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KEMIK DOKU MUHENDISLIGI iGIN ELEKTRO-EGRILMiIS POLi(e-
KAPROLAKTON) MEMBRAN ESASLI DOKU iSKELELERI

ismail Alper isoglu

(074

Tez calismasinin ilk asamasinda, kalay oktoat katalizérliginde (e-kaprolakton)
monomerinden dusiuk ve yuksek molekdl agirlikli  poli(e-kaprolakton)
sentezlenmigtir. Sentezlenen PCL'ler, agirlikca % 80 dusuk - % 20 yuksek
molekul agirlikli polimer icerecek sekilde karigtiriimisg ve blendler hazirlanmistir.
Hazirlanan blendlerden elektro-edirme yontemi kullanilarak 6rgusiz nanofiber
yapida mikro gdzenekli membranlar Uretilmisti. Membranlarin kimyasal ve
fiziksel 6zellikleri gesitli yontemler ile incelenmis, mekanik 6zellikleri test edilmis
ve in vitro bozunma davranislarn arastiriimistir. Karakterizasyon c¢alismalari
tamamlandiktan sonra elektro-egirilmis mikro gézenekli membranlardan dairesel
olarak katlama yontemi ile makro kanallara sahip U¢ boyutlu doku iskeleleri
hazirlanmigtir. Hazirlanan membranlara ve doku iskelelerine iki farkli yaklasimla,
osteoblastik aktiviteyi arttirdigi ve yenik kemik olusumuna katkida bulundugu
literaturde rapor edilmis olan simvastatin yuklenmistir. Doku iskeleleri ve bunlarin
simvastatin  yUkli formlari, hicre tutunmasi ve ¢ogalmasi agisindan

degerlendirilmek Uzere in vitro hicre kiltir galismasinda incelenmistir.

Calismanin son kisminda doku iskeleleri, kritik buyUklukteki kraniyal kemik
defekti icin onarim malzemesi olarak, iki asamada tamamlanan hayvan
calismalarinda denenmistir. ilk asama hayvan calismasinda, doku iskeleleri ve
simvastatin yukli formlari denek hayvani olarak segilen siganlarin kraniyal
bdlgesinde olusturulan kritik bayuklukteki defektlere yerlestiriimis, doku cevabi ve
defekt iyilesmesi acgisindan karsilastirmali olarak incelenmistir. Calismada her
gruptan 1, 3 ve 6. aylarda hayvanlar sakrifiye edilmis, alinan érnekler fikse edilip,

uCT analizleri ve histolojik degerlendirmeleri gergeklestirilmigtir.



ikinci asama hayvan calismasinda doku iskeleleri ve bunlarin mezenkimal koék
hicrelerle birlestiriimis formlari defekt iyilesmesi, yeni kemik olusumu ve doku
cevabi agisindan degerlendirilmigtir. Secgilen zaman noktalarinda (1, 3 ve 6. ay)
kemik ornekleri gikartiimig, fikse edildikten sonra kalinligi 5 umetre olan histolojik
kesitler alinmigtir. Kesitler, hematoksilin eozin ve masson trikrom ile boyanmis,
20 kesitten rasgele bir kesit alinarak her bir numune i¢in hesaplama yapilmistir.
Defektteki yesile boyanmis yeni kemik alani Masson trikrom boyali kesitler
uzerinden hesaplanmigtir. Yeni kemik miktarinin istatistiksel agidan anlamli olup
olmadigini degerlendirmek icin parametrik varyans analiz testi (sirasiyla ¢oklu
karsilagtirmalar icin one way ANOVA ve post-hoc test olarak Tukey testi)
yapilmistir. Kemik iyilesmesi ve doku cevabi parametrik-olmayan testlerle (¢coklu
karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis ve Beonferoni dizeltmesi ile post-hoc test
olarak Mann Whithey U) analiz edilmistir. Kortikal kemik yapilanmasi ve kemik
iligi elemanlarinin iyilesmesi her bir grup icin ayri ayri semikantitatif olarak

incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik doku miuhendisligi, poli(s-kaprolakton), elektro-egirme,
orgusitz nanofiber membran, simvastatin, kritik bayUklUkte kraniyal kemik defekti,

doku iskelesi, mezenkimal kok hticre.

