T.C. DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
PLASTIK, REKONSTRUKTIF VE ESTETIiK CERRAHI

ANABILIM DALI

UC BOYUTLU DERMAL FiBROBLAST ICEREN
TERMOPLASTIK POLIURETAN VE POLIDIMETIL SILOKSAN
DOKU iSKELELERINIiN YARA YATAGINDA OLUSTURDUGU

MIKROVASKULER DEGISIKLIKLERIN INCELENMESI

TIPTA UZMANLIK TEZi

Dr. Safa Eren ATALMIS

IZMIiR 2025



T.C. DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
PLASTIK, REKONSTRUKTIF VE ESTETIiK CERRAHI

ANABILIM DALI

UC BOYUTLU DERMAL FiBROBLAST iICEREN
TERMOPLASTIK POLIURETAN VE POLIDIMETIL SILOKSAN
DOKU iSKELELERINIiN YARA YATAGINDA OLUSTURDUGU

MIKROVASKULER DEGISIKLIKLERIN INCELENMESI

TIPTA UZMANLIK TEZi

Dr. Safa Eren ATALMIS

TEZ DANISMANI

Prof. Dr. Mustafa YILMAZ

IZMiR 2025



TESEKKURLER

Uzmanlik egitimim siiresince kazanimlarimda biiyiik pay sahibi olan, bilgi ve
deneyimlerinden yararlandigim i¢in kendimi sanslt hissettigim basta danisman hocam
Prof. Dr. Mustafa Y1lmaz olmak iizere hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Fatih Alp Oztiirk ve

Dr. Ogr. Uyesi Alper Geyik’e saygilarimi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Uzmanlik tezimin cerrahi ve degerlendirme asamalarinin gerceklesmesinde
biiyilk yardimlar1 olan, birlikte caligmaktan biiylik keyif aldigim Dokuz Eyliil
Universitesi Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi asistan ekibine ve klinigin diger

saglik calisanlarina ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak egitim ve meslek hayatimda gelisimimi maddi ve manevi olarak
strekli destekleyen annem ve kardesime sonsuz tesekkiirlerimi sunarken tim
imkanlarimi ve yeteneklerimi borg¢lu oldugum maalesef bu borcu édeme imkanim

kalmayan babami yad ederim.

Dr. Safa Eren ATALMIS



ICINDEKILER

TESEKKURLER .........ooooiiiioteieeeeeeeeeee e e te et e s et s et s ettt en s et ss st st et en s eneneneas i
TABLOLAR DIZINI .....coooooiiiiiiiiiiiisse s iv
SEKILLER DIZENT ......ocoooiiiieeoeoeeeee ettt ettt et v
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI.........ccoocooiiiiiiiiieecseee e, viii
OZET o IX
ABSTRACT e e E e Rt E R r e n e nre e X
L] 128 £SO 1
2. GENEL BILGILER ..ot 6
2.1, YAV IPILESMESI ...ttt 6
2.1.1. Koagiilasyon ve Hemostaz Fazi ..........ccoceiiiiiiiiiniiiisine e 7
2.1.2. ENflamatuar Faz ..........ccooeoiiiiiiiiiii e 8
2.1.3. ProliferasSyon Fazi ........cccccoviiieiiiieiiic e e e 11
2.1.4. Yeniden Sekillenme (Remodelling) ve Matiirasyon Fazi ............ccccocoeeiieninninnns 15
2.2. Mikrotia Rekonstriiksiyonunda Kullanilan Ameliyat Teknikleri................ccooevnennn. 15
2.2.1. Otojen Kostal Kikirdak Grefti ile Rekonstriksiyon..........c.ccoovveviiiecniincninnnn 16
2.2.2. KIKITdak GTefH ....eeieeiiiieiie e 20
2.2.3. Epitez ile Yapilan Kulak Rekonstriiksiyonu ............cccooceeriiiiiiiiiiiinieniciieie 21
2.2.4. Alloplastik Materyaller ile ReKoNnStriksiyon .........cccocevveieiecicniiieseceeee e 22
2.2.4. 3D Biyobaski ile Doku Miihendisligi Yaklagimlart .........ccccoevveiiiiiniiicneennnne 26
2.2.5. Kisiye Ozel Dis Kulak Rekonstriiksiyonunda 3D Baski ile Uretilen PDMS ve
TPU Igeren Kompozit DoKu ISKElElEri.........cocvrivrireiiieiieiiiieieiieesse e 29
2.3.Doku iskelelerine hiicre ve biyolojik bilesen eklenmesi..............ccccocoevviiiiiciiiinniinnns 31
SIMATERYAL VE METOT ...ttt bbb 35
B BULGULAR ... et b e bbb sb e bt bbb eenneenes 62
5. TARTISIMA ...ttt b bbbt e b bt bt e bt et e e b sbe et e nbe e s 77
6. SONUGLAR ..ottt bbbt b e bt e et eesbe et e b nne s 94






TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1: TPU, PDMS ve PDMS-TPU doku iskelelerinin sertlik, kohezyon ve
yaylanabilirlik deerleri. ........couiiiiiiiiiiii e 45

Tablo 2: Deney gruplarinin operasyon oncesi ve sonrasindaki donemdeki

tartimlarinin ortalama deZerleri..........cccviiiiiiiiiiiiiie s 56

Tablo 3: Skafold Huicresiz ve Skafold Hicreli doku iskelelerinde 8. ve 12. haftalarda
pozitif CD31 ve VEGF vaskiiler yap1 sayilarinin degerlendirilmesi ............cccccueeee. 76



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1: Hemostaz mekanizmasinin sematik olarak gosterimi...........cccocvevvvrviiiinnnnnns 8
Sekil 2: Yara iyilesmesinin enflamatuar fazi. .........ccccocveiiiiiiiiii e 9
Sekil 3: Yara iyilesmesinde gorev alan hiicreler ve etkileri..........ccocoviveiiiiiicinnne. 10
Sekil 4: Yara iyilesmesinin proliferasyon fazi. ........ccccccvviveeiiiiiiiiin e 13
Sekil 5: 3D Modellenmis PDMS Kalip......ccooveiiieiiiiiiiiieiiee e 37
Sekil 6: PLA kaliptan PDMS’in ¢ikarilmasi isleminin sonucu elde edilen yapt. ...... 38
Sekil 7: PVA kalip ve PDMS uygulamasi. .......cccooveiiiiiiieninienieseceseee e 38
Sekil 8: PVA kalibindan ¢ikan PDMS doku iskelesi. ........cccoovivviiiiiiiiiiiiiiciiiecsin, 39
Sekil 9: Elde edilen TPU doku iskeleleri. ........cccovviiiiiiiiiiiieiieiicie e 40
Sekil 10: Uretilen PDMS-TPU doku iskelelerinin a)yandan b)ustten ve c)alttan
QOTUNTUSUL ..ttt neennn e e ne e 41
Sekil 11: TPU, PDMS ve PDMS-TPU doku iskelesinin (stten (a) ve alttan (b) SEM
GOFUNTUIBTE. ...ttt 42
Sekil 12: TPU ve PDMS doku iskelelerinin FTIR spektrumlart............ccccovvviieennne 43
Sekil 13: TPU, PDMS ve PDMS-TPU doku iskelelerinin kuvvet-zaman grafikleri. 44
Sekil 14: PDMS, TPU, PDMS+TPU malzemelerinin mekanik 6zellikleri. .............. 45
Sekil 15: Rat dermal fibroblast preperati. .........ccoocvvviviiiiiienieee e 46
Sekil 17: DoKU 1SK@ICIETIL. ....vvveiiiieiiiic i 49
Sekil 18: Islem ONCesi tIraglama...........ccceveveveveveieieieeeeie e, 50
Sekil 19: Cerrahi sahanin betadin ile temizIigi. ........ccocoovviiiiiiiiii, 50
Sekil 20: Cerrahi islem igin kullanilan cerrahi Set. ..........ccooovevviiieiiiniesie e, 51
Sekil 21: Doku iskelelerinin implantasyonu oncesi cerrahi inSizyon. ..............c.ev.... 52
Sekil 22: PDMS-TPU kompozit doku iskelesinin horizontal olarak olusturulan
subkiitan cebe yerletirilmesi. ..........oeviiiiiiiiiii s 53
Sekil 23: Insizyonun Kapatilmasi. ...........cceeevevieeiiiirerieereiee s 54
Sekil 24: Islem sonras1 idame s1vinin subdermal olarak uygulanmast. ..................... 55



Sekil 25: Deney gruplarinin operasyon dncesi ve sonrasindaki donemde tartimlarinin
ortalama degerlerinin ¢izgi grafigi halinde gosterilmesi........ccccvvvvvieiiiiniiiee e, 56

Sekil 26: Doku 6rneklerinin alinmasindan 6nce inhale anestezi altinda cerrahi saha
15300V 1 1< T OSSPSR PP PRPRPPIPPN 57

Sekil 27: Doku 6rneklerinin alinmast. .........cooueeiiiiiiiiieiieesee s 58

Sekil 28: Orneklerin alinmasi-doku iskelelerinin kapsiil benzeri yapiyla kaplanmis

0ldugu @OTTIMEKLEAIT. ....vviiiieiiiici e 59
Sekil 29: Elde edilen OrneKIer. ...........ooiiiiiiie i 60
Sekil 30: 8. hafta S doku iskelelerinde H&E boyamast..........ccccceeviiiiicniniiiieennnen, 62
Sekil 31: 8. hafta SH doku iskelelerinde H&E boyamast...........ccccovvviiiiiiiiieennnn, 62
Sekil 32: 12. hafta S doku iskelelerinde H&E boyamasi ..........cccceevvviricniniiiieennnen, 63
Sekil 33: 12. hafta S doku iskelelerinde H&E boyamast..........ccccevviiiiiiiiiiiiiennnn, 63
Sekil 34: 12. hafta SH doku iskelelerinde H&E boyamast ...........ccccccevviniiiiiiiennnn, 64
Sekil 35: 12. hafta SH doku iskelelerinde H&E boyamasi.........cccoeciiiiiiiiiinnnnn, 64

Sekil 36: 8. hafta S doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immunohistokimyasal
{7021 0T 1 R RSP PR TRPPROPRPRRP 65

Sekil 37: 8. hafta S doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immiinohistokimyasal
{202 40T 1 TSP PR PPRRUPROPPUPRS 66

Sekil 38: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immunohistokimyasal
{202 40T 1 TSP PR PPRRUPROPPUPRS 66

Sekil 39. 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immunohistokimyasal
DOYAIMAST ..ttt ettt ettt et h et e ket e bt e s bt e e b e e be e e n e e nnn e reennne s 67

Sekil 40: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immuinohistokimyasal
{202 40T 1 TSP PR PPRRUPROPPUPRS 67

Sekil 41: 8. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immunohistokimyasal
{20240 1 TP U PR UURTUPOPRTUPR 68

Sekil 42: 8. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immunohistokimyasal
[oT0) 1 ] TP UPPTOUPRRTPPRPPN 69

Sekil 43: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immunohistokimyasal
[oT0) 1 ] TP UPPTOUPRRPPPRPPPN 70

Sekil 44: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immunohistokimyasal
[oT0) 1 ] T TP UPPTOUPRRTPPROPPN 70

Vi



Sekil 45: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immunohistokimyasal
[ oT0) 1T ) TR UPPTOUPRRPPRPPN 71

Sekil 46: 12. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immunohistokimyasal
[ oT0) 10T ) TR UPPTSUPRRPPRPPN 72

Sekil 47: 12. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immunohistokimyasal
[ oT0) T ) TR UPPTOUPROPPRRPPN 72

Sekil 48: 12. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immuinohistokimyasal
[ oT0) 0T ) TP PPTOUPRPPRPPN 73

Sekil 49: 12. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immuinohistokimyasal
DOYAIMAST 1.ttt ettt ekt bt e et e b e e e an e e nn e e e nb e e be e e re e nnn e reennne s 73

Sekil 50: 12. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor imminohistokimyasal
{70240 1 TR PP TUPRPRURRP 74

Sekil 51: 12. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immiinohistokimyasal
DOYAIMAST ..ttt ettt ettt sttt et s ae e e b e et e b e e e e e e nbe e e nb e e b e e e r e e s nneereennne s 74

Sekil 52: 12. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immiinohistokimyasal
{702 40 1 RO PR T PTRTUPROPRTPRR 75

Sekil 53: S ve SH doku iskelelerinde 8. ve 12. haftalarda CD31 ve VEGF
antikorlarim immiinohistokimyasal skorlanmasi ...........ccccoooeiiiiiiiiiiii 76

vii



SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

3D
ABC
ABS
BMP
BYM
CD31
CGF
DAB
FDM
GFA
GO
H&E
IGF-1
IL-1
PCL
PDMS
PEA-s
PRP
SOX-9
SPSS
TGF-B(TBF-R)
TPU
VEGF
PLA
PGA

: Ug Boyutlu

. Avidinbiyotin-Peroksidaz Y dntemi
- Akrilonitril-Butadien-Stiren

: Bone Morphogenetic Protein

: Birlesim Yi1gma Modelleme

: Cluster of Differentiation 31

: Konsantre Blylme Faktor(

: 3,3’ Diaminobenzidine

: Kaynagmis Biriktirme Modelleme

: Glial Fibrilik Asit

: Grafen Oksit

: Hematoksilen-Eozin

> Insulin-Like Growth Factor 1

- Interlokin-1

: Poli-e-Kaprolakton

: Polidimetil Siloksan

: Stingerimsi Poliester

: Trombositten Zengin Plazma

: SRY-box Transkripsiyon Faktort 9
. Statistical Package for the Social Sciences
: Transforming Growth Factor-beta

: Termoplastik Politretan

: Vascular Endothelial Growth Factor
: Polilaktik asit

: Poliglikolik asit

viii



OZET

Uc Boyutlu Dermal Fibroblast iceren Termoplastik Poliiiretan ve Polidimetil
Siloksan Doku Iskelelerinin Yara Yataginda Olusturdugu Mikrovaskiiler
Degisikliklerin incelenmesi

Amag; Bu ¢alisma, 3D baski ile PDMS ve TPU igeren ve dermal fibroblast ile
kaplanan kompozit doku iskelelerinin in vitro ve in vivo biyouyumluluklarini
degerlendirmeyi amaglamaktadir. Bu sayede, dis kulak rekonstriiksiyonunda uzun
Omiirlii ve yiikksek biyomekanik dayamiklilia sahip c¢oOziimler sunulmasi
hedeflenmektedir. Olusturulmasi hedeflenen PDMS-TPU kompozit doku iskelelerinin
yara yatagi ve yerlestirildigi doku ile uyumu arastirilacaktir.

Materyal ve Metot; Calismaya Dokuz Eylul Universitesi Multidisiplin
Laboratuvart Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 02/10/2024 tarih ve 04/17 sayili
etik kurul onay1r alindiktan sonra baglanmistir. Calismada 6 adet 250-300 gram
agirhiginda wistar albino erkek rat kullanildi. Denekler cilt alti doku planina dermal
fibroblast ile kaplanmamig PDMS-TPU kompozit doku iskelesinin yerlestirildigi
(Skafold hiicresiz) ve dermal fibroblast ile kaplanmis PDMS-TPU kompozit doku
iskelesinin yerlestirildigi (Skafold Hiicreli) gruplar olarak ikiye ayrildi.8. hafta ve
12.haftada sakrifiye edilen deneklerden elde edilen doku iskeleleri anti-CD31 ve anti-
VEGF boyamalari ile histolojik olarak incelendi.

Bulgular; CD31 pozitif vaskiiler yapilar a¢isindan 12. haftada skafold hiicresiz
grupta 16,33+3,06 adet, skafold hiicreli grupta ise 36,33+4,16 adet olarak ol¢giilmiis ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0,043). VEGF pozitif vaskiiler
yapilar ag¢isindan, 8. haftada skafold hiicresiz grupta ortalama 16,00+£12,29 adet,
skafold hicreli grupta ise 37,67+3,06 adet damar yapist mevcut olup bu fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,041). Immiinohistokimyasal olarak CD31 ve
VEGF antikorlarin immiinreaktivite siddetlerinin semi kantitatif skorlamasinda, her
iki farkli haftada doku iskeleleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi.

Sonug; Calismamiz, biyomateryal tabanli doku miihendisligi yaklasimlarinin
potansiyelini gostermektedir. Ancak, in vivo uzun dénem stabilite, biyouyumluluk ve
fonksiyonel iyilesme acisindan daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler; Uc¢ Boyutlu Doku Iskeleleri, Mikrovaskiiler
Degisiklikler, Fibroblast igeren Biyomalzemeler



ABSTRACT

Investigation of Microvascular Changes Induced by Three-Dimensional
Dermal Fibroblast-Containing Thermoplastic Polyurethane and
Polydimethylsiloxane Tissue Scaffolds in Wound Beds

Aim: This study aims to evaluate the in vitro and in vivo biocompatibility of
composite tissue scaffolds composed of PDMS and TPU fabricated via 3D printing
and coated with dermal fibroblasts. The goal is to offer long-lasting and
biomechanically robust solutions for auricular reconstruction. The compatibility of the
designed PDMS-TPU composite tissue scaffolds with the wound bed and surrounding
tissue will be investigated.

Materials and Methods: The study began after obtaining approval from the
Dokuz Eylul University Multidisciplinary Laboratory Animal Experiments Local
Ethics Committee, dated 02/10/2024, approval number 04/17. Six male Wistar albino
rats weighing 250-300 grams were used. The animals were divided into two groups:
one received subcutaneous implantation of PDMS-TPU composite scaffolds without
dermal fibroblasts (cell-free scaffolds), and the other received scaffolds coated with
dermal fibroblasts (cell-seeded scaffolds). Tissue scaffolds obtained from sacrificed
animals at weeks 8 and 12 were examined histologically using anti-CD31 and anti-
VEGEF staining.

Results: At week 12, the number of CD31-positive vascular structures was
measured as 16.33%3.06 in the cell-free group and 36.33+4.16 in the cell-seeded group,
showing a statistically significant difference (p=0.043). For VEGF-positive vascular
structures, the cell-free group showed an average of 16.00£12.29, while the cell-
seeded group had 37.67+3.06 at week 8, also indicating a statistically significant
difference (p=0.041). Semi-quantitative scoring of immunoreactivity intensity of
CD31 and VEGF antibodies revealed no significant differences between the scaffold
groups at either time point.

Conclusion: Our study demonstrates the potential of biomaterial-based tissue
engineering approaches. However, further research is needed to assess long-term in
vivo stability, biocompatibility, and functional recovery.

Keywords: Three-Dimensional Tissue Scaffolds, Microvascular Changes,
Fibroblast-Containing Biomaterials.



1.GIRIS

Dogumsal veya travmatik kulak kayiplarinin tedavisinde kikirdak greftler veya
alloplastik materyaller kullanilarak ¢esitli yontemler uygulanmaktadir. Ancak,
kikirdak greftlerin rezorpsiyonu, yapinin tam olarak olusturulamamasi, cilt fleplerinde
nekroz gelismesi gibi komplikasyonlar, rekonstriiksiyonun basarisini sinirlamaktadir
(1). Bu nedenle, kisiye 6zel olarak modelleme ile tasarlanan, biyouyumlu ve toksik
olmayan biyomalzemelerden iiretilen doku iskelelerine ihtiya¢ vardir. Bu 6zelliklerin
yani sira, tlretilecek doku iskelelerinin kulak kikirdaginin elastikiyetini taklit
edebilecek kadar esnek olmasi da gerekmektedir. Giiniimiizde 3D baski teknolojisi,
biyomalzemelerin kontrollii bir sekilde sekillendirilmesine olanak tanimakta ve kulak

rekonstruksiyonu igin umut vaat etmektedir (2, 3).

Mikrotia, dis kulagin dogustan gelen bir gelisim bozuklugudur ve hafif
deformitelerden kulagin tamamen yokluguna kadar genis bir yelpazede goriilebilir. Bu
durum, ¢ocuklarda konusma, dil gelisimi ve 6grenme giigliikklerine neden olabilir ve
psikolojik a¢idan olumsuz etkiler yaratabilir (4). Mikrotia veya travma sonucu olusan

kulak deformiteleri plastik cerrahlar tarafindan tedavi edilmektedir (5).

Dis kulagin dogumsal veya kazanilmig defektlerinin rekonstriksiyonu, zor ve
yuksek diizeyde teknik beceri gerektiren bir islemdir. En yaygin yontem, hastanin
kendi kaburga kikirdagindan alinan greftlerin sekillendirilmesidir. Bu islem birkag
asamada gergeklestirilir ve genellikle 4-6 ay surebilir (6). Ancak, bu silrecte
hemopnomotoraks, kikirdak rezorpsiyonu ve greft kaybi gibi komplikasyonlar
yasanabilir (7). Ayrica, viicutta elastik kikirdak kaynaginin olmamasi ve kaburga
kikirdaginin yeterince esnek olmamasi nedeniyle dngoriilemeyen estetik sonuclar

ortaya ¢ikabilir (8).

Alternatif olarak kikirdak yerine kullanilan alloplastik materyaller ile de
rekonstriiksiyon yoOntemleri yapilabilmektedir. 20. yiizyilin baglarindan itibaren
cerrahlar, otolog kikirdak yerine alloplastik materyaller kullanarak mikrotia tedavisini
gelistirmeye calismiglardir. Ilk denemelerde seliiloz, tantal tel kafes, naylon mes,
polietilen ve akrilik gibi materyaller kullanilmis ancak biyouyumluluk sorunlari ve

yiiksek komplikasyon oranlari nedeniyle basarisiz olmustur. Silikon, ilk standart



alloplastik materyal olarak kullanilsa da sik sik istenmeyen reaksiyonlar, skar olusumu
ve ekstriizyon gibi sorunlarla karsilagilmigtir. 1980’lerden itibaren pordz polietilen
(Medpor) kullanimiyla 6nemli bir ilerleme kaydedilmis ve bu malzeme, doku i¢
bliylimesini tesvik ederek komplikasyon oranlarin1 6nemli oOl¢lide azaltmustir.
Ozellikle temporoparietal fasya flebi ile implantin tamamen kaplanmasi, disa atilim
riskini belirgin sekilde diistirmiistiir. Ancak implantin ek bir fasya flebiyle kaplanma
gerekliligi hem ameliyat siiresini uzatmakta hem de kulak {istiindeki pariyetal bolgede
alopesik skar birakmatadir. Ayni zamanda pordz polietilen de yeterince esnek olmayip
kulak kikirdagini taklit etmekte basarisizdir ve uzun vadede ekstriizyon ve enfeksiyon

riski tagir (9, 10).

Doku miihendisligi, doku yenilenmesi ve organ fonksiyonlarinin diizenlenmesi
icin muhendislik ilkelerinin yasam bilimlerine uygulandigi bir alandir ve kulak
rekonstriiksiyonu, doku miithendisliginin giincel arastirma konularindan biridir. Doku
mihendisligi ile gelistirilen kulak kikirdak yapilari, hayvan modellerinde, kulagin
sekil, bityiikliik, biyomekanik ve histolojik 6zelliklerini taklit etme agisindan basarilt
sonuglar gostermis olsa da bazi zorluklar devam etmektedir (11). Basarili bir kulak
rekonstriiksiyonu i¢in, dis kulagin karmasik ti¢ boyutlu yapisinin kisiye 6zel olarak
modellenmesi, kullanilan greft veya biyomalzemelerin yeterli esneklige sahip olmasi
ve uzun siire dayaniklilik gostermesi gerekmektedir. Ancak, hiicre kaynagi, seklin
kontrolii, mekanik dayaniklilik, biyoguvenlik ve uzun donem stabilitesi gibi teknik
zorluklar nedeniyle klinikte heniiz bu 6zellikleri saglayan bir kulak kikirdak yapisi

kullanilamamaktadir.

3D biyobaski, doku yapilarint {i¢ boyutlu olarak iiretmek i¢in biyouyumlu
materyal kullanarak yapilan bir baski teknolojisidir. Doku miihendisligi ve rejeneratif
tipta yaygin olarak kullanilan 3D baski1 teknolojileri, kisiye 6zel ve anatomik olarak
uygun dis kulak rekonstriiksiyonu saglama potansiyeline sahiptir. 3D baski ile tiretilen
gozenekli ve karmagsik geometrik yapilar, hiicre adezyonu ve proliferasyonu icin

birgok avantaj sunmaktadir (12).

