri ; ki-
tozanin hiicre ve doku mihendisliginde givenli, hazirlanisi ve
kullanimi kolay, ucuz ve etkili bir biyomateryal oldugu goriisu-
ni kuvvetli derecede desteklemektedir. Ayrica doku miithendis-
liginde o6zellikle kitozanin, ticari membran formlara iyi bir alter-
natif olusturduguna dair basarili calisma sonuclari elde edilmis-
tir. Arastirma gurubumuz tarafindan da hiicre kiltiiri ve ileriye
yonelik doku miihendisligi —yapay organ- amacli gerceklestirilen
calismalar ve projeler ile nanoteknoloji ¢caginda, kitozanin biyo-
materyaller arasinda 6nemli bir yer almasi gerektigi inanci ile ya-
pilanlari destekliyor ve bu konudaki ¢alismalarimizla bu teknolo-
jiye katkida bulunmayi hedefliyoruz.
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