Danisman: Prof. Dr. Erhan Biskin, Hacettepe Universitesi, Kimya Mihendisligi
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ELECTROSPUN POLY(s-CAPROLACTONE) MEMBRANE BASED
SCAFFOLDS FOR BONE TISSUE ENGINEERING

ismail Alper isoglu

ABSTRACT

In this study, poly(e-caprolactone) in low and high molecular weights were
synthesized by using stannous (ll) octoate as catalyst. Blends of different
molecular weight polymers were prepared by mixing in a percentage of 80:20
(low MW: high MW). Microporous membranes in nonwoven nanofiber structure
were produced by electrospinning method. Structural and mechanical properties

and also in vitro degradation behaviour were investigated.

Following characterization, three dimensional scaffolds having macrochannels
were obtained by electrospun microporous membranes using spiral wounding
method. Simvastatin, which has ability to enhance osteoblastic activity and lead
new bone formation as shown in literature, was loaded to the membranes and
scaffolds by two different approaches. Scaffolds and their drug-loaded forms

were investigated in vitro for their cell attachment and proliferation properties.

In the final part of the study, scaffolds were applied to animals as regeneration
materials for critical size cranial defects. At first stage, scaffolds and their
simvastatin-loaded forms were placed into the critical size defects formed in
calvaria of the rats. They were investigated in terms of tissue response and
healing of the defect. Rats from each group were sacrificed at the end of the 1st,
3rd and 6th months. Samples were fixed and MicroCT analyses and histological

studies were performed.

At the second stage, scaffolds and their mesenchymal stem combined forms
were evaluated as their ability in defect regeneration, new bone tissue formation

and tissue response. Bone tissue samples were removed in different time points



(1st, 3rd and 6th months) and histological 5 um sections were prepared following
fixation. These sections were stained by hematoxylin eosin and Masson’s
trichrome and new bone quantity was calculated for each sample by random
selection of one in twenty samples. Green-stained new bone area was calculated
based on Masson’s trichrome sections. Statistical analysis of new bone formation
was evaluated by parametric variant analysis test (one way ANOVA and Tukey
multiple comparison test as post-hoc). Bone regeneration and tissue response
were analyzed by non-parametric tests (Kruskal-Wallis and Bonferroni correction
for multiple comparisons and Mann Whithey U as post-hoc test). Cortical bone
construction and healing of bone marrow components were investigated by semi-

quantitatively for each group.

Keywords: Bone tissue engineering, poly(e-caprolactone), electrospinning,
nonwoven nanofiber membrane, simvastatin, scaffold, critical size cranial bone

defect mesenchymal stem cell.

Supervisor: Prof. Dr. Erhan Biskin, Hacettepe University, Chemical Engineering

Department.
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Yukaridaki Ust grup kontrol, alt grup doku iskelesi gruplarina ait
kompakt kemikle sinirli kraniyal defekt alanina ait mikrograflaridir. Sol
sutun 30, orta sttun 90, sag sutun ise 180 gunu gdstermektedir. E, F,
G ve J inset kavitenin igindeki bag dokusu alanlarina ait gérunttlerdir.

Doku iskelesi, makro kanallarinin icinde kavitede duzenli kemik
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olusumuna rehberlik etmektedir. G, J, | ve L'de doku iskelesinin makro
kanallar ile fibroblastlar, kan damarlari ve kollajen fibriller yakin temas
halindedir. KK: Kompakt kemik, YK: Yeni kemik, BD: Bag dokusu, S:
Doku iskelesi, Ko: Kollajen fibril, HE: Hematoksilen eozin, MT: Masson
L] ] 1.0 TSR 100

Yukaridaki Ust grup kok hicre, alt grup doku iskelesi + kok hucre
gruplarina ait kompakt kemikle sinirli  kraniyal defekt alani
mikrograflaridir. Sol situn 30, orta sutun 90, sag sutun ise 180 gunu
gOstermektedir. Doku iskelesi + hucre gruplarinda kavitede doku
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1. GIRIS