Son yillarda, polimerik malzemelerden 3D baski ile kompleks sekillerin
tiretilebilmesi miimkiin hale gelmistir. 3D baski miirekkebi olarak termoplastik

polimerlerden polilaktik asit (PLA) ve akrilonitril-butadien-stiren (ABS) kopolimeri



yaygin olarak kullanilmaktadir ve diger polimerlerin de baski materyali olarak
kullanimi arastirilmaktadir. Bu polimerlerin diisiik toksisite, yliksek biyouyumluluk ve
esneklik gibi 0zellikleri sayesinde polidimetilsiloksan (PDMS) ve termoplastik
poliuretan (TPU) gibi polimerler de tercih edilmektedir (13, 14). TPU iyi asinma
direnci gosterirken, PDMS yiiksek termal dayanikliliga sahiptir.

Chen ve arkadaslari, esnek TPU/PLA/grafen oksit (GO) kompozit doku
iskelelerini, kaynasmis biriktirme modelleme (FDM) ad1 verilen bir 3D bask1 yontemi
ile Ureterek, grafen oksit eklenmesinin nanokompozitin mekanik o6zelliklerini ve
termal kararhiligint artirdi@int  gostermislerdir. Ayrica, bu 3D baskilanmis

nanokompozit iskeleler, biyouyumlu olup hiicrelerle basarili bir uyum gostermistir

(14).

Ozbolat ve ekibi, PDMS elastomerinin 3D baski ile iiretilmesi Uzerine bir
calismada, PDMS miirekkeplerinin dokme muadillerine kiyasla daha yiliksek mekanik
ozellikler sundugunu ve hiicre tutunma ile yayilmasimi daha iyi destekledigini
bulmuslardir. PDMS'nin 3D baskisi, sadece doku ve organ modellerinin iiretilmesi i¢in
degil, ayn1 zamanda yilizey miihendisliginde hiicre kiiltiiri ¢calismalar1 i¢in yeni bir
yaklagim olarak degerlendirilmektedir (13). Ancak PDMS ile dretilen doku
iskelelerinin de dogal haliyle hiicre yapismasini ¢ok 1y1 desteklemedigi bilinmektedir.
Shie ve calisma arkadaslari, 1518a duyarli su bazli poliliretan1 su bazli TPU ve
hyaluronik asit ile karigtirarak 3D yazicida dijital 151k isleme teknigi ile gdzenekli bir
kikirdak doku iskelesi tiretmislerdir. Bu doku iskelelerinin hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi
ve kondrojenik farklilagsmay1 destekledigi goriilmistiir (15). TPU’nun hiicre
tutunmasini destekleyen yapist goz 6niinde bulunduruldugunda PDMS ve TPU’nun
birlikte yeraldigi bir kompozit doku iskelesinin iiretimi PDMS ve TPU’nun tek
baglarma sundugu dezavantajlari giderir ve ayni zamanda daha esnek yapida ve
hiicrelerin tutunma ihtimalinin daha giiclii oldugu bir alternatif sunar. PDMS ve TPU
kullanilarak iretilecek kompozit doku iskelelerinin iiretim sonrast biyolojik
materyaller ile kaplanmas1 doku iskelelerinin in-vivo sartlarda karsilacagi sorunlari

azaltacaktir (16).



3D baski ile iiretilen doku iskelelelerinin biyolojik materyaller ile kaplandigi
farkl1 ¢alismalar literatiirde yer almaktadir. Zopf ve arkadaslari, goriintii tabanli
tasarim ve lazer sinterleme sistemi kullanarak anatomik olarak gercekei kulak yapilari
urettiler. Gozenekli polikaprolakton polimerinden Gretilen bu iskelelere, hyaluronik
asit/kollajen hidrojeli ile kondrositler ekilerek kikirdak olusumu go6zlediler. Bu
iskelelerin deri altina yerlestirilmesi sonrasinda, 6n ve arka kulak yiizeylerinde dogal

bir gorinim elde edildigi ve kikirdak biiytimesi oldugunu gézlemlediler (17).

Liao ve arkadaslari, i¢i bos 3D baskilanmis bir kalip kullanarak trombositten
zengin plazma (PRP) ile karistirilmis dogranmis kikirdak ile kulak sekilleri Urettiler.
Bu greftlerin dort ay boyunca seklini korudugu, biyomekanik uyum gosterdigi ve

kikirdak matriks olusumunu sagladigi tespit edildi (18).

Srivastava ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, biyobozunur polimerlerden
uretilen 3D baskili iskelelerin kulak rekonstriiksiyonunda kullanilabilirligi aragtirilmis
ve bu tiir yapilarin cerrahi implantasyon i¢in uygun olabilecegi sonucuna varilmistir
(2). Esnek yapiya sahip, biyouyumlu ve toksik olmayan polimerik malzemelerin 3D
baskida miirekkep olarak kullanilmasi, dogumsal veya travmatik kulak kayiplarinin
rekonstriiksiyonu i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. PDMS ve TPU kullanilarak
tiretilecek kompozit doku iskeleleri, esnekligi ve biyouyumlulugu ile dokularin orijinal

dokulara benzer yapilarla rekonstriikte edilmesi amacina hizmet etmektedir.

3D baski teknigiyle kisiye Ozel tasarlanacak doku iskeleleri ile yapilacak
rekonstriksiyonda bu iskelelerin biyouyumlulugu 6nem arz eder. Bu noktada tercih
edilecek polimerik malzemelerle Uretilen doku iskeleleri de benzerleri olan diger
alloplastik materyaller gibi viicuda yerlestirildikten sonra immiin yanitla karsilacak ve
immiin yanit sonrasinda en nihayetinde fibrotik kapstil dokusuyla kaplanacaktir. Bu
fibroz kapsul dokusunun damarlanma kapasitesi ise var olan kapsulin dokularla
entegrasyonunda temel adimi olusturur. 3D baski ile iiretilen bu doku iskelelerine
iiretim siireci sonrasinda eklenecek biyolojik katkilar bu damarlanma kapasitesini

olumlu anlamda degistirebilir (19).



3D baski teknolojisi kullanilarak iiretilen doku iskelelerine, doku
rejenerasyonunu desteklemek amaciyla cesitli biyomalzemeler eklenmektedir. Bu
baglamda, PRF (Platelet-Rich Fibrin), kollajen hidrojel ve hyaluronik asit gibi
biyomalzemeler, doku miihendisligi c¢alismalarinda siklikla kullanilan bilesenler
arasinda yer almaktadir. Yapilan arastirmalar, hyaluronik asit iceren 3D baskili
hidrojel iskelelerin doku iyilesmesini hizlandirabilecegini, inflamasyonu azaltarak
pro-anjiyojenik etkiler gosterebilecegini ortaya koymustur (20). Aym sekilde, PRF
iceren biyomalzemelerin yara iyilesmesini destekledigi ve hiicresel proliferasyonu
artirarak doku biitiinligiinii sagladig1 bildirilmistir. Kollajen hidrojel bazli iskeleler de
hlcre adezyonu ve buylmesini destekleyerek, biyomalzemelerin biyouyumlulugunu

artiran 6nemli bir bilesen olarak 6n plana ¢ikmaktadir (21).

Ote yandan, fibroblast kiiltiirii eklenmis biyomalzemeler ile anjiyogenezin artip
artmadigint inceleyen caligmalar da bulunmaktadir. Yapilan arastirmalara gore,
fibroblastlar tarafindan salgilanan biiyiime faktorleri, 6zellikle vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (VEGF) ve hepatosit biiyiime faktorii (HGF), anjiyogenezi tesvik eden
temel unsurlar olarak One ¢ikmaktadir (22). Ayrica, fibroblast eklenmis
biyomalzemelerin, endotel hiicreleri ile birlikte kullanildiginda damar aglarinin daha
etkin bir sekilde gelisimini sagladigi gosterilmistir (23). Bu baglamda, fibroblast
eklenmis doku iskeleleri, hiicrelerin oksijen ve besin maddelerine erisimini artirarak

doku rejenerasyonunu destekleyen dnemli bir strateji olarak degerlendirilmektedir.

Dermal fibroblast eklenmis, {i¢ boyutlu baski ile olusturulmus PDMS ve TPU
iceren kompozit doku iskelelelerinin in vivo yerlestirilerek takip eden siiregte
anjiyogenezin histolojik belirtegleriyle degerlendirildigi ve klinik c¢aligmalar ile
desteklendigi takdirde kulak rekonstriiksiyonu kisiye 6zel kilinip standartlastirilabilir,
cerrahi komplikasyon dnlenebilir, ameliyat siireleri kisaltilabilir ve hasta memnuniyeti

saglanabilir diisiincesi ile bu ¢alismay1 gerceklestirdik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Yara lyilesmesi

Yara iyilesme siireci, olduk¢a entegre ve birbiriyle Ortiisen hemostaz,
inflamasyon, proliferasyon ve matiirasyon adi verilen dort temel asamadan olusan
karmasik bir biyolojik olaydir (24). Bu asamalar, doku onariminin optimal sekilde
ilerlemesi i¢in belirli bir zaman diliminde ve uygun yogunlukta gerceklesmelidir.
Ancak, cesitli endojen ve eksojen faktorler bu slreci olumsuz etkileyerek doku
onariminin yetersiz kalmasina veya bozulmasina neden olabilmektedir. Yara iyilesme
stirecinde gecikme veya kroniklesmis yaralar genellikle normal iyilesme asamalarinda
ilerleyememe sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir yaralar, koordinasyon eksikligi, eksik
biyokimyasal sinyaller veya kronik inflamasyon gibi faktorlerle patolojik bir surece
girebilmektedir (25).

Yara iyilesmesi, yalnizca hasarli dokunun onarilmasiyla siirl kalmayan, tim
organizmay1 etkileyen hiicresel, biyokimyasal ve fizyolojik olaylarin bir butlnadar.
Tiim dokular, benzer temel mekanizmalarla iyilesme siirecine girer, ancak bu sireg,
dokunun tipine ve iyilesme kosullarma bagli olarak degiskenlik gosterebilir. Yara
iyilesme siirecinde karmasik ve kendi i¢inde diizenli ilerleyen ¢ok sayida hiicresel ve
molekiler mekanizma goérev almaktadir. Keratinositler, fibroblastlar, endotelyal
hlcreler, kollajen lifleri, sitokinler, makrofajlar ve trombositler bu strecte etkin rol
oynayan temel bilesenler arasindadir (26). Bu mekanizmalar, hiicreler arasi
etkilesimler ve sitokin sinyalleri araciligiyla diizenlenerek doku biitiinliigiiniin yeniden

saglanmasini miimkiin kilar.
Yara iyilesme siireci dort ana fazdan olusmaktadir:

Hemostaz fazi: Yara iyilesmesinin ilk asamasidir ve yaranin olusmasindan
hemen sonra baglar. Temel amaci1 kanamay1 durdurmak ve yara iyilesme siirecini

baslatmaktir. Bu faz, genellikle dakikalar i¢inde tamamlanir.

Inflamasyon fazi: ilk 3-6 giin boyunca devam eder. Kanamanin durdurulmasi

ve inflamatuar hiicrelerin aktivasyonu bu asamada gergeklesir.



Proliferatif faz: 4-21 gin siiren bu asamada fibroblast aktivitesi, anjiyogenez

ve epitelizasyon 6n plandadir. Yeni doku olusumu desteklenir.

Remodeling (yeniden sekillenme) fazi: Yaklasik 21 giin ila 6 ay arasinda
devam eder. Kollajen maturasyonu, doku yeniden yapilanmasi ve mekanik
dayanikliligin artirtlmasi bu siiregte gergeklesir (27). Bu asamalar, hicreler ve
biyokimyasal faktorler arasindaki hassas denge ile koordineli bir sekilde ilerler ve
herhangi bir aksama, yara iyilesme siirecini geciktirebilir veya anormal bir iyilesme

sirecine neden olabilir.
2.1.1. Koagiilasyon ve Hemostaz Fazi

Yara iyilesmesinin ilk asamasi olan hemostaz, piht1 olusumu ve pihtilasma
strecinin ilerlemesini iceren temel bir biyolojik surectir. Trombositler, bu
mekanizmanin ana bilesenleri olup, yaralanmaya kars1 ilk tepkiyi veren hiicrelerdir.
Damar biitiinliigii bozuldugunda, trombositler damar duvarindaki hiicre dis1 matriks
(ECM) ile etkilesime girerek aktive olur. Aktivasyonun ardindan trombosit yapismasi
(adhezyon) ve agregasyonu gergeklesir. Trombositler, serotonin, adenozin difosfat
(ADP) ve tromboksan A. gibi kimyasal mediyatorlerin yan1 sira fibrinojen,
fibronektin, trombospondin ve Von Willebrand faktéru gibi yapiskan proteinleri
salgilar. Bu molekiiller, lokal trombin {iretimini artirarak trombosit agregasyonunu ve
sekresyonunu uyarir, bdylece trombosit tikact olusumu saglanir. Trombin, fibrinojeni
fibrine dontistiirerek stabil bir fibrin ag1 olusturur ve kanamanin durdurulmasina

katkida bulunur (28).

Pihtilagma siireci, intrinsik ve ekstrinsik yollar olmak uzere iki temel kaskat

mekanizmasi ile aktive edilir.

o Intrinsik yol, protrombinin trombine doniisiimiinii baslatarak, fibrinojenin
fibrine dontlislimiinii saglar.
e Ekstrinsik yol, doku faktoriinlin (TF) hasarli dokudan salinmasiyla aktive

olur. Bu suregte aktive olmus monositler ve endotel hiicreleri de rol oynar.

Trombositler, sadece hemostazda degil, ayn1 zamanda inflamasyon,

reepitelizasyon, fibroplazi ve anjiyogenez sureclerinde de kritik roller Gstlenir. Lokosit



infiltrasyonunu destekleyen kemotaktik faktorleri salgilayarak, yara iyilesmesinin

ilerleyen asamalarina katkida bulunurlar (29, 30) (Sekil 1).
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Sekil 1: Hemostaz mekanizmasinin sematik olarak gosterimi.

2.1.2. Enflamatuar Faz

Enflamasyon, doku onarimini ve fonksiyonun restorasyonunu kolaylastiran,
viicudun yaralanmaya kars1 verdigi dogal immiinolojik ve fizyolojik bir yanitidir. Yara
iyilesme siirecinin ikinci asamasini olusturan bu siireg, yaralanma sonrasi hemen
baglar ve yaklasik 3-6 gln surer. Yaralanmanin erken evrelerinde, lokal
vazodilatasyon, artan vaskiiler permeabilite ve lenfatik drenajin gegici olarak bloke
olmas1 nedeniyle kizariklik (rubor), sislik (tumor), sicaklik artisi (calor) ve agr1 (dolor)
gibi klasik inflamasyon belirtileri ortaya ¢ikar. Bu siire¢, enfekte dokunun korunmasini
ve immiin hiicrelerin bolgeye ulasmasini saglayarak yara iyilesmesini destekler.
Enflamasyonun hiicresel yaniti, I0kositlerin (beyaz kan hticrelerinin) yara bolgesine
gocuyle baslar. Notrofiller ve monositler, inflamasyonun erken ddneminde yara
bolgesinde bulunan en baskin hiicrelerdir. Yaralanmay1 takiben, nétrofiller hizla

aktivasyon gecirerek yara bolgesine go¢ eder ve bakterilere, nekrotik hicrelere ve



patojenlere kars1 ilk savunma hattim1 olustururlar. Inflamasyon siireci ilerledikge,
notrofillerin sayis1 azalirken, makrofajlar baskin hale gelir. Makrofajlar, fagositoz
yoluyla dokudaki 6l hicreleri ve patojenleri temizleyerek yara iyilesme siirecini
diizenler. Ayn1 zamanda anti-inflamatuar sitokinler salgilayarak proliferatif faza gecisi
destekler. Lokositlerin yara bolgesine gocl, kemotaktik faktorler tarafindan
yonlendirilir. Mast htcreleri, tumor nekroz faktoru (TNF), histamin, proteazlar,
I6kotrienler (LT) ve interlokinler (IL) gibi inflamatuar mediyatorler salgilayarak
I6kosit infiltrasyonunu destekler. Hemostaz sirasinda aktive olan mast hiicreleri, ayni
zamanda fibrinojen tirevli kallikrein ve fibrinopeptidler gibi kemotaktik faktorler
salgilayarak inflamasyonu baglatir. Ayrica trombosit tlrevli blyime faktori (PDGF)
ve transforming growth factor-beta (TGF-B) gibi molekdller, Iokositlerin yara
bolgesine yonlendirilmesinde onemli kemotaktik faktorler olarak gorev alir. Bu
biyokimyasal diizenlemeler, inflamasyonun kontrollii bir sekilde ilerlemesini ve doku

onarim siirecinin basarili bir sekilde gergceklesmesini saglar (31) (Sekil 2, Sekil 3).
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Sekil 2: Yara iyilesmesinin enflamatuar faz.
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Sekil 3: Yara iyilesmesinde gorev alan hiicreler ve etkileri.

Notrofiller, yara bolgesine hizla go¢ eden ve patojenlerin etkisiz hale
getirilmesini saglayan ilk bagigiklik hiicreleridir. Fagositoz yoluyla bakterileri ve
yabanci partiklleri yok ederler, boylece enfeksiyon riskini azaltarak yara iyilesmesini
desteklerler. Notrofil infiltrasyonu genellikle birka¢ gin sirer, ancak yarada
kontaminasyon gelisirse nétrofiller yara bolgesinde daha uzun siire kalabilir ve bu
durum iyilesme sirecini geciktirebilir. Monositler ise kan dolasimindan doku
bosluklarina gegerek makrofajlara doniisen bagisiklik hiicreleridir. Enflamasyon
siirecinin ge¢ evrelerinde makrofajlar baskin hiicre tipi haline gelir ve inflamatuar
yanitin temel dlzenleyicileri olarak gorev yaparlar. Makrofajlar, fagositoz yoluyla
bakterileri, 6lii hiicreleri ve dokusal kalintilar1 temizleyerek yara iyilesmesini ilerletir

ve ayni zamanda noétrofillerin uzaklastirilmasini saglar (32).

Makrofajlarin fagositoz siireci, biyolojik olarak aktif oksijen radikallerinin ve
enzimatik proteinlerin salinmasina yol agarak patojen organizmalarin ortadan
kaldirilmasin1 saglar. Bununla birlikte, makrofajlar anjiyogenezi ve grantlasyon
dokusu olusumunu uyararak yeni doku olusumunu desteklerler (33). Ayni1 zamanda
fibroblastlar1 yara bolgesine ¢eken fibronektin gibi kemotaktik faktorleri salgilarlar,
boylece yara bolgesine bag dokusu bilesenleri ¢ekilmis olur. Hipoksiye maruz kalan

makrofajlar, anjiyojenik  faktorler salgilayarak yeni damar olusumuna
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(neovaskiilarizasyon) katkida bulunur. Bu surecte fibroblast blytme faktort (FGF),
vaskiler endotelyal blytime faktori (VEGF), transforming growth factor-beta (TGF-
B) ve transforming growth factor-alpha (TGF-a) gibi buyume faktorlerinin Gretim
merkezleri olarak gorev yaparlar. Bu sitokinler, hiicre gocu, hiicre proliferasyonu ve
hiicre dig1 matriks sentezi gibi siireglerde 6nemli rol oynar. Sonug olarak, makrofajlar
inflamasyon ile iyilesme arasindaki gegis siirecinde merkezi bir role sahiptir ve yara
dokusunun yeniden yapilanmasini destekleyen temel immiin hiicreler arasinda yer

alirlar (34).
2.1.3. Proliferasyon Fazi

Proliferasyon asamasi, yaralanmay: takip eden 48 saat iginde baslar ve 15-21
gun boyunca devam eder. Bu surecte yeniden epitelizasyon, granilasyon dokusu
olusumu ve anjiyogenez gergeklesir. Enflamatuar hiicrelerin sayis1i azalirken,
keratinositler, fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerin aktivitesi artar. Fibroblastlar yara
bolgesine goc eder ve hiicre dis1 matriksin (ECM) sentezlenmesi ile gecici bir fibrin

ve fibronektin ag1 olusturulur (35).

Yeniden epitelizasyon, IL-1 ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinler tarafindan
uyarilir. Trombositler, keratinositler ve anti-inflamatuar makrofajlar tarafindan
uretilen keratinosit buytime faktéri (KGF) ve TGF-a, bu siireci baslatir. Fibroblastlar,
KGF-1, KGF-2 ve IL-6 gibi biiylime faktorlerini salgilayarak, epidermiste hiicre gécd,
proliferasyon ve farklilagmay1 destekler. Keratinositler yara kenarinda ¢ogalir ve ECM
Uzerinde proteazlar kullanarak ilerler. Yara matriksinin mezenkimal yapisina
ulastiklarinda bazal membrana sikica baglanarak yeni epitel dokusunun olusumunu
baglatirlar. Daha sonra epitel hiicreleri, yaranin iizerini kapatmak amaciyla gogalarak
defekti doldurur. GOg¢ eden keratinositler, temas inhibisyonu mekanizmasiyla
birbirleriyle etkilesime girerek goglerini durdurur ve ince bir epitel tabakasi olusur. Bu
yeni epitel, yara bolgesini mikroorganizma istilasina ve enfeksiyona karsi korur, ayni

zamanda elektrolit ve s1vi kaybini dnler (36, 37).
Proliferasyonda Fibroblastin Rolu

Granulasyon dokusu, yaralanmadan yaklasik dort giin sonra yara boslugunu
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doldurmaya baglar. Fibroblastlar, fibrinden zengin gecici matriksi granilasyon
dokusuyla degistirerek yara iyilesmesini hizlandiran temel hticrelerdir. Bu siregte
makrofajlar, fibroblastlar ve endotelyal hiicreler yara bdlgesine goc eder. Makrofajlar,
fibroplaziyi ve anjiyogenezi uyarmak icin gerekli biylme faktorlerini salgilarken,
fibroblastlar gegici ECM’yi sentezler, depolar ve yeniden sekillendirir. Kan damarlari
ise hiicre metabolizmasi igin oksijen ve besin tasir (38). TGF-p ve PDGF gibi biiyiime
faktorleri fibroblastlar, trombositler, endotelyal hiicreler ve makrofajlar tarafindan
Uretilerek fibroblastlar1 yara bolgesine yonlendirir. Fibroblastlar bolgeye ulastiginda,
proteolitik enzimler iireterek gecici ECM’yi parcalar ve yerine fibronektin,
olgunlagmamus tip III kollajen ve proteoglikanlar agisindan zengin yeni graniilasyon

dokusu olusur (35).

Graniilasyon dokusu, hiicre gogl ve farklilasmasi igin uygun bir iskele gorevi
gorerek, yeni damar olusumunu ve olgun ECM’nin birikmesini destekler. Yara
dokusunda yeterli miktarda kollajen biriktiginde, fibroblastlar kollajen Gretimini

durdurur ve apoptoza ugrar.
Proliferasyonda Anjiogenez Sireci

Granitilasyon dokusunun korunmasi i¢in anjiyogenez siireci devreye girer. Bu
stire¢, endotel hiicrelerinin ve ECM’nin gogiinii icerir ve makrofajlar ile endotel
hiicreleri tarafindan salgilanan VEGF, PDGF ve temel fibroblast biiylime faktori
(bFGF) tarafindan tetiklenir. Anjiyogenezin, yara iyilesmesinde dogal bir siireg
oldugunu vurgulamak énemlidir. lyilesmenin ilk ii¢ giiniinde bFGF, 4-7 giin arasinda
ise VEGF graniilasyon dokusu olusumu igin kritik bir rol oynar. Anjiyogenez, biylime
faktorlerinin endotel hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanmasiyla baglar. Aktive olan
endotel hicreleri, bazal membran1 pargalayarak proteolitik enzimler salgilar ve bu
slireg, yeni damar olusumu i¢in uygun mikro gevrenin hazirlanmasini saglar (35, 36,

39) (Sekil 4).
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Sekil 4: Yara iyilesmesinin proliferasyon fazi.
Vaskuler Endotelyal Buyume Faktort (VEGF) ve Anjiyogenezdeki Rolu

VEGF ailesi, anjiyogenez surecini dizenleyen temel blyltme faktorlerinden
biridir. VEGF, endotel hicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, timdr htcreleri,
mezenkimal kok hiicreler ve perisitler gibi birgok farkli hiicre tipi tarafindan
uretilmektedir. Bu hucrelerin VEGF Uretimi, hipoksi, inflamasyon ve doku hasari gibi
cevresel faktorler tarafindan diizenlenmektedir. VEGF’in bu hiicrelerden salgilanmast,
anjiogenez ve doku rejenerasyon siireglerinin temel mekanizmalarindan biridir (40,
41). Bu faktorler, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu tesvik
ederek yeni damar olusumunu baglatir. VEGF ailesi dort ana alt gruptan olusur (42):

VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D.