Doku miuihendisligi, memeli dokularindaki yapi-fonksiyon iligkilerinin anlasiimasi ve
doku fonksiyonlarinin dizeltiimesi ve/veya artirilmasi amaciyla biyomalzemelerin
geligtiriimesine yodnelik, mihendislik ve yasam bilimlerinin yontem ve temellerini
birlestiren alternatif bir bilim dahdir. Doku muahendisliginde temel prensip, islevini
yitirmis dokularin tedavisi i¢in, hastadan veya bagka bir vericiden saglikli hicrelerin
izole edilmesi, hucrelerin biyoaktif ajanlarla birlikte bir doku iskelesi Uzerine ekilmesi,
dokularin G¢ boyutlu olarak viucuttaki dogal formuna en uygun sekilde vicut diginda
uretilmesi, Uretilen dokularin hasarli bodlgeye implante edilmesi seklinde
tanimlanmaktadir (Rabkin ve Schoen, 2002).

Kemik doku muhendisligi, ginUmuzde kemik onarimi ve yenilenmesi igin sundugu
yeni ve gelisimci yaklasimiyla hizla yayilan bir ¢alisma alani olmustur. Gunumuzde
uygulanan geleneksel tedavi yontemlerinin yetersiz kaldigi durumlar icin alternatif bir
¢oziim arayisindadir (Burg et al., 2000). Ozellikle genis 6lgekli kemik defektlerinin
tedavisinde biyoaktif ajanlar ve blyime faktorleri, kemik matrisleri ve benzeri biyolojik
bilegikler iceren malzemelerin kullanildigi  yeni yaklasimlar gelistiriimeye
calisiimaktadir (Pigkin et al., 2009) .

Kemik dokusu, organizmadaki diger bag dokularda oldugu gibi hicreler, lifler ve temel
maddeden olusmus ancak yapisindaki kalsiyumdan oturt sertlesmis bir destek
dokusudur. Beslenme, metabolik, hormonsal ve mekanik kosullara ¢ok duyarl oldugu
igin aktif doku olarak kabul edilmektedir. iskelet sisteminin en énemli yap! tasi olan
kemik, kaslarla birlikte ¢alisarak vicut hareketini saglamakta, sert yapisindan dolayi
hayati 6nemi olan organlarin korumasini gorevini yerine getirmektedir. Ayrica, kan
hicrelerinin yapildigr kemik iligini icermesi ve metabolik 6nemi olan kalsiyum deposu
olmasi kemigin metabolizmada destek dokusu olma disinda énemli rolleri oldugunu

ortaya koymaktadir.



Kemik dokusu, yapisal butunligunin bozuldugu kirik ve/veya defektlerde surekli
aktivasyon-resorpsiyon dongusu ile kendini yenileme o6zelligine sahiptir. Ancak belli
bayuklik ve sinirlarin disindaki hasarlarin bu fizyolojik mekanizma ile onarim
mumkun degildir. Gunumuazdeki klinik uygulamalarda; travmalardan, tumorlerden
veya kazalardan kaynaklanan genis kemik defektlerinin tedavisinde otojenik, allojenik,

zenojenik veya seramik kemik greftleri kullaniimaktadir (Damiens, 1991).

Cerrahi girigsimlerde tercih edilen ve altin standart olarak kabul edilen greft tird,
hastanin kendinden alinan otojenik kemik greftleridir. Ancak bu tur greftlerin,
morbitite-mortalite arttirici 6zellik tagimasi, her zaman yeterli miktar ve nitelikte uygun
kemik bulunamamasi, ek bir cerrahi operasyon alani gerektirmesi, operasyon
suresinin uzamasi, hastanin psikolojik stresini arttirmasi ve operasyon sonrasi
donemde hastada agri ve enfeksiyon problemleri yaratmasi gibi dezavantajlari
bulunmaktadir (Cook et al., 1993; Ozeg, 2003). Alici ile yani tirden ancak genetik
olarak farkli bireylerden elde edilen allojenik greftler, dondr alan morbititesinin
olmamasi ve ek cerrahi iglem gerektirmemesi gibi avantajlarindan dolayi tercih
edilmektedir. Allogreftlerin hazirlanmasinda uygulanan gelistiriimis biyoteknolojik
islemler her ne kadar immunolojik reaksiyon ve hastalik tasima potansiyelini azaltmis
ancak bu sorunlara tam olarak bir ¢ézim getirememistir. Ayrica, otojenik greftlerle
karsilastirildiklarinda osteojenik 6zellikleri ve kanlanmalari daha disuk, resorpsiyon
oranlari ¢cok daha yuksektir. Bagka tlrlerden elde edilen zenogreftlerin genellikle
memeli hayvanlarin kemiklerinden ya da mercanlarin dis iskeletlerinden elde edilirler.
Zenogreftlerin kullanim alanlari, alicida immun cevap olusturmalari, ev sahibi kemik
ile greft arasindaki damarlarda gelisen mikro anostomazlarin tikanmalari nedeni ile
oldukca kisithdir. Seramik kemik greftler, son yillarda giderek artan kullanim alani
bulmaktadirlar. Hidroksiapatit ile trikalsiyum fosfat ve kalsiyum fosfat igeren
seramikler en ¢ok kullanilan seramiklerdir. Bunlarin disinda biyolojik orijinli olmayan,
biyobozunur 6zellik géstermeyen ancak kontur dizeltme ve yuk tasima 6zelligi olan
titanyum, paslanmaz c¢elik ve krom-kobalt-molibden alasimlari gibi malzemeler

kullaniimaktadir (Fonseca ve Walker, 1991). Ancak bunlarin o6zellikle buylime



¢agindaki hastalarda kullanimi uygun degildir. Yetigkin hastalar icin ise sinirli

alanlarda ve miktarlarda kullanilimaktadir (Metzger et al., 2006).

Yukarida 6zetlenen greft malzemelerin tim bu dezavantajlari, arastiricilar genis ¢apl
kemik defektlerinin tedavisi icin yeni arayiglara yonlendirmigstir. Alternatif ¢ozimlere
yonelik yeni yaklagimlardan bir tanesi de, goézenekli yapida biyobozunur doku
iskeleleri, bunlarin aktif ajan ve kok hucre iceren formlarinin kemik dokusu

yenilenmesinde kullaniimasidir.

ideal bir doku iskelesi, éncelikle hiicrelerin yapismasina, ¢ogalmasina ve doku
iskelesi boyunca U¢ boyutlu olarak blyumesine izin verecek, damarlanmayi ve
atiklarin uzaklastirmasini saglayacak birbirleri ile baglantili gdézenek yapisina sahip
olmalidir (Boyan et al., 1996, Whang et al., 2000). Aranilan diger bir 6zellik ise doku
iskelesinin 6zellikle Uzerine yuk binen kemik dokusu icin yeterli mekanik dayanima
sahip olmasidir. Doku iskelesi biyobozunur olmali, bozunma hizi dokunun yenilenme
hizina benzerlik gostermeli, bozunma sonucu ortaya ¢ikan UrUnlerin toksik 6zellik
gOstermemesi gerekmektedir. Ayni zaman yap! bozunurken hicre gogalmasini ve
hicre digi matrisi desteklemeye devam etmelidir (Temenoff et al., 2000). Tim bu
Ozelliklerin yaninda kemik doku muhendisligi igin kullanilacak doku iskelelerinin
biyouyumlu olmasi, implante edildigi bolge ve ¢evre dokularla entegre olmasi, yluksek
bir immun cevap olusturmamasi beklenmektedir. Tum bu 6zelliklere ek olarak, doku
iskelelerinin sterillenebilir olmasi, endustriyel Uretim igin dlgek buyltmeye izin veren
bir sekilde ve istenilen geometride Uretilebilmesi, kemik doku muhendisligi iskeleleri

igin buyuk onem tasimaktadir.

Kemik doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilacak doku iskelelerinin Uretiminde
dogal ve sentetik polimerler kullaniimaktadir. Bu polimerlerden, ¢oézicu dokim ve
partikil 6zutlemesi, gaz kopuklendirme, hizli prototipleme, serbest kati formlama,
mikrokure sinterleme, faz ayirma ve elektro-egirme teknikleri kullanilarak doku

iskeleleri Uretilmektedir (Rezwan et al., 2006).