VEGF-A: Anjiyogenezde en kritik rolii oynayan biytime faktortdur. Endotel
hucreleri Gzerinde bulunan VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptorlerine baglanarak damar
olusumunu baslatir. Ozellikle hipoksi kosullarinda hiicresel ~sinyalizasyon

mekanizmalarini aktive eder ve yeni damarlarin biiyliimesini tesvik eder (42).

VEGF-B: VEGF-A kadar giclu bir anjiyogenez etkiye sahip olmamakla
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birlikte, hucre metabolizmasini1 ve vaskiiler homeostazi destekleyerek yeni damar
olusumunu dolayl yoldan diizenler. Ozellikle kas dokusu ve kalp gibi enerji ihtiyaci

yiuksek dokularda etkindir (40).

VEGF-C: Lenfanjiyogenezi (lenf damarlarinin olusumunu) diizenleyen ana
faktordiir. Lenfatik endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu artirarak, lenf akisini

diizenler ve doku 6deminin 6nlenmesine yardimei olur (43).

VEGF-D: Hem vaskiiler hem de lenfatik anjiyogenezi destekleyen bir blylime
faktorudir. VEGFR-2 ve VEGFR-3 reseptorlerine baglanarak hem kan damarlarinin

hem de lenf damarlarinin olusumuna katkida bulunur (43).

VEGF ailesi, biyomateryal ile desteklenen doku iskelelerinde hcresel
proliferasyonu ve damarlanmayi1 hizlandirarak basarili rejenerasyon siireglerinin
temelini olusturur. Bu ¢alismada biyomateryalin dokuda stabil kalmasini

degerlendirmede anti-VEGF marker1 kullanmay1 bu nedenlerle tercih ettik.
CD31 (PECAM-1) ve Anjiyogenezdeki Rolu

CD31, diger adiyla Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-
1), anjiyogenezde rol oynayan dnemli hiicre ylzey belirteclerinden biridir. CD31,
endotel hiicreleri arasinda hiicre-hiicre etkilesimlerini diizenleyen bir adezyon
molekiiliidiir ve yeni damar olusumu siirecinde kritik bir rol oynar. CD31, vaskuler
hiicreler arasinda sinyal iletimini saglayarak damarlarin stabilizasyonunu destekler.
Anjiyogenez siirecinde endotel hiicrelerinin gogiinii, birlesmesini ve damarlarin

olgunlagmasini diizenler (44).

Anti-apoptotik etkileri sayesinde, yeni olusan damarlarin korunmasina
yardimet olur. Ozellikle hiicresel stres altinda endotel hiicrelerinin hayatta kalmasi
destekleyen sinyal yollarin1 aktive eder, CD31, VEGF ile birlikte c¢alisarak
anjiyogenezin etkinligini artirir. Yapilan ¢alismalar, VEGF ve CD31’in birlikte yiiksek
seviyelerde eksprese edildigi ortamlarda anjiyogenez siirecinin daha hizli ilerledigini

goOstermektedir (45).

CD31’in doku miihendisligi uygulamalarindaki énemi, biyomalzeme igeren
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iskelelerde neovaskiilarizasyon siirecinin etkinligini degerlendirmek i¢in bir belirteg
olarak kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle fibroblast veya endotel
hiicreleri eklenmis biyomalzemelerin damarlanma kapasitesini 6lgmek icin CD31

ekspresyonu biyomarker olarak kullanilmaktadir (46).
2.1.4. Yeniden Sekillenme (Remodelling) ve Matlrasyon Fazi

Yara iyilesmesinin son agamasi olan yeniden sekillenme (remodeling) slreci,
iki y1la kadar devam edebilen uzun vadeli bir siiregtir (36). Bu asamada, kollajen lifleri
yeniden diizenlenir, ¢apraz baglar olusturularak doku mukavemeti artirilir ve
graniilasyon dokusu skar dokusuna doniisiir. Onceki asamalarda etkin olan hiicresel
aktiviteler programlanmis hiicre o6limii (apoptoz) yoluyla azalmaya baslar.
Fibroblastlar apoptoza ugradiginda, yiiksek hiicre yogunlugu ve damarlanma iceren
graniilasyon dokusunun olusumu durur ve yerini daha az hiicre iceren olgun skar
dokusu alir (47).

Bu agama, mekanik gerilim ve TGF-f sinyallemesi araciligiyla fibroblastlardan
farklilasan miyofibroblastlar tarafindan yonlendirilir (48). Miyofibroblastlar, matriks
metaloproteinazlar (MMPs) salgilayarak proliferatif fazda Uretilen gegici ECM ve tip
IIT kollajenin pargalanmasini saglar. Bu stregte daha siki ve organize bir yap1 olan tip
| kollajen yara bolgesine hakim olur. Miyofibroblastlarin aktivitesi, yara dokusunun
kasilmasini saglayarak yaranin kapanmasina katkida bulunur. Kollajen sentezi ve
organizasyonu, yaranin gerilme mukavemetini ve mekanik dayanikliligini artirir ancak
iyilesmis doku, hi¢bir zaman normal derinin maksimum mukavemetinin %80’ini
asamaz (39, 47). Bazi sistemik hastaliklar ve diyabet, kollajen Ulretimini ve
organizasyonunu bozarak yara mukavemetini zayiflatabilir, bu da iyilesme siirecinin

gecikmesine ve skar dokusunun zayif kalmasina neden olabilir (49).
2.2. Mikrotia Rekonstriiksiyonunda Kullanilan Ameliyat Teknikleri

Mikrotia rekonstriiksiyonu, dogumsal dis kulak deformitelerini diizeltmek i¢in
uygulanan cerrahi girisimlerdir. Giiniimiizde bir¢ok teknik kullanilmaktadir ve bu
tekniklerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. En yaygin olarak kullanilan

yontemler otojen kostal kikirdak rekonstriiksiyonu, alloplastik implantlar ve doku
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miihendisligi ile gelistirilen biyobaski materyallerinin kullanildig: tekniklerdir. Her
yontemin etkinligi, hastanin ihtiyaglarina, cerrahin deneyimine ve bireysel anatomik

farkliliklara bagl olarak degisir (50).
2.2.1. Otojen Kostal Kikirdak Grefti ile Rekonstriiksiyon

Otojen kostal kikirdak rekonstriiksiyonu, hastanin kendi kaburga kikirdaginin
kullanildig1 en yaygin ve en uzun siiredir uygulanan tekniktir. Bu yontemde kaburga
kikirdagi alinarak modelleme yapilir ve kulak yapisi olusturulur. Brent teknigi (51) ve
Nagata teknigi (52) en yaygin kullanilan tekniklerdir.

2.2.1.1. Kikirdak Dokusu

Kikirdak dokusu, ¢esitli islevleri yerine getirme kapasitesine sahip 6zel bir
doku tiiriidiir. Bu islevler arasinda sikistirict kuvvetlere direng gosterme, kemigin
esnekligini artirma ve esneklik gereken kemikli bolgelerde destek saglama yer alir.
Kikirdak dokusunun sentezinde gorev alan baglica hiicreler ise, lakiin adi verilen
bosluklarda bulunan kondrositlerdir. Kikirdak matriksi, fibroz doku ve farkli
proteoglikanlar ile glikozaminoglikanlarin bir araya gelmesiyle olusan bir yapiya
sahiptir. Kikirdak doku sentezlendikten sonra, kan ya da lenf kaynaklarina dogrudan
bagli degildir. Bu nedenle, besinlerin alinmasi ve metabolizma sonucu olusan atiklarin

uzaklastirilmasi difiizyon ile gergeklesir (53).

Kikirdak matriksinde, glikozaminoglikan oraninin tip 2 kolajen liflerinden
daha ytiksek olmasi, ¢evredeki bag dokudaki kan damarlariyla matriksteki kondrositler
arasinda maddelerin diflizyonuna olanak tanir. Bu siire¢, dokunun canliligin1 korumasi
acisindan kritiktir (54). Kikirdak doku, kemik gibi fibroz bir zar olan perikondrium ile
cevrelenmistir; ancak bu tabaka rejenerasyon kapasitesi bakimindan oldukc¢a sinirlidir.
Bu nedenle, kikirdak yaralanmalarinda iyilesme siireci genellikle yavas gerceklesir.
Kikirdak dokunun kan dolagimi1 olmamasi, yaralanmalarin uzun siirede iyilesmesinin
baglica nedenidir. Ayrica, kikirdagin sinir sistemiyle baglantis1 bulunmadigi i¢in hasar
durumunda agr1 ya da hassasiyet hissedilmez (55).

Kikirdak doku kalsifikasyona ugradiginda, kondrositler yasamlarin yitirir ve

bu alanlar kikirdagin yerini alan kemik benzeri bir dokuyla doldurulur. Kemigin
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aksine, kikirdak matriksinde kalsiyum bulunmaz. Bunun yerine, elastikiyet ve esneklik

saglayan kondroitin gibi maddeler yiiksek oranda yer alir (56).
2.2.1.2. Kikirdak Dokusu Hiicreleri

Kikirdak dokusu, kondrosit adi verilen hiicrelerden ve yogun miktarda
ekstraselliiler matriksten olusan avaskiiler bir doku tiiriidiir. Kikirdak hacminin
%095’inden fazlasim1 olusturan ekstraselliiler matriks, bu dokunun fonksiyonel
bilesenidir. Kondrositler az sayida bulunmalarina ragmen, kikirdak matriksinin
tiretimi ve devamlilig1 i¢in gerekli olan temel maddeleri salgilarlar. Kondrositler,
hiicre dis1 matriksin korunmasinda ve kikirdak dokusunun yenilenmesinde kritik rol
oynarlar. Kollajen liflerle cevrili olan kondrositler, kikirdaga giic ve esneklik

kazandiran maddeler salgilayarak dokunun dayanikliligini saglarlar (54).

Kondrositler, genellikle omurlar arasi1 disklerde ve eklem kikirdaginda
bulunurlar. Eklem kikirdaginda, eklem hareketleri sirasinda tampon gorevi gorerek
homeostazin korunmasima katkida bulunurlar. Diger 06zellesmis dokulardaki
hiicrelerde oldugu gibi, kondrositler de birbirlerinden kikirdak matriksi araciligiyla
ayrilmistir. Ayni zamanda kondrositler, kikirdak dokusunun onarim siirecinde 6nemli
bir rol iistlenirler; rekonstriiktif 6zellikleri sayesinde doku hasar1 durumunda digsal

travmalara yanit verirler (57).
2.2.1.3. Perikondriyum

Perikondriyum, fibroblastlara benzer hiicrelerden olusan yogun bir bag dokusu
tabakasidir. Cesitli agilardan bezleri ve birgok organi ¢evreleyen kapsullere benzeyen
bir yapiya sahiptir. Bunun yani sira, yeni kikirdak hiicrelerinin olusumu i¢in bir kaynak
gorevi gorir (57). Perikondriyumun dis kismi biiyiik oranda kollajen tip I lifleri ve
fibroblastlardan meydana gelirken, i¢ kismi kikirdak matriksine yakin konumlanmis
ve boliinerek kondrositlere doniisebilen mezenkimal kok hiicreleri igerir. Bu i¢ tabaka,
kondroblastlarin olusumu ve kikirdak dokunun yenilenmesi igin bir hiicresel kaynak
sunar (58). Hyalin kikirdak dokusu, perikondriyum adi verilen siki bag dokusu ile
cevrelenmistir; ancak eklem yiizeylerinde bulunan hyalin kikirdak, perikondriyum ile

kaplanmamustir (54).
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2.2.1.4. Kikirdak Dokusu Tipleri
Hyalin kikirdak

Hyalin kikirdak, organizmada en sik rastlanan kikirdak tiirtidiir ve erigskinlerde
eklem ylizeylerinde, solunum yollarinda (burun, larinks, trakea, brons), kaburgalarin
on uclarinda ve epifiz plaklarinda bulunur. Eklem yiizeyleri hari¢ tiim bolgelerde
perikondriyum ile tamamen g¢evrelenmistir (59). Hyalin kikirdak, fetiisiin gelismekte
olan iskeleti i¢in bir yap1 modeli olusturur ve erken fetal donemde, kemiklesme siireci
olan enkondral kemiklesme ile gelisen kemiklerin Onciisii olarak gorev yapar.
Baslangi¢ asamasinda pek ¢ok uzun kemik, olgun kemigin seklini andiran kikirdak

modelleri ile ifade edilir (54).

Kondrosit adi verilen olgun kikirdak hiicreleri, lakuna adi verilen bosluklar
icinde yer alir. Bu hiicreler canli dokuda genis ve oval bir sekle sahip olsalar da
histolojik preparat hazirlama sirasinda su, lipid ve glikojen kaybina ugrayarak
biiziiliirler. Bu nedenle preparatlarda lakuna duvarlari ile kondrositler arasinda gergek
olmayan bir bosluk ortaya ¢ikar. Bu biiziilme, kondrositlerin sitolojik 6zelliklerinin
151k mikroskobunda incelenmesini zorlastirir. Ayrica dehidrasyon sirasinda kaybolan

su ve lipidler nedeniyle sitoplazmalar1 vakuollii goriiniir (60).

Kikirdak matriksini sentezleyen kondroblastlar, gelismis bir graniilli
endoplazmik retikulum, Golgi kompleksi, sekresyon granulleri, vezikiller, lipid,
glikojen, ara filamentler, mikrofilamentler ve mikrotiibiiller gibi hiicresel yapilar
icerir. Hyalin kikirdak matriksi, kondrositler tarafindan {iretilir ve {i¢ ana molekiil

siifindan olusur (54):

1. Kollajen Molekdilleri: Ana matriks proteini olarak %80 oraninda tip 2

kollajen igerir.
2. Proteoglikanlar: Hyaluronan, kondroitin sulfat ve keratan stlfat icerir.

3. Coklu Yapiskan Glikoproteinler: Ankorin C II, tenasin ve fibronektin gibi

yapiskan glikoproteinler igerir.

Elastik kikirdak

18



Elastik kikirdak, hyalin kikirdak matriksinin temel bilesenlerine ek olarak bol
miktarda dallanan ve birbirine baglanan elastik lifler icerir. Bu elastik liflerin varligi,
elastik kikirdaga hyalin kikirdaktan daha fazla esneklik ve biikiilebilme o6zelligi
kazandirir. Elastik kikirdak, esneklige ihtiya¢ duyulan dis kulak, dis kulak yolu,
epiglottis, dstaki tiipii ve larinksteki baz1 yapilar (cuneiform, corniculat ve epiglottis)
gibi bolgelerde bulunur. Ayrica, hyalin kikirdaktan farkli olarak, elastik kikirdak

yaslanma siirecinde kalsifikasyona ugramaz (61).
Fibroz kikirdak

Fibroz kikirdak, yapisal 6zellikleri bakimindan kikirdak ve siki bag dokusu
arasinda yer alir. Kondrositler genellikle hiicre dizileri seklinde siralanir, ancak
nadiren izojen gruplar olarak bulunurlar. Bu kondrosit gruplar1 arasinda yer yer
fibroblast hiicrelerine de rastlanir. Fibroz kikirdak, intervertebral disklerde, bazi
eklemlerde (6rnegin, sternoklavikular ve temporomandibular eklemler), symphysis
pubis bolgesinde, diz meniskiislerinde ve tendonlarin kemige tutundugu bolgelerde
bulunur. Fibroz kikirdakta bulunan hiicrelerin sadece gelisim doneminde degil, ayni
zamanda eriskin donemde de matriks molekiillerini salgilamaya devam etmesi, bu
kikirdagin mekanik basing, beslenme kosullar1 ve hormonal degisiklikler gibi ¢cevresel

faktorlere uyum saglamasina katki saglar (62).

Fibroz kikirdagin ekstraselliiler matriksi, tip 1 ve tip 2 kollajen fibrilleri
icermesiyle 6ne ¢ikar. Bu kollajenlerin oram farklilik gosterebilir. Ornegin, diz
eklemindeki meniskiisler yalnizca az miktarda tip 2 kollajen igerirken, intervertebral
diskler tip 1 ve tip 2 kollajeni esit oranda igerir. Fibroz kikirdakta tip 1 ve tip 2 kollajen
orant yasla birlikte degisiklik gosterebilir. Yasli bireylerde, tip 2 kollajen iireten
kondrositlerin siirekli aktivitesi nedeniyle bu kollajen tiirii daha fazla bulunur. Ayrica,
fibroz kikirdagin ekstraselliiler matriksi, agrekan yerine fibroblastlar tarafindan
salgilanan bir proteoglikan monomeri olan versikam1 daha yiiksek miktarda igerir.
Versikan, hyaluronan ile baglanarak yiiksek diizeyde su tutan proteoglikan kiimeleri

olusturur (54).
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2.2.2. Kikirdak Grefti

2.2.1.1. Kikirdak Grefti Elde Edilmesi, Hazirlanilmas1 ve Klinik

Uygulanmasi

Kikirdak greftleri; estetik burun cerrahisi, dogustan gelen veya sonradan olusan
burun deformitelerinin diizeltilmesi, mikrotia ve diger kulak deformasyonlarinin
rekonstriiksiyonu, temporomandibular eklem ankilozunun tedavisi ve kraniofasiyal
bolgedeki defektlerin onarimi gibi birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Rinoplasti cerrahisinin baglangicindan bu yana, travmatik burun deformitelerinin ve
sekonder cerrahi defektlerin onariminda greftler tercih edilmektedir (63). Sekonder
rinoplastide otolog greftler i¢in tercih edilen potansiyel donor alanlar arasinda septal
kikirdak, kulak kikirdagi, kaburga, iliak kemik ve kalvaryal kemik bulunmaktadir. En
cok tercih edilen donér alan septal kikirdaktir, ¢linki ekstra bir kesi gerekmez, donér
bolgede morbidite olusmaz, septal kikirdak alinirken burundaki egrilik diizeltilebilir

ve hava yolu agikligini iyilestirebilir (64).

Kikirdak greftleri, kulak rekonstriikksiyonunda da 6nemli bir yere sahiptir.
Brent, Nagata, Tanzer, Walton ve Beahm gibi Onciiler tarafindan gelistirilen teknikler,
giiniimiizde kullanilan kulak rekonstriiksiyon yontemlerinin temelini olusturur.
1959°da Tanzer, otolog kaburga kikirdagi kullanarak kulak rekonstriiksiyonunda
onemli bir asama kaydetmis ve bu yontemle kalici sonuglar elde etmistir. Kulak
rekonstriiksiyonu i¢in otojen kaburga kikirdagi kullanimi, dayamiklilifi ve estetik
sonuglariyla mikrotia rekonstriiksiyonunda en kalic1 tekniklerden biri olarak kabul

edilmektedir (65).

Kikirdak greftleri, dogustan gelen kulak deformitelerinde oldugu kadar,
travma, yanik ve trafik kazalar1 gibi durumlarin sebep oldugu edinilmis deformitelerin
tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin, Pearl ve ¢alisma arkadaslari,
parsiyel kulak defekti olan 50 hastada kostal kikirdak grefti kullanarak basarili
sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir (66).

Otojen Kostal Kikirdak Grefti ile Rekonstriiksiyon Avantajlar (67, 68):

Biyouyumluluk: Kendi dokusundan elde edildigi i¢in bagisiklik sistemi
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tarafindan reddedilme riski yoktur.

Kalic1 ve dayanikh yapr: Kikirdak doku zaman iginde stabil kalir ve uzun

vadede komplikasyonlarla karsilasiimadigi miiddet¢e az miktarda degisiklige ugrar.

GOrunum: Cerrahin deneyimine bagli olarak estetik sonuglar oldukca basaril

olabilir.

Gelismis cerrahi tekniklerle daha iyi sekillendirme: Cerrahi yontemlerin

ilerlemesiyle daha detayli ve dogal kulak formlar1 elde edilebilir.

Daha az komplikasyon: Uygun vakalarda iyi planlanmis bir otojen
rekonstriiksiyon, alloplastik materyallere kiyasla daha diisiik komplikasyon oranina

sahiptir.

Otojen Kostal Kikirdak Grefti ile Rekonstriiksiyon Dezavantajlar (69,
70):

Cok asamali cerrahi gerektirir: Tipik olarak iki ila {i¢ asamal1 bir operasyon

slirecine sahiptir.

Dondr saha morbiditesi: Kaburgadan kikirdak alinmasi agri, skar olusumu ve

g6giis duvari deformitesine yol agabilir.

Cerrahi zorluk: Kikirdagin istenilen sekle getirilmesi teknik olarak oldukga

zordur.

Cocuk hastalar icin simirlamalar: Kaburga gelisimi tam tamamlanmamis

hastalarda bu prosediiriin uygulanabilirligi sinirlidir.

Operasyon zamanlamasi: Kostal kartilajin elde edilmesi i¢in uygun hasta yas1

beklenir.
2.2.3. Epitez ile Yapilan Kulak Rekonstriiksiyonu

Epitez (aurikiiler protez), dogumsal veya travmatik kulak kayiplarinda

rekonstriiksiyon amaciyla kullanilan alternatif bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Ozellikle cerrahi rekonstriiksiyon igin uygun olmayan hastalar veya basarisiz otolog
rekonstruksiyon gegiren bireyler icin tercih edilmektedir. Epitezler, medikal
yapistiricilar, implant tabanli sistemler veya manyetik sabitleme mekanizmalar
yerlestirilerek, hastanin yiiz yapisina uygun sekilde tasarlanmaktadir. Giintimiizde, 3D
baski ve bilgisayar destekli tasarim (CAD/CAM) teknolojileri, epitez iiretim

stireclerini daha hassas hale getirmekte ve kisiye 6zel ¢oziimler sunmaktadir (71).

Epitezlerin en biiylik avantajlar1 arasinda kozmetik olarak tatmin edici sonuglar
sunmasi, cerrahi risk tasitmamasi ve geri doniisiimlii bir tedavi yontemi olmasi
bulunmaktadir. Bununla birlikte, medikal yapistiric1 kullanilan epitezlerde deri tahrisi
ve yapistiricinin zamanla dayanikliligini kaybetmesi gibi dezavantajlar goriilebilir. Bu
nedenle, osseointegrasyon saglayan titanyum implantlarla sabitlenen epitezler,
stabilite agisindan daha basarili sonuglar vermektedir (72). Yapilan arastirmalarda,
osseointegrasyonlu implant destekli epitezlerin uzun siireli kullanimda giivenilir
oldugu ve estetik goriiniimii en iyi sekilde korudugu belirtilmektedir. Ornegin,
Yenisey ve ark. (73) ¢alismasinda, yapistirici bazli epitezlerin kisa vadede tatmin edici
sonuclar sagladig1 ancak uzun vadede implant bazli sistemlerin daha stabil oldugu

vurgulanmugtir.