Elektro-egirme yontemi ¢aplari nanometreden mikrona kadar degisebilen 6rgusuz
fibroz yapilar olusturmak icin geleneksel fiber fabrikasyon teknikler karsisinda essiz
bir teknolojidir. Elektro-egirme yontemi ile olusturulmus nanofibroz doku iskeleleri son
derece yuksek bir yizey-hacim oranina, ayarlanabilir gdzeneklilige, genis bir boyut ve
sekil yelpazesine uyarlanabilecek sekillendirilebilirlige sahiptir. Buna ek olarak, iskele
bilesimlerini kontrol ederek istenilen 6zelliklere ve fonksiyonlara sahip doku iskeleleri
uretilebilir. Bu avantajlara bagl olarak, elektro-egirme ile elde edilen nanofibroéz iskele
yapilar gegmis oldugumuz yillar icerisinde malzemelerin farkli kompozisyonlarindan
yararlanilarak filtrasyon, optik ve kimyasal sensorler, elektrot malzemeleri ve biyolojik
iskeleleri gibi genig uygulama alanlarini kapsayacak sekilde arastinimistir. Birgok
sentetik ve dogal polimerden elektro-egirme yontemi ile biyomedikal kullanim amacli
nanofibroz doku iskelesi Uretilmektedir. Ozellikle, poli(a-hidroksi asit) grubuna ait,
poli(laktik  asit) (PLA), poli(glikolik asit) ve poli(e-kaprolakton) (PCL),
biyouyumluluklari, elastomerik yapilari, biyobozunma 6zellikleri ve proses edilebilme

kolayliklari nedeniyle son yillarda en ¢ok arastirilan polimerlerin baginda gelmektedir.

Poli (e-kaprolakton), biyobozunur alifatik poliesterlerden olup, diger alifatik
poliesterlerden farkl olarak -60 °C civarinda diisiik camsi gecis sicakligina ve 59-64
°C araliginda degisen erime sicakhgina sahiptir. PCL’'in bozunma sicakligi 350°C
oldugundan ylksek sicaklik dayanimhdir (Engelberg ve Kohn, 1991). PCL yari
kristalin sentetik bir polimerdir ve kristalinitesi %60’a kadar ¢ikabilir. DUsuk camsi
gegcis sicakhigina sahip oldugu i¢in oda sicakliginda her zaman kaugugumsu haldedir.
Toksik Ozellikleri ¢cok duguktir ve bircok terapotik ilag ylksek gecirgenlik sergiler
(Sosnik ve Cohn, 2003). Bu 6zelliginden dolay! kontrollt ila¢g salim uygulamalarinda
tercih edilmektedir. Enzimatik hidrolizin rol aldigi in vivo bozunmasi poli(a-hidroksi

asit)’lere gore daha yavastir.

Son yillarda kemik defektlerinde kemik olusumunun uyarilmasi igin, sistemik olarak
kullanilan bazi ilaglarinin lokal uygulamasinin alternatif bir ydontem olabilecegi ileri
surilmastir.  Hidroksimetilglutaril-koenzim A rediktaz (HMG-CoA rediktaz)

inhibitorleri olarak tanimlanan statinler, ylUksek kan kolesterol seviyesi bulunan
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hastalarda serum kolesterol konsantrasyonunu dusirmek igin yaygin olarak kullanilan
en etkili ilaclardir. Statinler tarafindan HMG-CoA reduktaz enziminin inhibisyonu
sonucu statinlerin kolesterol dusurtcu etkilerinin disinda sinir sistemi, immun sistem,
kardiyovaskuler sistem ve iskelet sistemi Uzerinde de bazi yararli etkilere neden
oldugu belirtiimektedir.  Statinlerin  iskelet sistemi Uzerine, osteoklastlarin
aktivasyonunu inhibe ederek ve kemik morfogenetik protein-2 (BMP-2) geninin agiga
¢cikmasini saglayip kemik olusumunu arttirarak yararl etki gésterdikleri ¢galismalarda
yer almaktadir. Statin grubu ilaglarin bir Uyesi olan simvastatinin de 6zellikle lipofilik
olmasi nedeniyle kemige etkisinin daha fazla olabilecegi ifade edilmistir. In vivo
calismalarda ozellikle lokal olarak uygulandiginda simvastatinin, kemik gelisiminde
statinler arasinda en etkili oldugu belirtiimigtir (Thylin, 2002).

Son yillardaki en énemli yaklagimlardan bir digeri de kok hicre tedavileridir. Buna
paralel olarak kemik doku muhendisliginde yetigkin hucreler yerine kok hicrelerinin
kullanimi hizla énem kazanan bir olgudur. Mezenkimal kok hucreler (MSC), kan
yapimini destekleyen ve en az osteojenik, adipojenik ve kondrojenik soya farkllasa
bilen multipotent progenitorlerdir. Bu 6zelikler, mezenkimal kok hucrelerini, hicre
esas tedaviler igin kullanisli bir hiicre grubu haline getirmistir. Glinimuzde, kemik
iligi, mezenkimal kok hucrelerin hem deneysel hem de klinik uygulamalarinda ana
kaynak durumundadir. Ancak, bu kaynaktan elde edilen mezenkimal kdk hlcrelerin
sayisi ve farklilagma kabiliyetlerinin yasa bagh olarak azalis gosterdigi bilinmektedir.
Dolayisiyla diger kaynaklar yogun olarak arastiriimaktadir. Kordon kani, tasidigi
¢ogalma ve farklilagma kabiliyeti yiksek mezenkimal kok hucreleri ile kemik iligine
alternatif bir kaynak durumundadir. Mezenkimal kdk hucrelerinin kordon kanindan
saflastirilmasi, hlcre kualtir ortamlarinda c¢ogaltiimasi ve istenilen yonde

farkhlastiriimasi igin uygun tekniklerin gelistiriimesi yapilan ¢aligmalar arasindadir.

Bu calismanin amaci, elektro-egirme teknigi ile hazirlanan 6rgisuz nanofiber yapida
ve mikro gbzeneklere sahip poli(e-kaprolakton) membranlardan G¢ boyutlu, makro
kanallara sahip biyobozunur doku iskelelerinin Uretilmesi ve bunlarin kemik doku
muhendisligi uygulamalarinda kullaniimasidir. Bu amaca ulagmak igin dncelikle PCL,

iki farkh molekul agirliginda (yuksek ve dusuk) sentezlenmis ve sentezlenen
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polimerlerden hazirlanan blendler elektro-egirme teknigi ile proses edilmistir. Elde
edilen membranlardan U¢ boyutlu mikro gézeneklere ve makro kanallara sahip doku
iskelesi olusturulmak Uzere dairesel sekilde katlanmigtir. Kemik olusumunu
artirmasi/hizlandirmasi beklenen simvastatin, elektro-egirme sirasinda polimer
cozeltisi ile birlikte ve elde edilen membranlardan doku iskelesi Uretildikten sonra

olmak Uzere iki farkli yolla yUklenmistir.

Sunulan tez calismasinin son bolumunde, iki ayri agsamada hayvan caligmalari
gergeklestiriimigtir. ilk asamada, Uretilen doku iskeleleri, bunlarin simvastatin yikli
formlari denek hayvani olarak belirlenen siganlarin kraniyal bdlgelerinde olusturulan
kritik boyda kemik defektlerine (kendi kendine yenilenme sansi olmayan buyuklikte
defekt) yerlestiriimis ve in vivo test edilmistir. ikinci asama hayvan calismasinda doku
iskeleleri ve bunlarin mezenkimal kdk hicre asilanmis formlari, yine siganlarin
kraniyal bdlgesinde olusturulan defektlerde onarim malzemesi olarak denenmis,
kemik iyilesmesi ve doku cevabi bakimindan degerlendirilmistir. Her iki ¢alisma ayri
ayri 6 ay boyunca yudrutulmus ve 1, 3 ve 6. aylarda tum gruplardan numuneler

alinarak microCT analizleri ve histolojik degerlendirmeleri gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Doku Mihendisligi

“Doku mihendisligi” terimi ilk olarak 1987’de California Universitesi’nden Dr. Fung
tarafindan Birlesik Devletler Ulusal Bilim Kurumu’nda (National Science
Foundation, NSF) gerceklestirilen bir toplantida kullaniimistir. Doku muhendisligi,
yapay organ ve/veya doku yaratmak ya da iglevini yitirmis dokularin yenilenmesi
saglamak icin malzeme ve muhendislik bilimini, yagsam bilimleri ile bir araya

getiren disiplinler arasi bir bilim daldir (Langer ve Vacanti 1993).