Sonug olarak, epitezle yapilan kulak rekonstriiksiyonu, 6zellikle cerrahi islem
gormek istemeyen veya cerrahi igin uygun olmayan hastalar icin énemli bir secenektir.
Bilgisayar destekli tretim teknikleri, 3D baski teknolojileri ve osseointegrasyon bazli
implant sistemleri, epitezlerin fonksiyonelligini ve estetik basarisini artirmakta, bu

yontemin klinik uygulamalardaki yerini guclendirmektedir (74).
2.2.4. Alloplastik Materyaller ile Rekonstruksiyon

Alloplastik materyaller, canli dokularla etkilesime girerek doku onarimi veya
yapay doku olusturma amaciyla kullanilan malzemelerdir. Kikirdak rekonstriiksiyonu

i¢in kullanilan biyomateryallerin belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekir:

e Biyouyumluluk: Kikirdak dokusunda kullanilacak biyomateryallerin,
viicudun bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmemesi 6nemlidir. Biyouyumlu

materyaller, viicudun savunma mekanizmalar1 tarafindan olumsuz bir tepkiyle
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kargilasmadan dokuyla entegre olur ve bu, tedavi siirecinin giivenli olmasini
saglar. Iyi biyouyumluluga sahip biyomateryaller, inflamasyon riskini en aza
indirerek tedavi slrecini daha guvenli hale getirir (75).

e Biyobozunurluk: Kikirdak dokusu yenilenirken biyomateryalin biyolojik
olarak ¢oziinebilir olmasi 6nemlidir. Biyobozunur malzemeler, iyilesme siireci
boyunca viicut tarafindan parcalanir ve yerini dogal dokuya birakir. Bu 6zellik,
dokunun iyilesme siireci sonunda biyomateryal kalintisinin kalmamasini saglar
(75).

e Mekanik Dayamkhhk: Kikirdak dokusu, eklem bolgelerinde oldugu gibi
yuksek basinca maruz kalir. Bu nedenle, biyomateryallerin dayanikli olmasi
gerekmektedir. Yeterli dayanikliliga sahip materyaller, giinliik yasamda ortaya
c¢ikan stresleri karsilayarak uzun vadeli bir ¢6ziim sunar (76).

e Esneklik ve Elastikiyet: Kikirdak doku gibi esneklik gerektiren yapilar igin
kullanilan biyomateryaller, dogal dokuya benzer bir esneklik saglamalidir.
Esnek biyomateryaller, viicut icinde uyumlu hareket edebilir ve rahatlikla

entegre olabilir (77).

Gilinimiizde kulak rekonstriiksiyonu amaciyla en sik kullanilan alloplastik
materyaller arasinda Gozenekli Polietilen (PP), Silikon (Silastic), Metaller (Tantal,
Titanyum), Akrilik ve Metil Metakrilat, Naylon Mesh ve Politetrafloroetilen
(PTFE- Teflon) bulunmaktadir. Her bir materyalin kendine 6zgii avantajlari ve
dezavantajlar1 olup, kullanim alanlar1 ve komplikasyon oranlar1 yapilan klinik

caligmalara gore degismektedir (78).
Poroz Polietilen

Pordz polietilen, glinlimiizde kulak rekonstriiksiyonunda en yaygin kullanilan
alloplastik materyaldir. Biyouyumlulugunun yiiksek olmasi ve doku biiyiimesine izin
vermesi nedeniyle rekonstriiksiyon islemlerinde siklikla tercih edilir. Ozellikle
Medpor gibi ticari isimlerle bilinen gézenekli polietilen implantlar, stabil yapisi ve
enfeksiyon riskinin diisiik olmasi sayesinde avantajlidir. Yapilan ¢alismalarda, pordz
polietilen implantlarin otolog kikirdak rekonstriiksiyonuna kiyasla daha az cerrahi

asama gerektirdigi ve komplikasyon oranlarinin diisiik oldugu gosterilmistir (79).
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Ayrica, Kadah ve arkadaslar1 (80) tarafindan yapilan bir arastirmada, gdozenekli
polietilen implantlarin iyi fonksiyonel sonuglar sundugu ve diisiik oranda ciddi

komplikasyonlar ile karsilasildig: bildirilmistir.
Silikon (Silastic)

Silikon, ilk kullanilan alloplastik materyallerden biri olup, baslangigta kulak
protezi yapiminda yaygin olarak kullanilmistir. Yumusak ve kaliplanabilir yapisi
sayesinde kolay sekillendirilebilmesine ragmen, skar dokusu olusumu, implant
ekstriizyonu ve enfeksiyon riski gibi komplikasyonlar nedeniyle zamanla klinik
kullanimda azalmaya gitmistir. Yapilan arastirmalarda, silikon implantlarin yiiksek
ekstriizyon oranlari ve yetersiz doku entegrasyonu nedeniyle gilinlimiizde kulak

rekonstruksiyonu igin 6nerilmedigi belirtilmistir (81).
Metaller (Tantal, Titanyum)

Gecmiste metaller, 6zellikle tantal ve titanyum, kulak rekonstriiksiyonunda
denenmis ancak cesitli nedenlerle yaygin kullanimdan kaldirilmigtir. 1940’larda tantal
tel kafesler kullanilmis ancak korozyona ugrama ve viicut tarafindan iyi tolere
edilmemesi nedeniyle bu yontem zamanla terk edilmistir. Titanyum ise
biyouyumlulugu ve mekanik dayamikliligi nedeniyle bazi 6zel implantlarda
kullanilmaktadir. Ozellikle osseointegrasyon yetenegi sayesinde cene ve yiiz
rekonstriiksiyonlarinda basariyla uygulanmaktadir (82). Bununla birlikte, Mevio ve
ark. (83) tarafindan yapilan bir ¢alismada, osseointegre titanyum implantlarin kulak
protezlerinin stabilizasyonunda etkili oldugu ancak dogrudan doku rekonstriiksiyonu

i¢cin uygun olmadig: belirtilmistir.
Akrilik ve Metil Metakrilat

Akrilik ve metil metakrilat gegmiste kulak rekonstriiksiyonunda kullanilmig
ancak yliksek komplikasyon oranlar1 ve biyouyumluluk problemleri nedeniyle
ginimuzde buyik ol¢iide terk edilmistir. Metil metakrilatin mekanik dayaniklilig
yluksek olmasina ragmen, implant sonrasi inflamasyon ve doku reddi gibi
olumsuzluklara neden oldugu bildirilmistir. Kauke-Navarro ve ark. (84) tarafindan

yapilan bir incelemede, metil metakrilatin uzun vadede biyouyumluluk eksiklikleri
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nedeniyle kullanimdan kaldirildigi ve daha giivenli alternatiflerin gelistirildigi

belirtilmistir.
Naylon Mesh ve Politetrafloroetilen (PTFE- Teflon)

Naylon mesh ve PTFE (Teflon), gegmiste kulak rekonstriiksiyonunda alternatif
olarak kullanilmig ancak yetersiz doku entegrasyonu ve sik komplikasyonlara yol
acmas1 nedeniyle giiniimiizde biiyiikk 6l¢iide terk edilmistir. PTFE implantlarinin,
enfeksiyon riskinin yiiksek olmasi ve uzun vadede implant ekstriizyonuna yatkin
olmasi nedeniyle giivenilir bir segenek olmadig1 belirlenmistir. Ozkaya ve Erg¢dgen
(85) tarafindan yapilan bir ¢alismada, PTFE bazli implantlarin rekonstriiksiyon
sonrasinda yetersiz doku biitlinlesmesi nedeniyle uzun vadede basarisiz olabilecegi

ifade edilmistir.

Alloplastik materyaller, kulak rekonstriiksiyonunda énemli bir secenek olarak
kullanilmaktadir. Giiniimiizde en yaygin tercih edilen materyal gozenekli polietilen
olup, doku biiylimesine izin vermesi, diisiik enfeksiyon riski ve uzun siire stabil
kalmasi1 gibi avantajlar sunmaktadir. Silikon, metaller, akrilik ve PTFE gibi diger
alloplastik materyaller ise yiiksek komplikasyon oranlari, biyouyumluluk eksiklikleri
veya ekstriizyon riskleri nedeniyle gilinlimiizde simnirli olarak kullanilmaktadir.
Gelecekte, biyouyumlu polimerlerle yapilan yeni nesil implantlarin ve 3D baski

teknolojisinin bu alanda daha fazla kullanilacagi 6ngoriilmektedir (3).
Alloplastik materyaller ile yapilan rekonstriiksiyonun avantajlari;

Alloplastik materyaller, 6zellikle pordz polietilen(Medpor) gibi biyouyumlu
implantlar, otojen kikirdak yerine kullanildiginda cesitli avantajlar sunar. En 6nemli
avantajlardan biri, bu yontemlerin genellikle tek asamali cerrahi ile
tamamlanabilmesidir, bu da hem cerrah hem de hasta i¢in operasyonel konfor saglar
(86).

Ayrica, bu tekniklerde kaburgadan kikirdak alinmasina gerek kalmaz, bu da
donor saha morbiditesini ortadan kaldirir (79). Bu durum hastalar agisindan hem daha

az agr1 hem de daha hizli iyilesme siireci anlamina gelir (68).
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Son yillarda gelistirilen yiiksek yogunluklu poréz polietilen implantlar
sayesinde biouyum ve estetik uyum artmigtir. Bu implantlar yumusak doku igine
entegrasyon gostererek daha stabil ve dogal goériinimli kulak yapilarinin elde
edilmesini miimkiin kilmaktadir (87). Bu avantajlar, 6zellikle hasta memnuniyetini

olumlu yonde etkileyebilir.
Dezavantajlar:

Her ne kadar pratik avantajlar sunsa da alloplastik materyallerle yapilan kulak
rekonstriksiyonu bazi riskleri de beraberinde getirir. Literatiirde en sik bildirilen
komplikasyonlar arasinda enfeksiyon ve ekstriizyon yer alir. Ornegin, Medpor ile
yapilan rekonstriiksiyonlarda %15 oraninda enfeksiyon veya ekstriizyon
komplikasyonu bildirilmistir, bu oran otojen kikirdak kullanilan olgularda yalnizca
%2’dir (68).

Biyolojik entegrasyon eksikligi, alloplastik materyallerin en 6nemli
dezavantajlarindan biridir. Otojen dokularla karsilastirildiginda, implantlar genellikle
yeterli dizeyde damarlanma ve doku uyumu godsteremez. Bu durum, zaman iginde
implantin yer degistirmesi, kirilmasi veya cilt altindan goriiniir hale gelmesi gibi

sorunlara yol acabilir (88).

Ayrica, bazi serilerde uzun donem takiplerde implantin formunun bozuldugu
ve deformasyon gelisebildigi rapor edilmistir (89). Bu nedenle, uzun vadeli stabilite

acisindan dikkatli hasta se¢imi ve teknik planlama gerekmektedir.
2.2.4. 3D Biyobaski ile Doku Miihendisligi Yaklasimlar:

Doku miihendisligi, hiicreler, biyomateryaller ve biyolojik faktorler
kullanilarak dogal dokularin fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerini yeniden yaratmayi
amaglar. Kikirdak yenilenmesinde doku miihendisligi; biyomateryaller, biiyiime
faktorleri ve kok hucreler gibi biyolojik bilesenleri bir araya getirerek yeni ve islevsel
kikirdak dokusu olusturmay1 hedefler (90).

e Hiicre Kaynaklar: Kikirdak yenilemede en yaygin hiicre kaynag:i olan

kondrositler, yeni kikirdak dokusu olusumunda anahtar rol oynar. Ayrica,
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mezenkimal kok hiicreler gibi ¢ok yoOnlii hiicreler de farklilasarak
kondrositlere doniigsebilmekte ve yeni kikirdak dokusu olusumunu
desteklemektedir (91).

e Blyume Faktorleri ve Biyoaktif Molekuller: Hiicre ¢ogalmasini ve
farklilasmasimn1  tesvik eden biiyiime faktorleri, kikirdak doku
miihendisliginde sik¢a kullanilmaktadir. Transforming Growth Factor-beta
(TGF-B) ve Bone Morphogenetic Protein (BMP) gibi faktorler,
kondrositlerin saglikl bir sekilde cogalmasini ve kikirdak benzeri bir doku
olusturmasini saglar (92).

e Hiicre Iskelesi Kullanimi: Doku miihendisliginde, hiicrelerin biiyiimesi ve
kikirdak dokusu olusturmasi i¢in biyomateryallerden yapilan hiicre
iskeleleri kullanilir. Hiicre iskeleleri, hiicrelerin organizasyonunu saglar ve

dogal yapiya uygun bir doku olusumu tesvik eder (92).

Gunumuzde kulak rekonstriiksiyonu igin 3D biyobaski ile iiretilen malzemeler
lic ana grupta incelenmektedir: biyobaskiya uygun biyomalzemeler, canli hiicre
kaynaklar1 ve destekleyici biyoaktif bilesenler. Bu malzemeler, biyobaski teknigiyle
kisiye Ozel tasarlanarak tretilen doku iskelelerinin biyomekanik ve biyolojik

Ozelliklerini optimize etmeye yonelik secilmektedir (3).

o Biyobaskiya uygun biyomalzemeler arasinda polikaprolakton (PCL),
polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), polidimetilsiloksan (PDMS),
termoplastik poliuretan (TPU) ve hidrojel bazli materyaller (metakrilat
modifiye jeller, aljinat, fibrin, kollajen, hyaluronik asit) yer almaktadir. PCL,
biyobozunur ve termoplastik bir polimer olup, yavas bozunma &zelligi
sayesinde uzun siire mekanik destek saglayarak doku miihendisligi
uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir (93). PLA ve PGA, biyouyumlu
polimerler olup, PGA'nin hizli bozunma 6zelligi nedeniyle doku
rejenerasyonunu tesvik edebildigi belirtilmistir. Hidrojel bazli materyaller,
hiicre kiiltlirleri i¢in uygun bir ortam sunarak yumusak doku miihendisliginde
kullanilir ve yiiksek su igerigi sayesinde hiicrelerin biliylimesini destekler (94).

. Canli hiicre kaynaklar1 ise kikirdak hiicreleri (kondroblastlar/kondrositler),

mezenkimal kok hiicreler (MSC) ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler
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(iPSC) olarak gruplandirilmaktadir. Hastanin kendi kikirdak hiicrelerinden
laboratuvar ortaminda ¢ogaltilan kondrositler, biyobaski yontemiyle doku
iskelesine eklenerek yeni kulak kikirdaginin olusturulmasini  saglar.
Mezenkimal kok hiicreler (MSC), adipoz dokudan veya kemik iliginden elde
edilerek kikirdak ve bag dokusunun rejenerasyonunu destekler. indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler (iPSC) ise kisiye 6zel hiicresel tedavilerde umut
vadeden bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir (95).

o Destekleyici biyoaktif bilesenler arasinda blylme faktorleri (TGF-p, VEGF,
FGF), nanopartikiiller (hidroksiapatit, grafen oksit, glimiis nanopartikiiller) ve
dokuya 6zgil biyomateryaller bulunmaktadir. Biiyiime faktorleri, kikirdak ve
damar olusumunu destekleyerek doku iskelesinin canli dokularla
biitiinlesmesini hizlandirmaktadir. Ozellikle VEGF'nin anjiyogenezi artirarak
vaskiilarizasyonu tesvik ettigi gosterilmistir (96). Hidroksiapatit ve grafen
oksit gibi nanopartikiiller, mekanik dayaniklilig1 artirarak biyomalzemelerin
uzun émdrli olmasini saglar ve antibakteriyel 6zellik kazandirir (97). Ayrica,
hiicresel adezyonu artiran dokuya 6zgii biyomateryaller, kollajen tiirevleri ve

elastin bazli polimerler de biyobaski igin gelistirilmektedir (98).

Sonug olarak, 3D biyobaski ile iiretilen kulak doku iskeleleri, biyomalzemeler,
canli hiicre kaynaklar1 ve biyoaktif bilesenlerin entegrasyonu ile kisiye 6zel tedavi
¢Oziimleri sunmaktadir. Biyobaskiya uygun polimerik malzemeler, hiicresel bliyiimeyi
destekleyen  biyomiirekkepler =~ ve  biyolojik  katkilar  sayesinde, kulak

rekonstriiksiyonunda daha basarili sonuglar elde edilmesi miimkiin hale gelmektedir.
3D Biyobaski ile Doku Miihendisligi Yaklasimlarinin Avantajlari:

Kisiye 6zel tasarim: Bireysel anatomik farkliliklar g6z 6niinde bulundurularak

0zel tiretim yapilabilir.

Daha az cerrahi travma: Kaburga kikirdag:i gerektirmez, bdylece iyilesme

sureci daha konforlu olabilir.

Biyouyumlu malzemeler: Kullanilan biyopolimerler hiicre gogii ve doku

entegrasyonuna izin verir.
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Uzun vadeli gelisim potansiyeli: Gelisen teknoloji ile ilerleyen yillarda

biyolojik uyumu artirilmig, dayanikli yapilar iiretilebilecektir.

Regeneratif tibbin ilerlemesi: Gelecekte daha gelismis biyoteknolojik

¢Oziimler sunma potansiyeli tagir.
3D Biyobaski ile Doku Miihendisligi Yaklasimlarinin Dezavantajlari:
Heniiz deneysel asamada: Uzun siireli klinik sonuglari heniiz net degildir.

Mekanik dayamikhlik sorunlari: Doku iskeleleri zamanla biitliinliigiinii
kaybedebilir.

Maliyet: Gelismis laboratuvar altyapisi ve ileri teknoloji gerektirir.

Uzun vadeli biyolojik stabilite bilinmiyor: Insan iizerindeki uzun vadeli

basari oranlar1 heniiz belirlenmemistir.

2.2.5. Kisiye Ozel Dis Kulak Rekonstriiksiyonunda 3D Baski ile Uretilen
PDMS ve TPU i¢eren Kompozit Doku Iskeleleri

Di1s kulak malformasyonlari, dogumsal anomaliler veya travma sonrasi
meydana gelen deformasyonlar nedeniyle fonksiyonel ve estetik acidan ciddi
problemlere yol agmaktadir. Giiniimiizde bu tlir deformitelerin rekonstriiksiyonu,
genellikle otojen kosta kikirdak greftleri veya alloplastik materyallerin implantasyonu
ile gergeklestirilmektedir (16). Ancak, otojen greftlerin sinirli esneklige sahip olmasi
ve zamanla rezorpsiyona ugramasi, alloplastik materyallerin ise enfeksiyon ve
ekstriizyon riski tasimasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (99). Bu nedenle,
biyouyumlu ve uzun Omiirlii doku iskelelerinin gelistirilmesi, dis kulak

rekonstriiksiyonunda énemli bir arastirma alan1 haline gelmistir.

Son yillarda, 3D biyobaski teknolojisi, kisiye 6zel doku iskelelerinin tiretimi
icin umut verici bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. 3D baski, gdzenekli ve kompleks
yapilarin iretilmesini saglayarak hiicre tutunmasini, proliferasyonunu ve doku

gelisimini destekleyen biyomalzemelerle kombine edilebilmektedir (100).
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PDMS ve TPU’nun Kimyasal Ozellikleri ve Skafold Yapisindaki Rolii
Polidimetilsiloksan (PDMS)

PDMS, biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan hidrofobik, esnek
ve yiksek biyouyumluluk gosteren bir polimerdir. Kimyasal yapisinda bulunan Si—-O—
Si (silikon-oksijen) baglari, PDMS’e yiiksek termal stabilite ve mekanik dayaniklilik
kazandirmaktadir. Bu 6zellikler sayesinde PDMS, biyomalzeme skafoldlari i¢in ideal

bir bilesendir (16).

Ancak, PDMS’in dogal haliyle hiicre yapismasim1 desteklemedigi
bilinmektedir. Bu sorunun asilmasi i¢in ylizey modifikasyonlari, plazma iglemleri,
polidopamin kaplamalar ve protein adsorpsiyonu gibi teknikler uygulanmaktadir
(101). PDMS’in mikro-gozenekli yapilarla basilmasi, fibroblast hiicrelerinin tutunma
kapasitesini artirarak, doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in uygun hale getirilmesini

saglamaktadir (102).
Termoplastik Politiretan (TPU)

TPU, esnekligi, yiiksek asinma direnci ve hidrofilik yuzey 6zellikleri sayesinde
biyomedikal doku iskeleleri i¢in énemli bir alternatiftir (99). TPU’nun kimyasal
yapisi, yumusak ve sert segmentlerden olusmaktadir, bu da ona yuksek mekanik
dayanim ve esneklik kazandirmaktadir. TPU’nun biyouyumlulugu ve hiicre adezyon
kapasitesi yliksektir, bu nedenle doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Gozenekli TPU skafoldlari, fibroblast hiicrelerinin yayilmasini
artirarak, kikirdak doku miihendisligi i¢in umut vadeden bir yap1 olusturur. TPU nun
modifikasyonu ile hiicre tutunmasi artirilabilir ve kondroinduktif &zellikler
kazandirilabilir (103).

PDMS ve TPU'yu Birlestirmenin Avantajlari

Polidimetilsiloksan (PDMS) ve termoplastik politretan (TPU), biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilan iki 6nemli biyomalzemedir. PDMS, yiiksek
biyouyumluluk ve diisiik sitotoksisite Ozellikleri sayesinde doku miihendisliginde

tercih edilirken, esnekligi sayesinde Ozellikle yumusak doku uygulamalarinda
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kullanima uygundur. Ancak hidrofobik yapisi hiicre adezyonunu zorlastirabilir, bu
nedenle modifikasyon gerektirebilir (16). TPU ise yiiksek mekanik dayanikliligi,
elastik yapis1 ve islenebilirligi sayesinde doku iskelesi iiretiminde 6nemli bir malzeme
olarak kullanilir. Hiicrelerin tutunmasin1 kolaylastiran yiizey yapist ile doku

muhendisligi uygulamalarinda avantaj saglar (104).

Bu iki malzemenin birlesimi ile olusturulan kompozit doku iskelesi, tek basina
kullanilan malzemelere kiyasla bir¢cok avantaj sunmaktadir. TPU’nun mekanik
dayanikliligit ve PDMS’in esnekligi bir araya getirilerek biyomekanik olarak dogal
dokuya daha yakin bir yap1 elde edilmesi amaglanmistir. Bunun yani1 sira, TPU’nun
hidrofilik 6zellikleri PDMS’in hidrofobik yapisin1 dengeler, boylece hiicre adezyonu
ve proliferasyonu artirilir (105). Ayrica, kompozit yapi sayesinde mikro gézeneklilik
orani optimize edilerek besin ve oksijen difiizyonu iyilestirilmis olur. Bu sayede,
iskelenin hiicrelerle daha iyi etkilesime girmesi ve uzun vadede daha basarili doku

entegrasyonu saglanmasi hedeflenmistir (106).
2.3.Doku iskelelerine hiicre ve biyolojik bilesen eklenmesi

3D baska ile tiretilen doku iskelelerine farkli amaglar i¢in biyoaktif bilesenler
ve hiicreler eklenebilmektedir. Bu amaglar arasinda hiicre tutunmasini arttirmak,
proliferasyon ve farklilasmay: desteklemek, mekanik dayanikliligi arttirmak,

antibakteriyel veya antienflamatuar etkileri arttirmak sayilabilir (107).

Eklenecek biyolojik materyaller kaynagina gore dogal veya sentetik olarak
ayrilmaktadir. Eklenebilecek dogal biyolojik materyaller; proteinler, (kollajen,
fibronektin, laminin, elastin), polisakkaritler (kitosan, aljinat, hyaluronik asit) ve
biyoaktif peptidleri icerebilir. Sentetik olarak ise polimerler (PLA, PGA, PLGA) ve
biyoseramikler (hidroksiapatit, kalsiyum fosfat) doku iskelelerine eklenebilmektedir.
Doku miihendisligi alaninda iiretilecek doku hedefine gore segilecek bilesen degisiklik

gosterecektir (108).

Doku iskelelerine farklilagsmis veya farklilasmamis hiicreler eklenerek de doku
iskelelerinin biyolojik olarak daha islevsel hale gelmesi hedeflenebilmektedir. Bu

amacla eklenecek hiicreler iki grupta incelenir.

31



1.Kok hicreler (109)

o Embriyonik Kok Hucreler (ESCs): Pluripotent dzellikleri sayesinde
birgok farkli hiicre tipine doniisebilirler.

o Mezenkimal Kok Hucreler (MSCs): Kemik iligi, yag dokusu ve
gbbek kordonu gibi kaynaklardan elde edilir ve kemik, kikirdak, kas gibi dokularin
yenilenmesini destekler.

. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (iPSCs): Yetiskin hiicrelerin
genetik olarak yeniden programlanmasiyla elde edilir ve kisiye 6zel tedavilerde 6nemli

bir potansiyele sahiptir.
2. Farkhilasmms Hiicreler (110)

Uretilmek istenen doku hedefine gore alternatif segimler yapilabilmektedir. Bu
amacla osteoblastlar, kondrositler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve néronlar farkli

alternatifleri olusturmaktadir.

Hiicrelerin doku iskeletine basarili bir sekilde eklenmesi, iskeletin fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri, hicrelerin uygun bir mikrogevrede bulunmasiyla dogrudan

iliskilidir. Bu siire¢ su asamalart igerir:

1. Hlcre Yikleme: Hucreler, biyouyumlu doku iskeletleri Uzerine
dogrudan ekilebilir veya belirli biyomiihendislik teknikleri ile homojen dagilimi

saglanabilir.

2. Hicre Adezyonu: Hiicrelerin iskeleye basarili bir sekilde tutunmasini
saglamak icin yiizey modifikasyonlar1 (RGD peptitleri, kollajen kaplamalar vb.)

uygulanabilir.

3. Hiicre Proliferasyonu ve Farkhlasmasi: Uygun biliyime faktorleri
(VEGF, BMP, FGF) ve biyokimyasal sinyaller kullanilarak hiicre ¢ogalmasi ve

istenilen hiicre tipine doniisiimii tesvik edilir.

4. Biyoreaktor Kullammmi: Hucrelerin uygun oksijen, besin ve mekanik

uyarilar1 almasini saglamak i¢in biyoreaktor sistemleri kullanilabilir.
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Fibroblast Eklenmis Doku Iskelelerinin Onemi

Fibroblast hiicreleri, bag dokusunun temel bileseni olup, ekstraselliler matriks
sentezi ve yara iyilesme siireglerinde énemli rol oynar (111). PDMS ve TPU bazli
skafoldlarin doku ile etkilesimini arttirmak icin fibroblast kiiltiirii Kritik bir adimdir
(112).

Fibroblastlar, skafold ylizeyinde adezyon, proliferasyon ve hiicre dis1 matriks
(ECM) dretimi ile skafoldun biyouyumlu olup olmadigini gésteren temel hiicre
tiplerinden biridir. PDMS ve TPU skafoldlar1 iizerine fibroblast eklenmesiyle hiicre
blyimesi, gozenekler boyunca hiicre gocu ve doku entegrasyonu incelenmektedir
(113).

Doku miihendisligi uygulamalarinda fibroblast hiicrelerinin kullanimi oldukca
yaygindir. Fibroblastlar, doku yenilenmesini hizlandiran ve ekstraselliiler matriks
(ECM) dretiminden sorumlu hicrelerdir. Fibroblastlarin doku iskelelerine
eklenmesinin temel nedenlerinden biri, iskelenin biyouyumlulugunu arttirmak ve
hiicrelerin iskelenin yiizeyine ne kadar iyi tutundugunu gézlemlemektir (114). Bunun
yani sira, fibroblastlarin salgiladigi kollajen ve elastin gibi matriks proteinleri

sayesinde iskelenin doku entegrasyon kapasitesi degerlendirilmektedir (115).

PDMS ve TPU’nun birlestirilmesiyle elde edilen kompozit doku iskelelerine
eklenecek fibroblast hiicreleri sayesinde iskelelerin doku ile entegrasyonun artiginin
bir diger gostergesi de fibroblastlar tarafindan yara iyilesme siirecinde salgilanacak
VEGF, FGF vb. biiyiime faktorleri araciligiyla artacak anjiyogenezdir. Calismamizda
3D baski ile olugturulmus dermal fibroblast ile kaplanmis PDMS ve TPU igeren
kompozit doku iskelelerinin in vivo kosullarda olusturdugu anjiyogenez artisi yeni
olusan damar endotel hiicrelerinden eksprese edilen CD31 ve VEGF reseptorlerinin

histolojik boyanmasiyla gosterilecektir.
Sonug ve Gelecekteki Potansiyel

Biyomateryaller ve doku miihendisligi, kikirdak rekonstriiksiyonunda yeni
olanaklar sunarak hastalarin yasam kalitesini artirmay1 amagclar. Kikirdak dokusunun

zor iyilesme siirecini destekleyen bu teknolojiler, 6zellikle kikirdak yaralanmalar1 ve
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deformasyonlarin  tedavisinde biiylk umut vaat etmektedir. Gelecekte,
biyomateryallerin ve hiicre kiiltiirlerinin daha da gelistirilmesiyle, kikirdak

rekonstriiksiyonunda daha etkili ve uzun 6miirlii tedavi se¢eneklerinin ortaya ¢ikmasi

beklenmektedir (116)

Sonug olarak, PDMS ve TPU’nun birlesimiyle olusturulan kompozit doku
iskelesi, biyouyumluluk, mekanik dayaniklilik ve hiicre adezyonu agisindan iistiin
Ozellikler sunmaktadir. Calismamizda fibroblast hiicreleri kullanilarak iskelenin
biyolojik performansinin artis1 degerlendirilmekte, hlicresel entegrasyon kapasitesi ve
yara yataginda olusturdugu anjiogenez degisiklikleri test edilmektedir.
Biyomateryallerin hiicresel ve vaskiiler entegrasyon kapasitesini degerlendirmek i¢in
anti-VEGF ve anti-CD31 antikorlariyla yaptigimiz histolojik ¢alismalar ile kompozit
doku iskelelerinin yenileyici tip ve doku mihendisligi uygulamalarindaki

potansiyelini ortaya koymay1 amagladik.
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3.MATERYAL ve METOT

Calismanin konusu; ‘U¢ Boyutlu Dermal Fibroblast Iceren Termoplastik
Poliiiretan ve Polidimetil Siloksan Doku Iskelelerinin Yara Yataginda Olusturdugu

Mikrovaskiiler Degisikliklerin incelenmesi’ olarak belirlenmistir.
Etik Kurul;

Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Multidisiplin Laboratuvar1 Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu 02 Ekim 2024 tarih ve 04/17 say1li etik kurul onay1 (EK-

1) alindiktan sonra baglanmustir.
Calismanin Seyri;

1. PDMS, TPU ve PDMS-TPU kompozit doku iskelelerinin Uretimi ve

karakterizasyonlari:

Deney kapsaminda kulagin elastik kikirdak yapisinin esnek 0Ozellikteki
alloplastik materyal olan PDMS ile taklit edilmesi amaglanmistir. PDMS, gelistirilen
diger silikon bazli bilesiklerden olusan yiiksek performansli silikon bir elastomerdir.
Optik seffaflik, termal kararlilik, mekanik avantajlari; oksidasyon ve hidrolize kars
direnci nedeniyle ¢ok sayida medikal uygulamada kullanilmaktadir. TPU materyali ise
biyouyumlulugundan dolay1 hiicre adezyonunu saglamak i¢in kullanilmistir. Bu iKi
materyalden Uretilen doku iskeleleri entegre edilerek PDMS-TPU kompozit doku

iskelesi elde edilmistir.
1.1. PDMS doku iskelelerinin Gretimi:

PDMS, elastomer reginesi olarak da adlandirilan bir 6n polimer bazinin ve
sertlestirici olarak da adlandirilan sertlestirici ajanin karistirilmasiyla tiretilmektedir.
Karistirildiktan sonra, polimer ¢apraz baglanmaya ugrar ve 48 saat i¢inde kiirlenir.
10:1 re¢inenin sertlestiriciye standart karistirma orani, hiperelastiklik, yiiksek yiizey
yapismasi ve diisiik Young modiili sergileyen bir malzeme iiretse de bu ozellikler
karigtirma  oranmi  artirarak  veya  azaltarak  ¢esitli uygulamalar icin

degistirilebilmektedir.
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Doku iskelesi tiretiminde 3D baski ile PDMS iiretimi basarili olamamuistir. Bu

sebep ile alternatif yontemler denenmistir.

Ik olarak, PLA kalip malzemesi yardimu ile iiretim c¢alismalar1 yapilmistir.
Kalip tasarimi CAD / CAM yazilimi1 olan Solidworks 2019 ile Sekil 5’deki gibi
modellenmistir. Model ¢izimi. stl formatinda alinarak, Ultimaker Cura 4.11 programi
ile makine dili olan .gcode formatinda dilimlenmistir. Dilimleme isleminden sonra
kalip iiretimi; 3D yazici kullanilarak PLA malzemesi ile hazirlanmigtir. 300 mikronluk
ekstriizyon nozulu ile 0.2 mm'lik bir tabaka kalinhigi ve 205°C de basim

gerceklestirilmistir.

PDMS (Sylgard 184, Dow Corning Corporation) doku iskeleleri 3D yazici
kullanilarak PLA malzemeden kalip yardimi ile olusturulmustur. PDMS ve sertlestirici
ajan agirlikca 10:1 oraninda karistirilmis ve 10 dakikalik homojenizasyon islemine
tabi tutulmustur. Karigim, PLA kalip igerisine ve 24 saat 40°C etiivde kiirlesmesinin
tamamlanmas1 beklenmistir. 24 saat sonunda PDMS’ in kiirlenmesi gézlemlendikten
sonra PLA kalip malzemesinin uzaklastirilmas: islemi gergeklestirilmistir. PDMS
gozenekli yapisinin elde edilmesi i¢in erime noktas1 205°C olan kalip 240°C kadar
wsitilip sadece PDMS’in kalmasi igin ¢aligilmistir. Fakat Sekil 6°te gortildiigii gibi doku

iskelesinin gozenekli yapisinin diisiik olmas1 bakimindan verimli olmamustir.
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Sekil 5: 3D Modellenmis PDMS kalip.

PLA malzemeden istenilen verimin alinamamasi sebebiyle iiretim yonteminde
kiiiik bir degisiklik yapilarak 3D baskiya uygun polivinil alkol (PVA) malzemesi
kullanilarak kaliplarin {iretimi gerceklestirilmistir. 3D basim parametreleri olarak
yukarida belirtilen PLA bask1 protokolii izlenmis, yalnizca malzemeye yonelik baski
sicaklign 210°C olarak degistirilmistir. Uretilen PVA kaliplarin {izerine yine ayni
karigima sahip PDMS malzemesi Sekil 7’deki gibi eklenmis ve ayni prosediirle

kiirlestirme islemleri gergeklestirilmistir.
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Sekil 6: PLA kaliptan PDMS’in ¢ikarilmasi isleminin sonucu elde edilen yapi.

Sekil 7: PVA kalip ve PDMS uygulamasi.
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Kiirlenme tamamlandiktan sonra PVA kalip suda ¢oziindiiriilerek
uzaklastirilmig ve geriye PDMS doku iskelesinin kalmasi saglanmistir. Prosediir

sonucunda elde edilen PDMS doku iskeleleri Sekil 8’de gorilmektedir.

Sekil 8: PVA kalibindan ¢ikan PDMS doku iskelesi.

Elde edilen PDMS doku iskeleleri, karakterizasyon ve hicre kultlri
uygulamalarinda kullanilmak {izere 6 mm lik ¢ap ve 2 mm yiikseklik olacak sekilde

hazirlanmustir.
1.2.  TPU doku iskelelerinin tretimi:

TPU iskeleler ise, TPU malzemesi ile 6zel tasarim birlestirmeli yigma
modellemesi (BYM) 3D yazici kullanilarak hazirlanmistir. 300 mikronluk ekstriizyon
nozulu ile 0,2 mm'lik bir tabaka kalinlig1 olusturulmustur. TPU malzemenin 220°C

nozul sicakhigr kullanilarak ekstriizyon islemi gergeklestirilmistir. Baski yatagi
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sicakligr ise adezyon icin 60°C, %80 akis hiz1 uygulanarak %40’lik bir doluluk orant
ile basim iglemi gerceklestirilmistir. Elde edilen TPU doku iskeleleri Sekil 9°da
verilmektedir.

Sekil 9: Elde edilen TPU doku iskeleleri.

1.3.  PDMS ve TPU doku iskelelerinin entegrasyonu

PDMS malzemesinin  kiirlesme  Ozelliginden  yararlanilarak PVA
malzemesinden 3D bask: kullanilarak PDMS malzemesinde gozenek yaratacak ve
TPU iskeleyi de i¢ine alacak sekilde kalip tasarlanmistir. PVA kalip {izerine iiretilen
TPU doku iskeleleri yerlestirilmistir. PDMS ve sertlestirici ajan 10:1 agirlik oraninda
karistirilarak TPU {izerine ilave edilmistir. Malzemenin kiirlesmesi i¢in 48 saat 60°C
lik etiivde bekletilmistir. Boylelikle TPU ve PDMS malzemelerinin birbiri ile
entegrasyonu saglanmistir. Elde edilen PDMS-TPU doku iskeleleri Sekil 10’da
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verilmektedir. Elde edilen yapida iistte TPU, altta ise PDMS oldugu goriilmektedir
(Sekil 10a).

Sekil 10: Uretilen PDMS-TPU doku iskelelerinin a)yandan b)iistten ve c)alttan

goriintiisil.
1.4.  Morfoloji karakterizasyonu

Doku iskelelerinin morfoloji karakterizasyonlar: taramali elektron mikroskobu
(SEM) (ZEISS EVO HDI15) ile gergeklestirilmistir. Tiim Ornekler, goriintiilleme

oncesinde ince bir altin/paladyum tabakasi ile kaplanmistir.

Sekil 11°de doku iskelelerinin  100x biyltmedeki SEM goéruntileri
gorilmektedir. PDMS doku iskelesindeki gozeneklerin, TPU doku iskelesinde oldugu
gibi elde edilmedigi sonucuna varilmistir. PDMS-TPU doku iskelesinin {ist tarafinda
TPU yer aldig1 igin, doku iskelesinin iistiinden alinan SEM goriintlisiinde de (Sekil
11a) gozenekli bir yapi oldugu goriilmektedir. Ancak, PDMS kisminin SEM
goriintiisiinde (Sekil 11b) gbézeneklerin kapali oldugu goriilmiistiir.
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TPU doku iskelesi PDMS doku iskelesi
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PDMS-TPU doku iskelesi

Sekil 11: TPU, PDMS ve PDMS-TPU doku iskelesinin iistten (a) ve alttan (b)
SEM goriintiileri.

1.5.  Kimyasal yapi karakterizasyonu

Doku iskelelerinin kimyasal yap1 analizleri ATR {nitesi eklentili Fourier
Doniistimlic Kizilotesi Spektroskopisi (ATR-FTIR) (Perkin Elmer Spectrum BX)
cihazi ile gerceklestirilmistir. FTIR analizleri her drnek icin 4000-650 cm™ dalga boyu
araliginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikte ve 25 tarama ile yapilmistir. TPU ve PDMS doku
iskelesine ait FTIR spektrumlart Sekil 8’de gosterilmektedir. TPU nun karakteristik
pikleri; ~3300 cm™’de O-H ve N-H gerilme bantlar1, ~2956 cm™’de C-H gerilme
bandi, ~1725 ecm™’de C=0 gerilme bandi, ~1529 cm™’de C-N gerilme bandi ve ~1220

cm’de C-O gerilme band1 olarak siralanabilir.

PDMS’in karakteristik bandlar ise; ~2963 cm™’de C-H gerilme band1, ~1259
cm’de Si-CHsteki C-H egme bandi, ~1012 ve 1057 cm™’de Si-O-Si gerilme band1
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ve ~790 cm™°de —~CHjs asimetrik biikiilme ve Si-C asimetrik gerilme band1 olarak

gozlenmistir.

TPU 1220 PDMS

Absorbans (a.u.)
Absorbans (a.u.)

T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500

Dalga Sayisi (cm?) Dalga Sayist (cm'?)

Sekil 12: TPU ve PDMS doku iskelelerinin FTIR spektrumlari.

1.6. Yuzey Analizi

Doku iskeleleri 5 kgf'lik yiik hucresine (TA. XT Plus) sahip tekstir analiz
cithazi tarafindan iki dongiilii basma testine tabi tutulmustur. Doku iskeleleri (n=5),
%40 deformasyona kadar 0,05 mm/s test hizinda iki kez sikistirilmistir. Tiim deneyler
oda sicakliginda gergeklestirilmis ve sertlik, kohezyon ve yaylanabilirlik degerleri elde

edilmistir.

Deney sonucunda elde edilen kuvvet-zaman grafikleri Sekil 13’de
gorilmektedir. Sertlik, kohezyon ve yayinlanabilirlik degerleri grafiklerdeki bazi
noktalar (1'den 6'ya kadar numaralandirilmig), bu noktalar arasindaki alanlar (Al-2,
A2-3, Al-3, A4-6) ve zaman araliklar1 (T1-2, T4-5) yardimu ile elde edilmistir. Sertlik,
onceden belirlenen %40'lik bir deformasyon icin gerekli olan kuvvet olarak
tamimlanmis ve doku iskelelerinin ilk sikistirilmasindaki maksimum kuvvet olarak
verilmistir. Kohezyon degeri, numunenin ilk deformasyon altinda nasil davrandigina
gore ikinci bir deformasyona ne kadar iyi direng gosterdigi ile ilgilidir. Birinci ve ikinci
sikistirmada  genisleyen enerjilerin  oran1  (A4-6/A1-3) olarak hesaplanmistir.

Yaylanabilirlik, numunenin deforme olduktan sonra fiziksel olarak geri yaylanma
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kabiliyeti hakkinda bilgi verir ve (T4-5/T1-2) olarak hesaplanir. Buna gore doku
iskelelerinin elde edilen mekanik sonuglart Tablo 1'de verilmistir. TPU ve PDMS doku
iskelelerinin sertlik degerleri birbirine yakin olsa da PDMS-TPU doku iskelelerinin
sertlik degerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun da iki doku iskelesinin
entegrasyonundan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. PDMS-TPU doku iskelesinin
kohezyon degerinin diger doku iskelesine gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Yaylanabilirlik degerleri arasinda ise ii¢ doku iskelesi arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. Yapiskanlik, numune ile prob arasindaki adezyon kuvvetlerinin
tistesinden gelmek icin kullanilan gerekli enerji olarak tanimlanir. Yapiskanlik
acisindan doku iskelelerin higbiri, yapiskan bir profil sunmadiklar1 anlamina gelen

herhangi bir negatif kuvvet gostermemistir.

TPU doku iskelesi PDMS doku iskelesi

PDMS-TPU doku iskelesi

Sekil 13: TPU, PDMS ve PDMS-TPU doku iskelelerinin kuvvet-zaman grafikleri.
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Tablo 1: TPU, PDMS ve PDMS-TPU doku iskelelerinin sertlik, kohezyon ve
yaylanabilirlik degerleri.

Doku iskelesi Sertlik (N) Kohezyon Yaylanabilirlik
TPU 2,14+0,01 0,91 £ 0,06 0,51 £ 0,06
PDMS 1,89 +0,13 0,99 £ 0,01 0,46 £ 0,04
PDMS-TPU 32,29+ 0,81 0,77 £0,04 0,52+ 0,09

1.7. Biyomekanik Analiz:

Biyomekanik analizler Shimadzu Autograph AG-IS 5kN iiniversal test cihazi
(Shimadzu corp., Tokyo, Japan) ile basma testi ile yapilmistir. Aksiyel basma
testlerinde PDMS, TPU, PDMS-TPU malzemelerinin kuvvet ve uzama miktar anlik
olarak kendi yazilim tizerinden (Trapezium, Tokyo, Japan) alinmistir. Aksiyel basma
testleri 2 mm lik deplasman ile smirlandirilmis olup, 5 mm/dk hizda kuvvet
uygulanmistir. Tiim numuneler altta taban plakasit {izerine konumlandirilmais,
yukaridan ise 10mm g¢apinda indenter ile yiik uygulamasi gergeklestirilmistir.
Kikirdagin poroelastik malzeme o6zelliklerini elde etmek icin en giivenilir yontem
oldugundan, smirli basma testi kullanarak kikirdagin basma &zelliklerini

degerlendirme se¢ilmistir.

Malzeme Mekanigi

1 2 3
PDMS - TPU - PDMS+TPU

Gerilme(N/mm2)
- = P L =

Sekil 14: PDMS, TPU, PDMS+TPU malzemelerinin mekanik o6zellikleri.
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Uretilen PDMS, TPU, PDMS+TPU malzemelerinin mukavemet degerleri
sirastyla ortalama 1,26 N/mm, 1,44 N/mm ve 3,30 N/mm olarak bulunmustur.
Literatiirle karsilastirildiginda (MF Griffin ve Ark., 2020) kostal kikirdagin
mukavemet degeri 11,43 N/mm iken auricular kikirdagin 2 N/mm olarak
gozlemlenmistir. Proje kapsaminda gelistirilen malzemenin alinan ortalama degerleri

literatiirle uygun bulunmustur.

2. PDMS-TPU kompozit doku iskelelerine RDF ekilmesi
2.1.  Sican dermal fibroblast (RDF) kiiltiirii:

Bu ¢alismada hazir preperatlar olarak iXCells Biyoteknoloji firmasinin RDF-a
uriind kullanildi (Sekil 15).

“mal Fibroblastié
—

k0.5 million ¥
hre at: Liquid Nt
2 10RA-013
LOT #: X)0000

= o
hixcells .
Ww.ixcellsbioted

Sekil 15: Rat dermal fibroblast preperat.

RDF’larin kiiltiire edilmesi i¢in yine ayni firmanin {iriinleri olan fetal dana
serumu (FBS) ve biiylime faktorlerini igeren fibroblast biiyiime ortami (FGM)

kullanild1 (Sekil 16).
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Sekil 16: Solda fibroblast biiyiime ortami (FGM) sagda fetal dana serumu
(FBS).

Hiicreler, 25 cm?2’lik kiiltiir flasklarina ekildi ve %5 CO2 igeren inkiibatorde
37°C’de kiiltiire edildi. Hiicreler %90 sikisik duruma gelince tripsin/EDTA
kullanilarak kaldirilarak 5 dakika 1500rpm de santrifriij edilmistir. Santrifiij sonrasi
slipernatant atilip, pellet {izerine 1 mL besi ortam1 eklenmis ve hiicre siispansiyonu
homojen hale getirilip iginden sayim icin 100 pL alinmistir. Sayim sonunda 11x10°

hilcre tespit edilmistir.

Ardindan PDMS-TPU kompozit doku iskeleleri 96 kuyucuklu plaklara
yerlestirilmis ve hiicre ekiminden 24 saat Oncesinde %10 FBS, %1
Penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamine ve Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) igeren besi ortamindan iizerlerine 150 pL eklenmistir. Bu islem ile doku
iskelelerinin porlart arasindaki gazlarin uzaklastirilmast ve ekilecek hiicrelerin

adezyonunun arttirilmasi hedeflenmistir.

2.2. Hucre ekimi:

24 saat porlar arasindaki gazlarin uzaklastirilmasi saglanmis doku iskeleleri
tizerinden besi ortami cekilip iskele basina, 30 pl.’de 1,3x105 hiicre seklinde ekim
yapilmistir. Ekim sonras1 96 kuyucuklu plaklardaki doku iskeleleri yatay calkalayicida
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5 dakika ¢alkalanmaya birakilmis ve hiicrelerin doku iskelelerine tutunmalari i¢in %5
CO2 igeren 37°C’de inkiibatorde 4 saat inkiibe edilmistir. 4 saat sonunda her kuyucuk

besi ortami ile 150 uL’ye tamamlanmaistir.
3. Hayvan deneyleri

Calismada 6 adet 250-300gr wistar albino erkek rat kullanilmigtir. Dermal
fibroblast ile kaplanmis ve kaplanmamis sekilde hazirlanan doku iskeleleri denekler
iki gruba ayrilarak yerlestirilmistir. Bu gruplar dermal fibroblast ile kaplanmamis doku
iskelesinin yerlestirildigi ratlar (Skafold Hucresiz) ve dermal fibroblast ile kaplanmis
olan doku iskelelerinin yerlestirildigi ratlar (Skafold Hucreli) olarak ayrilmistir. Deney
hayvanlar1 internasyonel hayvan deney bakim ve deney kilavuzlarina gore standart
laboratuvar kosullarinda (sicaklik 23 +2 °C, nem %45-65, 12 saat glndlz/gece
siklusu) kafeslere almmustir. Deney Hayvanlari, Dokuz Eyliil Universitesi Deney

Hayvanlar Laboratuvarinda standart kosullarda beslenerek takip edilmistir.
3.1 Cerrahi teknik
3.1.1 PDMS-TPU kompozit doku iskelelerinin sicanlara implantasyonu

Dermal fibroblast ile kaplanmis ve kaplanmamis sekilde hazirlanan doku
iskeleleri (Sekil 17) intraperitoneal olarak uygulanan 60mg/kg ketamin hidroklorr ve
6mg/kg ksilazin hidrokloriir anestezisi ve dietileter ile saglanan idame anestezi altinda
uygun tiraglama (Sekil 18) ve saha temizligi sonrasi {Sekil 19) siganlarin cerrahi

oncesi hazirliklar1 tamamlanda.
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Sekil 17: Doku iskeleleri.
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Sekil 18: Islem 6ncesi tiraslama.

Sekil 19: Cerrahi sahanin betadin ile temizligi.

Cerrahi islem sirasinda portegii, klemp, penset, makas ve bistiiriden olusan

cerrahi set kullanildi (Sekil 20).

50



Sekil 20: Cerrahi islem i¢in kullanilan cerrahi set.

Sirt bolgesinde skapula inferiorunda yaklasik 1,5 cmlik insizyon yapildi (Sekil
21).
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Sekil 21: Doku iskelelerinin implantasyonu oncesi cerrahi insizyon.

Insizyon sonrasi pannikulus karnosus goriilerek bu plan ve cilt altt doku plani
arasinda subkiitan cep olusturuldu. Ardindan PDMS-TPU kompozit doku iskeleleri
materyallerin dermal dokuyla esit temasi agisindan hazirlanan ceplere horizontal

olarak yerlestirildi (Sekil 22).
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Sekil 22: PDMS-TPU kompozit doku iskelesinin horizontal olarak olusturulan

subkiitan cebe yerlestirilmesi.

Doku iskelelerinin yerlestirilmesi ardindan kanama kontrolii saglandi ve

insizyon 4-0 poliglaktin 910 (Vicryl) sutur ile stttre edildi (Sekil 23).
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Sekil 23: Insizyonun kapatilmasi.

Peroperatif donemde deneklerin idame s1vis1 %0,9’luk SF ile subdermal olarak

saglandi (Sekil 24).
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Sekil 24: Islem sonrasi1 idame sivinin subdermal olarak uygulanmasi.

Peroperatif donemde analjezi icin 10mg/kg diklofenak sodyum intraperitoneal
olarak uygulandi. Preoperatif ve postoperatif antibiyoterapi bir hafta siireyle 1.kusak
sefalosporin (sefazolin) subdermal olarak uygulanarak saglandi. Tki grup i¢in de aym
islemler uygulandi. Denekler operasyon sonrasi giinliik yara bakim saglanarak ve yara
lyilesmesinin uygun olarak ilerlerleyisi teyit edilerek yara epitelize olana kadar izlendi.
Denekler sakrifikasyon sirecine kadar 8 hafta boyunca kilo kaybi1 ve genel durum
agisindan izlendi. (Tablo 2 ve Sekil 25).
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Tablo 2: Deney gruplarimin operasyon oOncesi ve sonrasindaki donemdeki
tartimlarimin ortalama degerleri.

Grup/ Operasyo |Postop. |Postop. [Postop. |Postop. [Postop. |Postop. [Postop. |Postop.
Zaman |n Oncesi |lhafta [2hafta |3hafta |[4hafta |Shafta |6hafta |7hafta [8hafta
Skafold
Hiicresiz [281,6gr [280,9gr [278,9gr |291,8gr [289,6gr |287,9gr [294,5gr 292,9gr [295,6gr
Skafold
Hiicreli [283,4gr |286,5gr [285,3gr |293,6gr 294gr  |291,9gr [298.,2gr 296,8gr [300,4gr

Kilo takibi

305
300
295
290
285
280
275
270
265

e Skaffold Hlicresiz =~ === Skaffold Hicreli

Sekil 25: Deney gruplarinin operasyon oncesi ve sonrasindaki donemdeki

tartimlarinin ortalama degerlerinin ¢izgi grafigi halinde gosterilmesi.
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3.1.2 Deney Hayvanlariin Sakrifikasyonu ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Ug aylik izlem siiresi sonunda dietileter ile saglanan inhale anestezi altinda

yeniden saha temizligi yapildi (Sekil 26).

Sekil 26: Doku orneklerinin alinmasindan 6nce inhale anestezi altinda cerrahi

saha temizligi.

Ardindan kompozit doku iskelesinin yerlestirildigi alandaki dokular diagonal
olarak tam kat eksize edildi ve ardindan siganlar sakrifiye edildi (Sekil 27, Sekil 28,
Sekil 29).
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Sekil 27: Doku 6rneklerinin alinmasi.
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Sekil 28: Orneklerin alinmasi-doku iskelelerinin Kkapsiil benzeri yapiyla

kaplanmis oldugu goriilmektedir.
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Sekil 29: Elde edilen 6rnekler.

Histokimyasal Boyama

Doku iskelelerinden elde edilen parafin kesitler 1 gece 60°C de etiivde
bekletildi. Deparafinizasyon islemi i¢in ksilende 2 dk bekletildi. Ardindan %96’dan
%70’a kadar azalan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Distile suda
yikandiktan sonra 7 dakika Hematoksilen boya soliisyonu ile muamele edildi.
Modratlanma islemi sonrasi sitoplazmik dokunun gosterimi igin 5 sn boyunca eozin
boya soliisyonu igerisinde bekletildi. Sonrasinda hizlica sirasiyla %70, %80, %96’ya
artan etil alkol serilerinden gegirildi. Seffaflandirma islemi igin kesitler 2 dakika ksilol

serilerinden gegirilerek entellan ile kapama islemi yapildi. Olympus BX61 mikroskop
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ile goriintiileme yapild1 (x10, x20, x40). Histokimyasal Degerlendirme, her bir kesit
icin 5 farkli alanda damar sayimi1 yapildi (1).

Immiinohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimyasal boyama Avidinbiyotin-Peroksidaz Yontemi (ABC
Metodu) ile gerceklestirildi. Deparafinizasyon islemi sonrasi formaldehitin kapattig
reseptor bolgeleri agmak i¢in antijen retrevial islemi ile tripsin enzimi ile 15 dk
muamele edildi. PBS ile yikadiktan sonra endojen peroksidaz inhibe etmek i¢i %3 liik
hidrojen peroksit uygulandi. PBS ile yikanan doku iskeleleri, 6zgiin olmayan reseptor
baglanmalar1 bloke etmek igin bloklama solusyonu ile 25 dk oda 1sisinda enkiibe
edildi. Ardindan CD31 ve VEGF (1:200 diliisyon, BIOSS) ile +4 °C’de bir gece inkibe
edildi. Daha sonra PBS ile yikama ile yikanan doku iskeleleri 25 dk biyotinlenmis
sekonder antikor ardindan peroksidaz enzimle avidin-biyotin kompleksi (streptavidin)
uygulandi. Reaksiyonun goriiniirliigii icin kromojenik 3,3’ Diaminobenzidine (DAB)
ile 3 dk muamele edildi. Ardindan Mayer’s Harris hematoksilen ile zit boyama
yapildiktan sonra dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gergeklestirilen kesitler ile
seffaflandirma yapildi. Doku iskeleleri entellan ile kapatildi. Olympus BX61
mikroskop ile gorintiileme yapildi (x20, x40, x10). Immiinohistokimyasal
degerlendirmede immiinreaktivite siddeti semikantitatif skorlama ile gerceklestirildi.
Boyanma yok (0), az boyanma (1), orta derecede boyanma (2) ve siddetli boyanma (3)
seklinde skorland1 (1,2).

istatistik Analiz;

Istatistiksel analizler SPSS for mac versiyon 26 yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik
grafikleri) ve analitik yontemlerle (Kolmogorov- Smirnov/ Shapiro-Wilk testleri)
incelenmistir. Tanimlayic1 analizler normal dagilan degiskenler i¢in ortalama ve
standart sapmalar kullanilarak verilmistir. Normal dagilim gostermeyen veriler i¢in

Mann Whitney U testi yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.
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4.BULGULAR

Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Bulgular

3D dermal fibroblast iceren termoplastik politretan ve polidimetil siloksan
doku iskelelerinin yara yataginda olusturdugu mikrovaskiiler degisiklikler
histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. S ve SH doku

iskelelerinin  hematoksilen-eozin  degerlendirilmesinde, hiicre adezyonu ve

hizalanmasinin 8. ve 12. haftalarda iyi oldugu izlendi (Sekil 30-35).

Sekil 30: 8. hafta S doku iskelelerinde H&E boyamas: izlenmektedir. Doku

iskelelerin insizyon alanina adezyonu gozlenmektedir.

(Mavi ok: hiicre uzantilarini, Beyaz ok: damar 6ncii hiicreleri, *: doku iskelesinin

gozenekleri gostermektedir.)
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Sekil 31: 8. hafta SH doku iskelelerinde H&E boyamasi izlenmektedir.
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(Siyah ok: damar oOncii hiicreleri, beyaz ok: *: doku iskelesinin gozenekleri

gostermektedir.)

Sekil 32: 12. hafta S doku iskelelerinde H&E boyamasi izlenmektedir.

(Siyah ok: damar oncii hiicreleri, *: doku iskelesinin gozenekleri gostermektedir.)

Sekil 33: 12. hafta S doku iskelelerinde H&E boyamasi izlenmektedir.

(Beyaz ok: Eozinofilik hiicreleri gostermektedir.)
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Sekil 34: 12. hafta SH doku iskelelerinde H&E boyamasi izlenmektedir.

(Yaygin mikrovaskiiler yapilar doku iskelesi ile birlikte gézlenmektedir. Siyah ok:

damar oncii hiicreleri, *: doku iskelesinin gdzenekleri gostermektedir.)

Sekil 35: 12. hafta SH doku iskelelerinde H&E boyamasi izlenmektedir.

(Siyah ok: pozitif damar Oncii hiicreleri, *: doku iskelesinin gozenekleri

gostermektedir.)

Ozellikle, vaskiiler yapilarin olustugu alanlarda hiicrelerin doku iskelelerin
g6zeneklerine adezyonu ve birbirleriyle hiicre-hiicre etkilesimleri tespit edildi (Sekil
31-47). Subkutan ceplere yerlestirilen doku iskelelerinde mikrovaskiiler yapilarin
Ozellikle insizyon alanlarina yakin alanlarda olustugu gozlendi (Sekil 36, 37, 41-44,
47-51). Bu yapilar komsu gézeneklerin arasinda ya da gézeneklerin ¢evresinde tespit

edildi. Gozeneklerin arasinda yer alan alanlarda yaygin mikrovaskiiller yapilar izlendi
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(Sekil 30-32, 35, 37, 39, 40, 42, 43, 44, 47-49, 51, 52). GOzeneklerin gevresinde ise
ekstraseliler matriks ve gozeneklerin i¢ini doseyen yassi niikleuslu hiicreler tespit
edildi (Sekil 30, 31, 33, 35, 40, 41, 42, 43, 50, 52). Bu gozeneklerin icerisinde ve
cevresinde yuvarlak niikleuslu hiicrelerin birbirleriyle olan ve yassi1 hiicrelerle birlikte
olusturdugu yogun hiicre uzantilar1 gozlendi (Sekil 32, 35, 39, 40, 42, 45-47, 50, 52).
Her iki doku iskelesinin iki farkli haftalarinda, damar infiltrasyonun gerceklestigi ve
doku iskelelerine invaze olan biiyiik kan damarlar tespit edildi (Sekil 37, 41-43, 45,
46, 48, 49, 51). Damarsal agin 8. haftaya gore 12. hafta doku iskelelerinde daha yogun
oldugu tespit edildi. S doku iskelelerine gére SH doku iskelelerin her iki farkli
zamanlari i¢in damar olusumunun daha fazla oldugu goézlendi. Her iki grubun 8.
haftaya gore 12. haftada, hiicre yogunlugu ve mikrovaskiiler yapilarda artis izlendi
(Sekil 30-52).

S ve SH doku iskelelerinde vaskiiler yapilariin tespiti i¢in CD31 ve VEGF
antikorlart ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Doku iskelelerinde CD31 ve
VEGF pozitif hiicre immiin reaktivitesinin gozenekleri ¢evreleyen yassi ve yuvarlak

hiicrelerde izlendi (Sekil 34-37, 40, 42, 45, 47). Ayrica insizyon alanina yakin doku

iskeleleri arasinda pozitif olan biiyiik kan damarlar1 gozlendi (Sekil 31, 34, 36-38, 40,
41, 43).

Sekil 36: 8. hafta S doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immiinohistokimyasal
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boyamasi izlenmektedir. Insizyon alam ile birlikte doku iskeleleri goriilmektedir.

Sekil 37: 8. hafta S doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immiinohistokimyasal

boyamasi izlenmektedir.

(Kirmiz1 ok: Insizyon alan, siyah ok: pozitif damar 6ncii hiicreleri, *: doku iskelesinin

gbzenekleri gostermektedir.)

Sekil 38: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immiinohistokimyasal

boyamasi izlenmektedir. Doku iskelesi ile birlikte kil folikiilii ve c¢izgili kas

gozlenmektedir.
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Sekil 39. 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immiinohistokimyasal
boyamasi izlenmektedir. Doku iskelesinin icersinde pozitif hiicreler ve kil folikiilii

gozlenmektedir.

(Mavi ok: pozitif kan damari, Sar1 ok: Kil folikiil kilifin1 *: doku iskelesinin

gozenekleri gostermektedir.)

Sekil 40: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor immiinohistokimyasal

boyamasi izlenmektedir.

(Siyah ok: pozitif kan damari, *: doku iskelesinin gozenekleri gostermektedir.)
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Sekil 41: 8. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immiinohistokimyasal
boyamasi izlenmektedir. Gozeneklerin arasinda yaygin pozitif damar oncii

hiicreleri gozlenmektedir.

(Siyah ok: pozitif kan damari, *: doku iskelesinin gozenekleri gostermektedir.)
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Sekil 42: 8. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immiinohistokimyasal
boyamasi izlenmektedir. Gozeneklerin arasinda yaygin pozitif damar oncii

hiicreleri gozlenmektedir.

(Siyah ok: pozitif kan damari, Beyaz ok: doku iskelesinin gdzenegini g¢evreleyen

pozitif 6ncii damar hiicreleri *: doku iskelesinin gdzenekleri gostermektedir.)
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Sekil 43: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor

immiinohistokimyasal boyamasi izlenmektedir.

Sekil 44: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor
immiinohistokimyasal boyamasi izlenmektedir. Gozeneklerin arasinda yaygin

pozitif damar oncii hiicreleri gozlenmektedir.

(Siyah ok: pozitif kan damari, Kirmiz1 ok: insizyon alani *: doku iskelesinin

gozenekleri gostermektedir.)
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Sekil 45: 8. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor
immiinohistokimyasal boyamasi izlenmektedir. Gozeneklerin arasinda yaygin

pozitif damar oncii hiicreleri gozlenmektedir.

(Siyah ok: yass1 niikleuslu pozitif hiicre, Kirmiz1 ok: doku iskelesinin gdzenegini
cevreleyen yuvarlak niikleuslu pozitif 6ncii damar hiicreleri *: doku iskelesinin

gbzenekleri gostermektedir.,)
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Nz
.lh.

12. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor

immiinohistokimyasal boyamasi izlenmektedir.

(Kirmiz1 ok: yuvarlak niikleuslu pozitif hiicreleri, Siyah ok: pozitif damarlari, *: doku

iskelesinin gozenekleri gdstermektedir.)

|

Sekil 47: 12. hafta SH doku iskelelerinde anti-CD31 antikor
immiinohistokimyasal boyamasi izlenmektedir.

(Kirmizi ok: yuvarlak niikleuslu pozitif hiicreleri, Siyah ok: pozitif damarlari, Beyaz
ok: gozenekleri cevreleyen pozitif hiicreleri, *: doku iskelesinin gozenekleri

gostermektedir.)
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Sekil 48: 12. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immiinohistokimyasal
boyamasi izlenmektedir.
(Kirmiz1 ok: Insizyon alami, Siyah ok: pozitif damarlari, Beyaz ok: pozitif damar éncii

hiicreleri *: doku iskelesinin gézenekleri gostermektedir.)
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Sekil 49: 12. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immiinohistokimyasal
boyamasi izlenmektedir.

(Kirmiz1 ok: Insizyon alani, Siyah ok: pozitif damarlar1, Beyaz ok: pozitif damar 6ncii

hiicreleri *: doku iskelesinin gozenekleri gostermektedir.)
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Sekil 50: 12. hafta S doku iskelelerinde anti-VEGF antikor immiinohistokimyasal

boyamasi izlenmektedir.

(Kirmiz1 ok: yuvarlak pozitif hiicre, Siyah ok: pozitif damarlar1, *: doku iskelesinin

gozenekleri gostermektedir.)

Sekil 51: 12. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor

immiinohistokimyasal boyamasi izlenmektedir. Yaygin pozitif hiicre ve vaskiiler

yapilar gozlenmektedir.
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Sekil 52: 12. hafta SH doku iskelelerinde anti-VEGF antikor

immiinohistokimyasal boyamasi izlenmektedir.

(Kirmiz1 ok: yuvarlak pozitif hiicre, Siyah ok: pozitif damarlari, *: doku iskelesinin

gozenekleri gostermektedir.)

Tablo 3, skafold hicresiz ve skafold hiicreli doku iskelelerinde 8. ve 12.

haftalarda CD31 ve VEGF pozitif vaskiiler yap1 sayilarin1 degerlendirmektedir.

8.hafta CD31 pozitif vaskiiler yapilar agisindan, skafold hiicresiz grupta
ortalama 8,67+4,04 adet, skafold hucreli grupta ise 16,00£3,61 adet olarak bulunmus
ve iki grup arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmamistir (p=0,127). Ancak, 12.
haftada skafold hiicresiz grupta 16,33+3,06 adet, skafold hicreli grupta ise 36,33+4,16
adet olarak damar sayilar1 6lgiilmiis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur

(p=0,043).

VEGEF pozitif vaskiiler yapilar agisindan, 8. haftada skafold hiicresiz grupta
ortalama 16,00+12,29 adet, skafold hticreli grupta ise 37,67+3,06 adet vaskiiler yap1
olup bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,041). 12. haftada ise skafold hiicresiz
grupta 21,33+3,51 adet, skafold hiicreli grupta 31,00£7,94 adet vaskiiler yap1 mevcut
olup anlaml bir fark bulunmamistir (p=0,132).

Sonuglar, 6zellikle 12. haftada CD31 ve 8. haftada VEGF pozitif vaskiler
yapilarin skafold hiicreli grupta daha fazla oldugunu, hiicreli doku iskelelerinin

vaskiiler yap1 gelisiminde etkili olabilecegini gdstermektedir.
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Tablo 3: Skafold Hucresiz ve Skafold Hucreli doku iskelelerinde 8. ve 12.
haftalarda pozitif CD31 ve VEGF vaskiiler yapi sayilarinin degerlendirilmesi

Skafold Hucresiz (n=3)  Skafold Hucreli (n=3)

Parametre Ort+SS Ort+SS p
CD31

(8. hafta) 8,67+4,04 16,00+3,61 0,127
CD31

(12. hafta) 16,33+3,06 36,33+4,16 0,043
VEGF

(8. hafta) 16,00+£12,29 37,67+3,06 0,041
VEGF

(12. hafta) 21,33+3,51 31,00+7,94 0,132

Immiinohistokimyasal olarak CD31 ve VEGF antikorlarin immiinreaktivite
siddetlerinin semikantitatif skorlamasinda, her iki farkli haftada doku iskeleleri
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. Ayrica 8. haftaya gore 12

haftada her iki farkli doku iskelelerinde anlamlilik belirlenmedi (Sekil 53).
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Sekil 53: S ve SH doku iskelelerinde 8. ve 12. haftalarda CD31 ve VEGF

antikorlarin immiinohistokimyasal skorlanmasi gozlenmektedir (p>0,05).
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5. TARTISMA

Mikrotia, dogumsal olarak kulak yapisinin tam gelismemesi veya eksik olmasi
durumudur ve estetik ile fonksiyonel kayiplara neden olabilecegi icin cerrahi
rekonstriiksiyon gerektirir. Bu ameliyatin temel amagclari, hastanin dis goriinimiinii
tyilestirmek, isitme fonksiyonlarin1 desteklemek ve psikososyal etkileri azaltmaktir.
Mikrotial1 bireylerde kulak kepgesinin olmamasi nedeniyle isitme kanalinda darlik
veya kapali olma durumu (atrezi) goriilebilir ve bu da isitme kaybina yol agabilir (79).
Ayni zamanda, 6zellikle ¢cocukluk doneminde 6zgiiven sorunlari ve sosyal etkilesimde
zorluklar yasanabilmektedir. Yapilan arastirmalara gore, erken donemde
gerceklestirilen kulak rekonstriiksiyonlari, bireyin psikolojik gelisimine olumlu katki
saglamakta ve yiiz oranlarin1 dengeleyerek estetik goriiniimii iyilestirmektedir (80).
Bu nedenle, mikrotia vakalarinda cerrahi miidahale hem islevselligi artirmak hem de
estetik olarak tatmin edici sonuglar elde etmek adina 6nemli bir segenektir. Mikrotia
ameliyatlari, karmasik cerrahi teknikler gerektiren zorlu prosedirlerdir. Bu
operasyonlarin baslica zorluklarindan biri, hastanin kendi dokularindan yeni bir kulak
yapist olusturulmast igin yeterli doku bulunamamasidir. Ozellikle kaburgadan alinan
kikirdaklar genellikle sert bir yapiya sahip olup, detayli sekillendirme gerektirmektedir
(81). Geleneksel cerrahi yontemlerde genellikle birka¢ agamali operasyon gerekliligi
s0z konusu olup, bu da uzun bir tedavi silirecine yol agmaktadir. Bunun yani sira
alloplastik materyaller ile rekonstriiksiyon segenekleri kullanildiginda da enfeksiyon
riski ve implant ekstriizyonu gibi komplikasyonlar gorilebilmektedir. Ozellikle
gozenekli polietilen gibi alloplastik materyaller kullanildiginda, implantin zamanla
ekspozisyon riski vardir (72). Ayrica, iyilesme siireci genellikle uzun siirmekte ve
hastalarin  diizenli takip edilmesini gerektirmektedir. Son olarak, cerrahi
rekonstriiksiyon sonrasi elde edilen estetik goriiniim her zaman hastanin beklentilerini

karsilamayabilir ve ek revizyon ameliyatlarina ihtiya¢ duyulabilir (85).

Kulak, insan yiiziindeki en karmasik ii¢ boyutlu anatomik yapilardan biri olup,
sesin yoniinii algilama ve estetik agidan yiiz simetrisini tamamlama islevine sahiptir.
Kulak kepgesinin kivrimli ve girintili yapisi, geleneksel cerrahi yontemlerle birebir
taklit edilmesi zor bir anatomik 6zellik gostermektedir (3). Ayrica, kulak kepgesinin

esnek olmasi, travmalara karsi dayanikliligini artirirken, estetik olarak dogal bir
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goriinlim elde edilmesini saglar. Geleneksel cerrahi teknikler bu detayli anatomik
yapiy1 yeniden olusturmada bazi sinirlamalar tasimaktadir. Bu noktada, 3D baski
teknolojisi, kisiye 6zel ve yiiksek dogrulukta iiretilen kulak doku iskeleleri sayesinde
bu zorluklar1 agmak i¢in biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Bilgisayar destekli tasarim
(CAD) ile hastanin diger kulagina birebir benzeyen iic boyutlu modeller
olusturulabilmekte =~ ve  biyobaski teknikleriyle —uygun doku iskeleleri
uretilebilmektedir. 3D Dbaskili biyomalzemeler sayesinde, kulak kikirdaginin
elastikiyetine benzeyen esnek yapilar iiretilebilmekte ve biyouyumlu malzemelerle
cerrahi entegrasyon daha basarili hale getirilebilmektedir (2). Geleneksel yontemlerle
yapilan rekonstriiksiyonlarda uzun cerrahi hazirlik siireleri gerekmekteyken, 3D baski
ile doku iskelelerinin Onceden hazirlanmasi cerrahi siireyi Onemli Olgiide
kisaltmaktadir. Sonug olarak, 3D baski teknolojisi, geleneksel cerrahi yontemlere
kiyasla daha hassas, biyouyumlu ve hasta memnuniyetini artiran ¢éziimler sunarak,
kulak rekonstriiksiyonunun basarisini 6nemli dlglide artirmaktadir (74). Bu yontem,
ozellikle hiicre bazli biyobaskilar ve biyomalzeme destekli iskelelerle kombine
edildiginde, kulak dokusunun dogal yapisimi taklit eden yeni nesil rekonstriiksiyon

yaklagimlarina onciiliik etmektedir.

Kulak rekonstriiksiyonu tarith boyunca farkli teknikler ve materyallerle
gerceklestirilmistir. Ik kayitlar, M.O. 3000 yilina dayanan Edwin Smith Cerrahi
Papirusi'nde bulunmakta olup, antik ¢aglardan itibaren kulak rekonstriiksiyonuna
yonelik girisimlerin var oldugunu goéstermektedir (117). Ilk cerrahi uygulamalar,
Hindistan'daki Sushruta Samhita metinlerinde kayit altina alinmis olup, bu metinlerde
yanak veya alindan alinan fleplerle burun ve kulak onarimi tarif edilmistir. RGnesans
doneminde Tagliacozzi (16. ylizy1l), Ust kulak ve alt kulak rekonstriiksiyonlar i¢in Ust
kol fleplerini kullanarak 6nemli ilerlemeler kaydetmistir (118). 19. yiizyilda, anestezi
ve asepsi anlayisinin gelismesiyle kulak rekonstriiksiyon cerrahisi daha basarili hale
gelmistir. Gersuny (1903), ilk kez heliks rekonstriikksiyonunu tanimlamis, 1914'te
Streit, heliks ve antiheliks rekonstriksiyonunda bipedikilli mastoid fleplerini
kullanmistir. Gillies (1920) ise postaurikiler flep teknigini gelistirerek kulak
rekonstriiksiyonunun temelini  atmigtir  (119). 20. yiizyilin ortalarinda, kulak
rekonstriiksiyonunda otolog kikirdak kullanim1 yayginlasmistir. Tanzer (1959), otolog

kostal kikirdak (kaburga kikirdagi) kullanarak total kulak rekonstriiksiyonunun
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temelini atmistir. Brent (1970’ler) bu yontemi gelistirerek dort asamali bir cerrahi
tanimlamugtir (120). 1990’11 yillarda Nagata, kulak rekonstriiksiyonunda iki agamali
bir cerrahi teknik gelistirerek operasyon siirecini daha verimli hale getirmistir. Bu
yontem, kaburga kikirdaginin sekillendirilmesini ve cerrahi asamalarini iyilestirerek,
rekonstriiksiyon sonrasi daha dogal bir goriiniim elde edilmesini saglamigtir (121). Son
yillarda, otolog kikirdak rekonstriiksiyonlarina alternatif olarak alloplastik materyaller
(g6zenekli polietilen gibi) ve 3D biyobaski teknikleri kullanilmaya baslanmuistir.
Medpor implantlari, biyouyumlu yapilari ve kolay sekillendirilebilir olmalar
nedeniyle klinik uygulamalarda yaygin hale gelmistir (122). Gunimuzde, biyobask1
teknolojisi ile hastaya 6zel 3D baskili iskeleler kullanilarak doku miihendisligi tabanl
yaklagimlar gelistirilmektedir. Doku miihendisligi ve hiicresel biyobaskailar,
biyouyumlu iskeleler ile kombine edilerek daha dayanikli ve fonksiyonel kulak

rekonstriiksiyonlari elde edilmesini saglamaktadir (123).

Tarihsel gelisim siirecinin bu ilerleyisinde mikrotia operasyonlar1 igin
operasyon zamanini ve zorlugunu azaltan, kontralateral kulak yapisinin goriiniimii ve
elastikiyetine benzer rekonstriiksiyonu sunarken ve postoperatif sirecte
komplikasyonlar1 minimalize eden rekonstriiksiyon secenegi halen mevcut degildir.
Kulak rekonstriikksiyonunda en yaygin kullanilan yontemlerden biri otolog kostal
kikirdak (kaburga kikirdagi) ile yapilan cerrahi operasyonlardir. Ancak bu yontemin
uzun ameliyat suresi, komplikasyon riski ve kikirdagin istenen esnekligi saglamamasi
gibi bazi énemli dezavantajlari bulunmaktadir (124). Oncelikle, kostal kikirdak
rekonstriiksiyonu genellikle 3 asamali bir cerrahi siire¢ gerektirmektedir ve bu stire¢ 6
ay ila 1 yil arasinda siirebilmektedir (125). Operasyonun karmasikligi nedeniyle
yalnizca deneyimli cerrahlar tarafindan uygulanabilmekte olup, ameliyatin siiresi ve
lyilesme siireci hastalar i¢in zorlayici olabilmektedir. Ayrica, kaburgadan kikirdak
alinmasi nedeniyle hastalar donor bolgesinde agri, enfeksiyon ve gogiis deformitesi
gibi komplikasyonlar yasayabilmektedir (68). Bunun yaninda, kostal kikirdagin
esnekligi kulak kikirdagina gore oldukca diistiktiir. Yapilan mekanik analizlerde,
kaburga kikirdaginin elastik modiiliiniin 11.43 MPa oldugu, buna karsin kulak
kikirdaginin elastik modiiliiniin sadece 2 MPa oldugu tespit edilmistir (124). Bu
durum, rekonstriiksiyon sonrasit kulak dokusunun sert ve dogal olmayan bir his

vermesine neden olabilmektedir. Calismamizda kullandigimiz PDMS-TPU kompozit
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doku iskelesi kostal kartilajla yapilan rekonstriiksiyonlarin elastikiyet sorunlarina
¢ozlim sunarken, operasyon zamanini ve zorlugunu kisaltmakta ayni zamanda dondr

alan morbiditesi yaratmadan rekonstriiksiyon se¢cenegi sunmaktadir.

Kostal Kartilajla yapilan rekonstriiksiyonlarin dezavantajlarina yonelik
alloplastik materyaller alternatif olarak kullanilmistir. G6zenekli polietilen (Medpor),
kulak rekonstriiksiyonunda sik kullanilan bir alloplastik materyaldir ve bazi 6nemli
avantajlar sunmaktadir. Medpor implantlari, kikirdaga kiyasla daha hafif ve esnek bir
yap1 sunarak dogal kulak dokusunu daha iyi taklit edebilir (87). Ayrica, Medpor'un
gozenekli yapist sayesinde damar ve doku biiylimesine olanak saglamasi,
biyouyumlulugunu artirmaktadir (79). Medpor’un bir diger avantaji ise cerrahi streci
onemli o6l¢iide kisaltmasidir. Otolog kikirdak ile yapilan rekonstriiksiyonlar genellikle
3 asamali operasyonlar gerektirirken, Medpor kullanilarak yapilan rekonstriiksiyonlar
tek veya iki asamada tamamlanabilmektedir (68). Ancak, alloplastik materyallerin de
bazi dezavantajlar1 vardir. Enfeksiyon riski, implant ekstriizyonu (disar1 atilma) ve
vicudun implanta kars1 yabanci cisim reaksiyonu gelistirme ihtimali g6z 6niinde
bulundurulmalidir (82). Medpor'un en blylk problemi, uzun vadede doku ile
entegrasyonunun sinirli olmasi ve travmaya kars1 dogal kikirdaga gore daha kirillgan
olmasidir. PDMS-TPU kompozit doku iskeleleri ise Medpor’un kostal kartilaja gore
sundugu avantajlar1 tasirken Medpor’un sertligine ve kirillganligina ¢6ziim
bulmaktadir. Ayn1 zamanda ¢alismamizda PDMS-TPU kompozit doku iskelelerine
dermal fibroblast ekleyerek biyolojik bilesenlerle implantin uyumunun arttirilma
hedefi Medpor’un ekstriizyon ve enfeksiyon riski gibi komplikasyonlarina ¢oziim

amaci tasimaktadir.

Kulak rekonstriiksiyonunda kullanilan alloplastik materyaller zamanla
yayginlagmis ve Silikon bazli implantlar da rekonstriiksiyon cerrahisinde denenmistir.
Silikon ise geg¢miste kulak rekonstriiksiyonunda yaygin olarak kullanilan bir bagka
alloplastik materyal olmasina ragmen, yeterli doku entegrasyonu saglayamamasi ve
komplikasyon oranlarmin yiiksek olmasi nedeniyle glnimuzde daha az tercih
edilmektedir (80). Silikon implantlar, gézenekli olmadiklari i¢in dokular tarafindan
sartlmaz ve zamanla yerinden kayabilir (126). Bunun yani sira, silikon implantlarda

enfeksiyon riski Medpor’a kiyasla daha ytiksektir, ¢iinkii viicut tarafindan tamamen

80



kabul edilmesi zor olan bu malzeme cevresinde inflamatuvar reaksiyonlara yol
acabilmektedir (88). Ayrica, silikon implantlarin ekstriizyon riski yiiksektir ve bu
durum, implantin zamanla cilt yoluyla disar1 atilmasina neden olabilmektedir (80).
Mekanik 6zellikleri agisindan incelendiginde ise, silikon implantlar kulak kikirdaginin
elastikiyetini yeterince taklit edemez ve rekonstriiksiyon sonrasi sert bir doku hissi
olusmasina neden olabilir (122). Tim bu dezavantajlar gz Oniine alindiginda,
gunumuzde silikon ve Medpor gibi geleneksel alloplastik materyaller yerine biyobaski
ile iiretilen esnek polimerler ve hiicresel miithendislik uygulamalari {izerinde ¢alismalar
yapilmaktadir. Ozellikle biyomalzemeler ve 3D bask: teknikleri ile kisiye ozel,
biyouyumlu ve mekanik olarak daha dayanikli ¢oziimler gelistirilmesi, kulak
rekonstriiksiyonunun gelecekteki yonelimleri arasinda yer almaktadir (123). Ancak bu
yeni gelistirilecek 3D materyaller ile yapilacak rekonstriiksiyon i¢in de Medpor ve
silikon benzeri alloplastik materayaller ile yapilan operasyonlarda oldugu gibi temelde
doku entegrasyonunun yetersiz olmasindan kaynakli komplikasyonlar gelismesi

olasidir.

Gunimuzde, biyobaski teknolojisi ve hiicresel kaplamali implantlarla yapilan
yeni nesil doku mihendisligi ¢6ziimleri, daha biyouyumlu ve fonksiyonel
rekonstriiksiyon teknikleri sunmakta olup, gelecekte kulak rekonstriiksiyonunun en
ideal yontemi haline gelebilir (127). Bu ¢alismada da iiretilen doku iskelelerinin
biyolojik bilesenlerle desteklenmesi ile entegrasyon ve vaskiilarizasyonun arttirilmasi

amagclanmistir.

Kulak  rekonstriikksiyonunda  kullamilan ~ biyomalzemelerin  viicuda
entegrasyonu, operasyonlarin basarist i¢in kritik bir faktordiir. Ancak, birgok
malzemede dolasim problemleri nedeniyle yetersiz vaskiilarizasyon gorulmekte, bu da
dokularin yeterince beslenememesine ve iyilesme siirecinin olumsuz etkilenmesine
yol agmaktadir (128). Ozellikle alloplastik materyaller kullanilarak yapilan
rekonstriiksiyonlarda, yetersiz kan dolasimi sonucu malzemenin ekstriizyonu, cilt
nekrozu ve enfeksiyon gibi komplikasyonlar sik¢a goriilmektedir (129). Bunun en
blylk nedeni, implant materyallerinin dogal dokular gibi damarlanma kapasitesine
sahip olmamasidir. Medpor gibi gozenekli polietilen implantlar, doku ile entegrasyonu

bir miktar artirsa da yeterli vaskiilarizasyon saglanamadiginda yetersiz kan akisi
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nedeniyle iyilesme siirecinde bozulmalar yasanabilir (130). Bu problemlerin 6niine
gecmek ic¢in, biyomalzemelerin damarlanmasini artiran yontemler (zerinde
calisilmaktadir. Ornegin, dolasimi artirmak amaciyla pre-vaskilarizasyon teknikleri
uygulanarak, biyomalzemeler icerisine hiicre bazli damar aglar1 entegre edilebilir
(131). Bunun yani sira, biyomiihendislik ile gelistirilmis damarlagmay1 destekleyen
biiytime faktorleri eklenmis iskeleler, implantlarin viicut tarafindan kabul edilme

oranini artirabilir (132).

Biyomalzemelerin viicutla entegrasyonunda karsilasilan en biiyiik zorluklardan
biri, yara iyilesmesi siirecinde yetersiz anjiogenezdir. Anjiogenezin yetersiz oldugu
durumlarda, implant etrafindaki dokularin yeterli beslenememesi ve oksijen eksikligi
nedeniyle hiicre 6limi ve ekstriizyon meydana gelmektedir (128). Ozellikle Medpor
gibi alloplastik materyaller kullanildiginda, implantin ¢evresinde yeterli kan dolagimi
olusmazsa, enfeksiyon riski artar ve yara iyilesmesi siireci olumsuz etkilenir (129). Bu
surecte, yetersiz vaskiilarizasyon nedeniyle malzemenin viicut tarafindan entegre
edilmesi basarisiz olabilir. Bu sorunun éniine gecebilmek icin, implant materyallerinin
yiizeyinde anjiogenezi tesvik eden biyolojik modifikasyonlar yapilmaktadir. Ornegin,
biyomalzemelerin  yiizeyi endotel hiicreleriyle kaplanarak damar gelisimi
hizlandirilabilir (131). Ayrica, biyobask: teknikleri kullanilarak hucrelerle 6nceden
damarlanmis yapay doku iskeleleri iiretmek, iyilesme siirecini hizlandiran yeni bir
yaklagimdir (132). Biyomalzemelerin damarlanmasini artiran bir diger yontem,
anjiogenik biiyime faktorleri (VEGF gibi) ile zenginlestirilmis malzemelerin
kullanilmasidir. VEGF igeren implantlar, ¢evre dokulardan yeni damarlarin implant
igine dogru biiylimesini tesvik ederek, doku entegrasyonunu artirmaktadir (131).
VEGF eklenmesiyle biyomalzemelerin damarlanmas: arttigi goriilmekle birlikte
VEGF’in etki siiresinin sinirli olmasi nedeniyle calismamizda uzun siire boyunca
VEGEF salgis1 yapabilecek bir ¢oziim oldugunu diisiinerek {iirettigimiz kompozit doku
iskelelerine dermal fibroblast eklemeyi ve hedefledigimiz damarlanma artigin1 anti-
VEGF antikoru ile g6zlemledik.

Doku miihendisligi ve biyomedikal uygulamalar icin gelistirilen 3D baskili
iskeleler, farkli malzemeler kullanilarak iiretilebilmektedir. Bu malzemeler mekanik

dayaniklilik, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve hiicre etkilesimi gibi parametrelere
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gore degerlendirilerek secilmektedir. Kulak rekonstriiksiyonu hedeflendiginde
malzemenin genel 6zelliklerinin yaninda mekanik 6zellikleri de 6n plana ¢ikmaktadir.
Ozellikle elastikiyet dSnem arz eder. Ayn1 zamanda alloplastik materyallerle yapilan
rekonstriiksiyondaki problemlerin 6niine gegme amaciyla ¢calismamizda kullanilacak
doku iskelelerinin dermal fibroblastlar ile kaplanacak olmasi da 3D baskil1 iskelenin

uretim strecinde segilecek malzemeyi belirlemede énemli 6lghtlerdir.

Kullanilan baslica baski malzemeleri arasinda biyoseramikler, polimerler,
kompozit malzemeler ve hidrojel bazli yapilar bulunmaktadir (133). Polimer esash
malzemeler, biyomedikal uygulamalarda en yaygin kullanilan se¢eneklerden biridir.
Polikaprolakton (PCL), Polilaktik Asit (PLA) ve Poliglikolik Asit (PGA) gibi
biyobozunur polimerler, doku miihendisliginde tercih edilmektedir. Bu malzemeler,
biyobozunur olduklari i¢in zamanla viicutta parcalanabilir ve mekanik dayanikliliklar
gorece disiiktiir (134). Biyoseramikler, kemik dokusu miithendisliginde siklikla tercih
edilen bir diger malzeme grubudur. Hidroksiapatit (HAp) ve kalsiyum fosfat tiirevleri,
kemik benzeri mineral yapilar1 nedeniyle osteoindiiktif 6zellik gosterir. Ancak,
seramikler kirilgan olup, esneklik acisindan yetersiz kalabilmektedir (135).
Hidrojeller, yiiksek su igerigi ile hiicresel ortam olusturma agisindan avantajlidir.
Alginate, kollajen ve hyaluronik asit bazli hidrojeller, hiicrelerin blylmesi ve
yayilmasi i¢in uygun ortamlar sunmaktadir. Ancak mekanik dayanikliliklar1 oldukca

diigiiktiir ve uzun vadeli implant uygulamalari i¢in yeterli degildir (136).

Polidimetilsiloksan (PDMS), biyomedikal uygulamalarda yaygin kullanilan
elastomerik bir polimerdir. Esnekligi, biyouyumlulugu ve kimyasal stabilitesi
sayesinde, 6zellikle yumusak doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilmektedir
(137). PDMS’in en biiyiik avantajlarindan biri, yiksek esneklik gdstermesi ve
mekanik 6zelliklerinin kolayca ayarlanabilmesidir. Diisiik sertlik degerleri ve elastik
yapis1 sayesinde, yumusak doku modellemeleri ve biyobaski sistemlerinde yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, hiicre kiiltiirlerinde oksijen gegirgenligi yiiksek
oldugu i¢in hiicre biliylimesi igin elverisli bir ortam sunmaktadir (134). Ancak
PDMS'in bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Biyobozunur olmamasi, uzun sureli
implant uygulamalar1 i¢in bazi kisitlamalar getirebilse de kulak rekonstriiksiyonu igin

bu durum dezavantaj yerine avantaj sunar. Bunun yaninda, yuzeyinin hidrofobik
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olmasi nedeniyle hiicre tutunmasimi destekleyecek modifikasyonlar gerekmektedir
(133). Bu nedenlerle PDMS, esnek yapisi ve biyouyumlulugu nedeniyle kulak
rekonstriksiyonunda mekanik destek saglamak amaciyla se¢ilmistir. PDMS ile
uretilen malzemelerde hiicre tutunmasini artirmak i¢in yilizey modifikasyonlar1 ve
diger biyomalzemelerle kombinasyonlar yapilabildiginden ve caligmamizda doku
iskelelerini dermal fibroblast hiicreleri ile zenginlestirmek istedigimizden dolay1
sadece PDMS’den olusan bir doku iskelesi kullanmak yerine PDMS’nin hiicre
tutunmasi agisindan dezavantajlarini giderecek tiirde bir malzeme ile entegre edilerek

olusturulacak bir kompozit doku iskelesi iiretmeyi amagladik.

Termoplastik Politiretan (TPU), biyomedikal alanda kullanilan yiksek
elastikiyet gosteren ve biyouyumlu bir polimerdir. Diisiik sertligi, miikemmel mekanik
dayanimi ve biyolojik uyumu nedeniyle, yumusak doku miihendisligi ve doku
iskelelerinde sikga tercih edilmektedir (134). TPU nun en biiyiik avantajlarindan biri,
yiiksek esneklik ve dayanikliligini koruyarak biyobozunur versiyonlarinin da
gelistirilebilmesidir. Ayrica, hiicrelerin yiizeye tutunmasini destekleyen 6zel yuzey
yapilar olusturulabilmektedir (138). TPU, sert ve esnek bolgelerin bir arada oldugu
iskelelerin tiretiminde 6nemli bir avantaj saglar ve hem mekanik dayanim hem de
biyolojik uyum gerektiren uygulamalarda kullanilmaktadir. Ancak TPU’nun bazi
dezavantajlart da vardir. Hidrofobik yapis1 nedeniyle yiizey modifikasyonu biyoaktif
faktorlerle zenginlestirilmesi gerekebilir. Ayrica, bazt TPU tiirevleri uzun vadede
biyolojik bozunma gdstermeyebilir, bu nedenle hiicre etkilesimi optimize edilmelidir
(139).

Termoplastik politretan (TPU) ve polidimetil siloksan (PDMS) gibi
biyouyumlu malzemeler, esneklikleri, mekanik dayanikliliklar1 ve biyolojik aktiviteyi
destekleyici  ozellikleri sayesinde doku miihendisliginde yaygin olarak
kullanilmaktadir (140). TPU, ylksek mekanik dayanikliligi ve esnekligi sayesinde
yumusak doku miihendisliginde sik¢a tercih edilirken, PDMS biyomedikal
uygulamalarda diisiik sitotoksisite ve yliksek biyouyumluluk 6zellikleri nedeniyle 6ne
cikmaktadir. TPU nun gézenekli yapisi, hiicrelerin migrasyonu ve proliferasyonu igin
uygun bir mikrogevre saglarken, PDMS’in elastik 6zellikleri biyomekanik agidan

avantajlidir. Ayrica, PDMS’in hidrofobik yapisi hiicresel adezyonu artirmak icin
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modifiye edilebilir ve bu da hiicrelerin doku iskelesi {izerinde daha etkili bir sekilde

tutunmasini saglar (141).

Calismamizda, Hsieh ve ark.'mmn (142) c¢alismasma benzer sekilde,
termoplastik politretan (TPU) ve polidimetil siloksan (PDMS) kombinasyonu
kullanilarak biyomalzemelerin biyomekanik ve biyolojik avantajlart bir araya
getirilmistir.  Kullandigimiz  doku iskelelerinin  mekanik  6zellikleri  kulak
rekonstriiksiyonu ic¢in uygun ozellikler saglasa da alloplastik materyaller ile yapilan
rekonstrilksiyonlarin komplikasyonlar1 arasinda yetersiz vaskiilarizasyona bagl
uyumsuzluk ve ekstriizyon yer aldigi i¢in eklenecek biyolojik bilesenlerle iskelenin
uyum siirecini arttirmay1 hedefledik. Literatiirdeki dnceki ¢alismalardan farkli olarak,
bu yaklagim biyouyumlulugu artirarak vaskiilarizasyonu ve doku rejenerasyonunu
tesvik etmeyi amaclamakta iken biyolojik bilesen segiminin vaskilarizasyonun ve

entegrasyonun arttirilmasi dogrultusunda olmasi 6nem arz eder.

Ucg boyutlu baskili doku iskeleleri, hiicrelerin biiyiimesini desteklemek ve doku
rejenerasyonunu  hizlandirmak amaciyla  biyolojik  bilesenlerle = modifiye
edilebilmektedir.  Biyolojik  bilesenlerin  eklenmesi, doku  miihendisligi
yaklasimlarinda hiicre-iskelet etkilesimini giiclendirmekte, mekanik 6zellikleri

optimize etmekte ve biyolojik entegrasyonu artirmaktadir (143).

Buytume faktorleri, biyomalzemelere eklenebilecek en 6nemli biyolojik
bilesenler arasinda yer almaktadir. Vaskiler endotelyal blyume faktori (VEGF),
fibroblast blylme faktori (FGF) ve insulin benzeri buyume faktori (IGF) gibi
biyomolekiiller, hiicre biiylimesini ve damarlanmay1 tesvik ederek doku
entegrasyonunu hizlandirmaktadir (144). Ancak, blyume faktorlerinin ylksek
maliyetleri ve kisa Omiirlii olmalar1 pratik uygulamalarint sinirlayabilmektedir.
Nanoteknolojik bilesenler, 3D baskili doku iskelelerine entegre edilerek biyolojik
aktivitenin artirilmasina olanak tanimaktadir. Hidroksiapatit (HAp), biyoseramik
nanoparcaciklar ve karbon nanotiipler, o6zellikle kemik ve kikirdak doku
mihendisliginde kullanilarak iskelelerin biyomekanik 6zelliklerini gelistirmektedir
(143). Nanoteknolojik bilesenler ayni1 zamanda antibakteriyel 6zellikler kazandirarak
implant sonrasi enfeksiyon risklerini azaltabilmektedir (145). Calismamizda

kullanilan doku iskelelerinin PDMS ve TPU temelli mekanik oOzellikleri kulak
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rekonstriiksiyonu i¢in uygun olanaklar sundugundan vaskiilarizasyonu arttirmaya
yonelik biyolojik bilesenleri hedeflemek daha uygun sonuclar elde edilmesine olanak

saglamistir.

Dermal fibroblastlar, doku miihendisliginde kullanilan énemli bir hicre tlr
olup, fibréz doku olusumuna katki saglamalar1 ve damarlagmayi artirmalari nedeniyle
tercih edilmektedir. Bu hiicreler, bag dokusunun temel bilesenlerinden biri olan
kolajeni sentezleyerek doku iskelelerinin daha saglam ve biyomekanik olarak uyumlu
hale gelmesine yardimci olur (146). Dermal fibroblastlarin en biiyiik avantajlarindan
biri vaskiilarizasyonu tesvik etmeleridir. Bu hucreler, VEGF (Vaskuler Endotelyal
Biiyiime Faktorii) gibi anjiogenik faktorler salgilayarak damar olusumunu destekler ve
doku iskeletlerinin kanlanmasini artirir (147). Dermal fibroblastlarin hipoksik (diisiik
oksijen) kosullarda bile damar olusumunu artirabildigi ve fibrin bazli doku
iskelelerinde kapiller ag yapisini destekledigi gosterilmistir (148). Bunun yani sira,
dermal fibroblastlar doku miihendisligi uygulamalarinda hem endotel hiicreleriyle
hem de diger bag dokusu hiicreleriyle etkilesime girerek daha stabil ve fonksiyonel
dokular olusturabilir. Yapilan c¢alismalar, dermal fibroblastlarin kan daman
olusumunu dogrudan tesvik ettigini ve kapiller damar yapilarinin daha iyi organize
olmasini sagladigini ortaya koymustur (149). Bu nedenle, dermal fibroblastlar, fibroz
doku olusumuna katki saglamalari, doku iskeletlerinin dayanikliligini artirmalart ve
ozellikle damar olusumunu tesvik etmeleri nedeniyle ¢aligmamizda kullanilan PDMS-
TPU kompozit doku iskelelerine eklenecek biyolojik bilesen olarak diger
alternatiflerinden daha 6n plana ¢ikmaktadir-

Vaskiilarizasyon, doku miihendisligi ve rejeneratif tipta, implante edilen doku
iskelelerinin basarisi agisindan kritik bir faktordiir. Yetersiz vaskilarizasyon, oksijen
ve besinlerin yetersiz tasinmasina neden olarak doku kaybina ve implant
basarisizligina yol agabilir. Yapilan c¢aligmalar, gelismis 3D baskili iskele
tasarimlarinin, biyolojik biiylime faktorlerinin ve kok hiicre bazli yaklasimlarin
vaskiilarizasyonu artirmada énemli rol oynadigini gostermektedir (150). Ozellikle
gozenekli iskele yapilarinin, damarlagsmay1 destekledigi belirlenmistir. Por boyutu,
gozenek sekli ve mikro/nano-yapilandirmalar, damar olusumunu etkileyen en 6nemli

parametreler arasinda yer almaktadir. Yapilan calismalarda, biiyiikk gozenekli
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iskelelerin hiicre gociinii kolaylastirdigi ve oksijen/nutrient diflizyonunu artirarak yeni
damar olusumunu tesvik ettigi gozlemlenmistir (151). Blylme faktorleri de
vaskiilarizasyonun artirilmasinda 6nemli bir role sahiptir. VEGF (Vaskiler Endotelyal
Buyume Faktoru) ve FGF (Fibroblast Blylme Faktorl) gibi anjiogenik faktorler,
hiicre bazli iskelelerde damar biiylimesini desteklemektedir. Yapilan bir ¢alismada,
insan gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden tiiretilen endotel hiicreleri
kullanilarak, biyomimetik bir iskeleyle dermal greftlerde damarlagsmanin
artirtlabilecegi gosterilmistir (152). Ayrica, hidrojel bazli sistemlerin vaskiilarizasyonu
tesvik edebilecegi belirtilmistir. Alginate-fibroin bazli hidrojellerin damar hiicrelerini
destekledigi ve kan damarlarinin olusumunu hizlandirdig1 gésterilmistir (153). Ote
yandan, biyobaski teknikleriyle iiretilen iskeleler, damarlagmay1 artiran mikrokanal
sistemleriyle donatilarak hiicrelerin oksijen alimimni kolaylastirmaktadir. 3D baskili
iskelelerde kan damar1 olusturmayi1 hedefleyen mikrokanallar, oksijen ve besin akisini

kolaylastirarak implant bolgesinde damarlanmay1 desteklemektedir (154).

Vaskilarizasyonun basarili  bir sekilde gergeklesip gergeklesmedigini
belirlemek igin farkli degerlendirme yontemleri kullanilmaktadir. Histolojik analiz,
gorinttleme teknikleri, biyomarker o&lglimleri ve fonksiyonel testler, doku
iskelelerinde yeni damar olusumunun seviyesini 6l¢gmek i¢in yaygin olarak kullanilan
yontemlerdir (151). Histolojik incelemeler, vaskiilarizasyon degerlendirmesinde en
yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Hematoksilen-eozin (H&E) ve CD31
immunohistokimyasal boyama, yeni kan damarlarinin doku iskeleti iginde olusumunu
gorsellestirmek i¢in sikga tercih edilmektedir (155). CD31, endotel hiicrelerine 6zgl
bir marker olup, yeni damar olusumunun kantitatif analizinde kullanilmaktadir.
Ancak, histolojik analizler genellikle son nokta analizleri oldugundan, damarlagmanin
zaman i¢indeki dinamik degisimlerini takip etmek i¢in yetersiz kalabilir. Gelismis
goruntuleme teknikleri, damarlagsmay1 in vivo olarak takip etmek igin gii¢lii araglar
sunmaktadir. Mikro-CT (mikro bilgisayarli tomografi), manyetik rezonans
goruntuleme (MRI) ve Doppler ultrasonografi, damar olusumunu ii¢ boyutlu olarak
incelemeye olanak tanir (150). Ozellikle Doppler ultrason, kan akis hizim lgerek yeni
damarlarin  fonksiyonel olup olmadigin1 degerlendirmede yaygin olarak
kullanilmaktadir (152). Biyokimyasal marker analizleri de damar olusumunun

degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir. VEGF (Vaskiler Endotelyal Blytime
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Faktorl), FGF (Fibroblast Biyiime Faktori)) ve HIF-1a (Hipoksi Indiiklenebilir
Faktor-1a) gibi biyomolekiillerin seviyelerinin 6lgiilmesi, yeni damar olusumunun
biyokimyasal gostergeleri olarak kabul edilmektedir (156). Bu markerlerin seviyeleri,
ELISA veya RT-PCR gibi tekniklerle ol¢iilerek yeni damar olusumunun kantitatif
degerlendirmesi yapilabilir. Bunun yani1 sira, fonksiyonel testler, damarlarin oksijen
ve besin tagima kapasitesini 6l¢gmek icin kullanilmaktadir. Lazer Doppler ve oksijen
diflizyon 6lglimleri, iskele i¢indeki damarlarin ne kadar iyi ¢alistigini belirlemek igin
sik¢a kullanilan yontemlerdir (157, 158).

VEGF (Vaskuler Endotelyal Biiyiime Faktorii), doku miihendisligi ve
rejeneratif tip alaninda damar olusumunu tesvik eden en Onemli biiylime
faktorlerinden biridir. Ancak, anormal veya asirt VEGF ekspresyonu, istenmeyen
damar olusumlarina (neovaskiilarizasyon), inflamasyon artisina ve kontrolsiiz hiicre
proliferasyonuna yol agabilir (159). Anti-VEGF boyamasi, VEGF’in doku i¢inde ne
kadar ekspresse edildigini gorsellestirmek ve belirli bolgelerdeki anjiyogenezi analiz
etmek i¢in kullanilan spesifik bir yontemdir. Anti-VEGF boyamasinin segilme
nedenlerinden biri, doku iskeletlerindeki damarlanma stirecinin incelenmesi ve
anjiyogenez mekanizmalarmin detayli olarak anlasilmasidir. Yapilan ¢aligmalarda,
anti-VEGF ajanlarinin uygulanmasi sonucunda VEGF ekspresyon seviyelerinin
degistigi ve bu degisimin doku iyilesmesiyle iligkili oldugu gosterilmistir (160).
Ozellikle in vivo modellerde anti-VEGF boyamasi kullanilarak, hiicre kiiltiirlerinde ve
doku 6rneklerinde anjiyogenez seviyelerinin dogrulanmasi miimkiin olmaktadir (161).
Ayrica, anti-VEGF boyamasi, tiimor vaskiilarizasyonunun ve patolojik damar
olusumunun takibinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (162). Bu baglamda, anti-
VEGF immunohistokimyasal analizi hem fizyolojik hem de patolojik damar
olusumlarint degerlendirmek i¢in kritik bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Sonug
olarak, anti-VEGF boyamasini se¢gme nedenimiz, anjiyogenez siirecini objektif olarak
degerlendirebilmek, iskeleler lizerindeki damarlagsma miktarini belirleyebilmek ve
VEGF’in ekspresyon seviyelerini detayli bir sekilde analiz edebilmektir. Bu yontem,
hem doku miihendisligi hem de biyomedikal arasgtirmalarda damar olugumunu

incelemek i¢in en givenilir immunohistokimyasal tekniklerden biridir (163).

CD31 (PECAM-1), endotel hiicrelerinin ylzeyinde bulunan bir hiicre adezyon
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molekiiliidiir ve damar olusumunun dogrudan bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Doku miihendisligi ¢aligmalarinda damarlasma siirecinin degerlendirilmesinde en
yaygin kullanilan biyobelirteglerden biridir. CD31, endotel hiicrelerinin varligini ve
yogunlugunu belirlemeye yardimci olur ve histolojik/immiinohistokimyasal
analizlerde yeni damar olusumunun kantitatif degerlendirilmesini saglar (164).
CD31’in ekspresyonu, yeni olusan damarlarin sayisini ve olgunlagsma seviyesini
belirlemek  icin  kullanilmaktadir. ~ Yapilan  arastirmalarda, CD31’in
immunohistokimyasal boyamasi ile damar yogunlugunun Kkantitatif olarak
oOl¢iilebildigi ve vaskiilarizasyon siireglerinin bagarili olup olmadiginin belirlenebildigi
gosterilmistir (165). Ayrica, CD31 seviyelerinin yiiksek olmasi, damar aglarinin
artigint ve doku iskeletinin biyouyumlu oldugunu dogrulayan Onemli bir
biyobelirtectir (166). CD31’in se¢ilme nedenlerinden biri de yalnizca damar endotel
hiicrelerinde degil, immiin hiicreler iizerinde de eksprese edilmesi ve boylece doku
iskeletinde immiin tepkilerin de gézlemlenmesine olanak saglamasidir (167). Sonug
olarak, CD31, hem endotel hiicreleri tarafindan iiretilen damarlarin sayisini belirlemek
hem de yeni olusan damarlarin olgunlagsma diizeyini analiz etmek icin en iyi

biyobelirteglerden biri oldugu i¢in bu ¢alismada seg¢ilmistir.

Biyomalzemelerin, blylme faktorlerinin ve hiicre bazli tedavilerin
biyouyumlulugunu ve etkinligini degerlendirmek amaciyla deney hayvani modelleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. in vivo deneyler, doku iskelelerinin hiicresel yanitini,
immiin tepkisini ve damarlasmasini test etmek igin kritik Gneme sahiptir (168). In vivo
modeller, doku miihendisligi c¢alismalarinda biyomalzemelerin canli dokularla
etkilesimini daha gergeke¢i bir sekilde degerlendirmeye olanak tanir. Hucrelerin
biiylimesi, iskelelerin biyobozunurlugu, immiin yanit ve yeni damar olusumu gibi
stiregler, in vivo modellerde daha giivenilir bir sekilde incelenebilir (169). Ancak, in
vivo deneylerin bazi kisitlamalar1 da bulunmaktadir. Deney hayvanlari, insan
biyolojisini tam olarak yansitamayabilir ve bazi doku tepkileri tiirler arasinda farklilik
gosterebilir (170). Ayrica, etik kaygilar nedeniyle hayvan deneyleri yapilirken 3R
ilkeleri (Replacement — Alternatif Yontemlerin Kullanimi, Reduction — Hayvan
Sayisinin  Azaltilmasi, Refinement — Hayvanlarin Refahmin Artirilmasi) dikkate
alinmalidir (171). Buna ragmen, in vivo modeller, biyomalzemelerin biyomekanik

ozelliklerini ve biyouyumlulugunu test etmek igin 6nemli veriler saglar. Ornegin,
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damarlasmanin ve doku entegrasyonunun nasil gelistiini incelemek icin deney
hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar, insan klinik ¢calismalarina gegiste 6nemli bir
basamak olusturmaktadir (172). Sonu¢ olarak, deney hayvami modelleri,
biyomalzemelerin ve hicresel terapilerin klinik uygulamalara gecmeden 6nce test
edilmesi acisindan kritik bir role sahiptir. Bu modeller, doku miihendisligi
yaklasimlarinin etkinligini ve giivenligini degerlendirmek i¢in en iyi yontemlerden biri
olup, belirli etik kurallar ¢ercevesinde kullanildiginda bilimsel gelismelere biiyiik

katki saglamaktadir.

Ug boyutlu baska ile iiretilmis dermal fibroblast hiicreleri ekilmis PDMS-TPU
kompozit doku iskelelerinin deney hayvan modeliyle test edildigi bu ¢alismamizda 8.
hafta CD31 pozitif vaskiiler yapilar agisindan, skafold hiicresiz grupta ortalama
8,67+4,04 adet ve skafold hicreli grupta 16,00+3,61 adet olarak bulunmus olup
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0,127). 12. haftada ise skafold
hlcresiz grupta 16,33+3,06 adet, skafold hucreli grupta ise 36,33+4,16 adet olarak
damar yapilar1 6l¢iilmiis ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (p=0,043). Bu bulgular, literatiirdeki benzer ¢alismalarla karsilastirildiginda
tutarh bir gériiniim sergilemektedir. Ibafiez ve arkadaslari (173) tarafindan yapilan bir
caligmada, 3D baskili iskelelere platelet-rich plasma (PRP) eklenerek
vaskiilarizasyonun artirildigi ve 14 giin boyunca biiylime faktorlerinin kontrollii salim1
sayesinde in vivo olarak anjiyogenezin desteklendigi gosterilmistir. Tan ve arkadaslari
(174) tarafindan yapilan baska bir arastirmada, 3D baskili doku iskelelerinin ticari deri
ikamelerine kiyasla daha 1yi vaskiiler entegrasyon sagladigi belirtilmistir. Sun ve
arkadaglar1 (175) tarafindan yapilan klinik bir ¢aligmada, 3D baskili iskelelerin kronik
yara iyilesmesine etkisi degerlendirilmis ve bu tlir yapilarin vaskiilarizasyonu
hizlandirarak yara kapanma siiresini azalttig1 rapor edilmistir. Chu ve arkadaslari (176)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, 3D baskili skafoldlara anjiyogenez tesvik edici
peptidlerin eklenmesiyle vaskiiler gelisimin hizlandig1 gosterilmistir. Sonug olarak,
calismamizda elde edilen CD31 pozitif vaskiiler yapilarin artisi, literatiirdeki benzer
caligmalarla biiyiik 6l¢lide uyumludur. Bulgularimiz, 3D baskili doku iskelelerinin
vaskiilarizasyonu artirarak yara iyilesmesini destekledigini ve bu alandaki mevcut

arastirmalarla Ortiistiiglinii gostermektedir.
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Calismamizda VEGF pozitif vaskiiler yapilar agisindan, 8. haftada skafold
hicresiz grupta ortalama 16,00+12,29 adet, skafold hucreli grupta ise 37,67+3,06 adet
olup, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,041). 12. haftada ise skafold
hlicresiz grupta 21,33£3,51 adet, skafold hiicreli grupta 31,00+7,94 adet damar sayisi
saptanmig ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir
(p=0,132). Bu bulgular literatiirdeki benzer calismalarla biiyiik l¢iide uyumludur.
Siebert ve ark. (177) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 3D baskil1 hidrojel yamalarina
VEGF eklenerek anjiyojenik  aktivitenin artirildign  ve erken donemde
vaskiilarizasyonun hizlandig1 gosterilmistir. Benzer sekilde, Du ve ark. (178),
Astragalus polisakkarit iceren 3D baskil1 skafoldlarin VEGF ekspresyonunu artirarak
erken anjiyogenezi hizlandirdigini gostermistir. Nuutila ve ark. (179), biylime faktori
salan 3D baskili yapigkan skafoldlarin VEGF salimini artirarak yara iyilesmesini
hizlandirdigini gostermistir. Ayrica, Gu ve ark. (180), 3D baskili nanofiber skafoldlara
VEGF ekleyerek anjiyogenez ve yeni damar olusumunun tesvik edilebilecegini
gostermistir. Sonug olarak, ¢alismamizda 8. haftada skafold hiicreli grupta VEGF
pozitif vaskiiler yapilar agisindan anlamli bir artis gozlenmesi, literatiirdeki
calismalarla biiyiik ol¢lide tutarlidir. Ancak 12. haftada farkin kaybolmasi, VEGF'nin
zamanla biyolojik sistemde dengelendigini ve skafold etkisinin uzun vadeli

degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

Calismamizda immiinohistokimyasal olarak CD31 ve VEGF antikorlarinin
immiinreaktivite siddetlerinin semikantitatif skorlamasinda, her iki farkli haftada doku
iskeleleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Ayrica, 8.
haftaya gore 12. haftada her iki farkli doku iskelelerinde de anlaml1 bir degisiklik
gozlenmemistir. Konopnicki ve ark. (181) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 3D baskili
B-trikalsiyum fosfat (B-TCP) ve poli-g-kaprolakton (PCL) skafoldlarinin in vivo olarak
kemik rejenerasyonu tizerindeki etkisi incelenmis ve CD31 ekspresyonunun skafold
merkezinde arttigi gozlenmistir. Benzer sekilde, Liao ve ark. (182), 3D kultlr
ortaminda skafoldlar lzerinde endotel hiicrelerinden kapiller benzeri ag olusumunu
destekleyen bir yapi olusturduklarimi gostermistir. Arnal-Pastor ve ark. (183)
tarafindan yapilan arastirmada, farkli gézenek yapisina sahip skafoldlarin endotel
hiicre yapigsmasi1 ve VEGF salinimi tizerindeki etkileri incelenmis, siingerimsi (PEA-

s) skafoldlarin, damar benzeri yapilara doniisimii daha fazla tesvik ettigi rapor
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edilmistir. Ayrica, Fahimipour ve ark. (184) tarafindan yapilan ¢alismada, 3D baskili
B-TCP bazli skafoldlara VEGF yiiklenmesiyle erken vaskiilarizasyonun tesvik edildigi
belirtilmistir. Sonug¢ olarak, c¢alismamizda CD31 ve VEGF immiinreaktivite
skorlamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Kullanilan
skafoldlarin gézenek yapisi, hiicre adezyonu, biiylime faktorii salinim mekanizmalari
gibi degiskenler, farkli ¢aligmalarda farkli sonuglar elde edilmesine neden olabilir.
Daha uzun takip siireleri veya biyomalzeme igeriginin degistirilmesi, VEGF ve CD31

ekspresyonundaki farkliliklarin daha iyi anlagilmasina katki saglayabilir.
Cahsmanmin Kisithhklar

Bu calismanin bazi kisithiliklari bulunmaktadir. Oncelikle, kullanilan doku
iskeleleri belirli bir malzeme bilesimine dayanmaktadir ve farkli biyomalzemelerin
karsilastirilmast  yapilmamistir. Bu durum, diger potansiyel biyomalzemelerin

etkinligini degerlendirme imkanini sinirlamaktadir.

Ikinci olarak, ¢alisma smirl bir zaman diliminde gerceklestirilmis olup, uzun
vadeli doku yanitlar1 hakkinda kesin ¢ikarimlarda bulunmak miimkiin olmamaistir.
Ozellikle 12. hafta sonrasinda vaskiiler yapmin gelisimi {izerine daha uzun siireli

takiplerin yapilmasi gerekmektedir.

Uciincii olarak, hayvan modeli kullanilarak gerceklestirilen bu ¢alisma, insan
doku miihendisligi uygulamalarina tamamen genellenemez. Insan viicudu ile
biyomalzemeler arasindaki etkilesim, hayvan modellerinden farklilik gosterebilir.
Klinik uygulamalara gecis igin ileri caligmalar gerekmektedir. Ayni zamanda hayvan
deneylerinde ve secilen 6rneklem sayisinda verilerin optimal degerlendirilmesi gii¢liik
tasimaktadir. Calisma kompozit doku iskelelerinin farkli agidan denendigi farkli
projelerle gelistirilecek ve var olan 6rneklem sayisinin sonraki siiregte arttirilmasi i¢in

caligilacaktir.

Son olarak, immiinohistokimyasal analizler semikantitatif olarak yapilmis
olup, kantitatif goriintiileme yontemleri ile desteklenmemistir. Gelecekte daha hassas
goriintiileme ve analiz tekniklerinin kullanilmasi, elde edilen sonug¢larin dogrulugunu

artirabilir.
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Bu kisithliklar géz 6niinde bulunduruldugunda, ¢alismanin bulgularinin daha
genis kapsamli ve uzun siireli arastirmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Uzun
vadeli biyomekanik stabilitenin degerlendirilmesi igin daha uzun sureli takip
gerekmekte olup, fibroblast eklenmis biyomalzemelerin vaskiilarizasyon tlizerindeki
etkisini artirmak i¢in bliylime faktorii salimimi iceren biyomateryaller ile
kargilagtirmali ¢alismalar yapilmalidir. Calismamiz, biyomateryal tabanli doku
miihendisligi yaklasimlarmin potansiyelini gostermek olup rekonstriktif cerrahide
eksik doku ve organlar i¢in otolog rekonstriiksiyonlara alternatif olarak kullanim
siklig1 artacak olan biyomateryallerin doku ile uyumu ve damarlanma potansiyeline
151k tutar. Ancak, in vivo uzun dénem stabilite, biyouyumluluk ve fonksiyonel

iyilesme agisindan daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUCLAR

‘U¢ Boyutlu Dermal Fibroblast Iceren Termoplastik Poliiiretan Ve
Polidimetil Siloksan Doku Iskelelerinin Yara Uataginda Olusturdugu

Mikrovaskiiler Degisikliklerin incelenmesi’ konulu ¢alismanin sonuglar;

e Calismamizda, 8. hafta CD31 pozitif vaskiiler yapilar agisindan skafold hiicresiz
grupta ortalama 8,67+4,04 adet, skafold hicreli grupta 16,00+3,61 adet olarak
bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0,127). Ancak,
12. haftada skafold hiicresiz grupta 16,33+3,06 adet skafold hiicreli grupta
36,33+4,16 adet damar yapisi saptanmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p=0,043).

e VEGF pozitif vaskiiler yapilar agisindan, 8. haftada skafold hiicresiz grupta
16,00£12,29 adet, skafold hicreli grupta 37,67+3,06 adet olup bu fark istatistiksel
olarak anlamhidir (p=0,041). 12. haftada ise skafold hiicresiz grupta 21,33+3,51
adet, skafold huicreli grupta 31,00+7,94 adet damar yapisi saptanmig ancak anlamli
bir fark bulunmamistir (p=0,132).

e CDa31 ve VEGF immunreaktivite analizleri, skafold hicreli grupta erken dénemde
belirgin bir vaskiilarizasyon artis1 gosterse de uzun vadede anlamli bir fark
bulunmamastir.

e Histolojik analizler, TPU ve PDMS igeren skafoldlarin yara iyilesmesini olumlu
yonde etkiledigini ve doku rejenerasyonunu destekledigini ortaya koymustur.

e (Calisma kapsaminda kullanilan skafoldlar, biyouyumlu olmalarina ragmen, uzun
vadeli biyolojik yanitlar agisindan daha ileri ¢alismalar gerektirmektedir.

e VEGF ve CD31 ekspresyonunda zaman iginde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmemesi, skafold yapilarinin uzun siireli anjiyogenez tizerindeki
etkisini degerlendirmek icin ek aragtirmalara ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

e Genel olarak, TPU ve PDMS kombinasyonlarmin doku miihendisligi
uygulamalarinda umut vaat ettigi, ancak biyomekanik ve biyolojik optimizasyon

icin ek gelistirmelere ihtiya¢ duydugu sonucuna varilmstir.
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