Doku muhendisliginde temel prensip, hastadan veya bagka bir vericiden alinan
hicrelerin bir doku iskelesi Uzerine ekilmesi, dokularin G¢ boyutlu olarak vucuttaki
dogal formuna en uygun sekilde vicut diginda hdcre/doku kultir ortaminda
uretilmesi, uretilen dokularin hasarli dokularin yerine vicuda implante edilmesidir.
Daha sonra dogal doku yenilenme sureci baglamakta, kan damarlari yapinin igine
nifus etmekte ve doku iskelesi bozunurken yerine yeni dokunun olusmasina
kilavuzluk etmektedir. Doku muhendisliginin temel prensibi gsekil 2.1'de

gOsterilmistir.
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Sekil 2.1. Doku muhendisliginin temel prensibi: 1) Hucrelerin izole edilmesi, 2)
uygun hicre kultirinde sayilarinin g¢ogaltiimasi, 3) buyume faktorleri ve
sitokinlerle birlikte uygun bir doku iskelesine ekimi 4) kultir ortamina koyma, 5)
hazirlanan dokunun hasarli bolgeye implante edilmesi



Doku iskelesi, hucrelerin yapismasina, ¢ogalmasina ve farklilasmasina olanak
saglayan hudcre disi matris (“extracellular matrix’, ECM) olarak bir cati
olusturmaktadir (Agrawal ve Ray, 2001; Sachols et al., 2003). Gerg¢ek dokuda
bulunan ECM, hucreler igin fiziksel destek saglamasinin yani sira, hlicre gelismesi
ve farklilagsmasi gibi cok dnemli islevleri yerine getirmektedir. Genis ¢apli bir doku
hasarinda, hasarli bolgeye yalnizca hucrelerin yerlestirilerek s6z konusu hasarin
giderilmesi mumkun degildir. Bu nedenle yapay bir ECM olusturacak bir iskeletin
hacrelerle birlikte bu bolgeye yerlestiriimesi gerekmektedir. Yeni doku gelistikten
ve hucreler yeni ECM olusturabilecek kapasiteye ulastiklari zaman iskeleye gerek
kalmayacaktir. Bu sebeple doku iskelesinin en buyuk oOzelligi biyobozunur

olmasidir.

Mevcut teknolojide doku muhendisligi Uzerine yapilan ¢alismalarinda kisa vadede
baylk gelismeler beklenmektedir. Tip, biyoloji ve malzeme teknolojilerindeki
ilerlemeler sayesinde doku muhendisligi alaninin gelecekte de bugun sahip oldugu
onemi koruyacagi ongorulmektedir. Gunumuzde doku muhendisligi prensipleri
kullanilarak gelistirilen c¢esitli organ ve doku sistemleri mevcuttur. Damar, sinir,
karaciger, kalp, nefes borusu, deri, idrar kesesi, kas, kornea, kemik ve kikirdak

dokulari bu dokular arasinda sayilabilir.
2.2. Kemik Doku Miihendisligi

Kemik doku muhendisligi, kemik onarimi ve yenilenmesi icin sundugu yeni ve
gelisimci yaklasimiyla hizla yayilan bir ¢alisma alani olmaktadir. Genel olarak
kemik doku muhendisligi yaklagimi, yukarida aciklandigi gibi doku hucreleri ve
biyolojik ajanlarin bir araya gelerek doku iskeleleriyle beraber kullanimi olarak
tanimlanir. Geligmis bir doku iskelesi yuksek kalite, guvenilirlik, sureklilik ve
maliyet etkinligi sunmalidir. Ayrica, tedavi ve ameliyat donemleri iginde gelisecek
durumlara kars! ihtiyacglari kargilamalidir. Kemik doku iskeleleri i¢in konuma bagl
olarak istenen bir diger 6zellik ise gdzenekliliktir. Ug boyutlu bir doku iskelesi,
hicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi ve farklilagmasi icin gerekli destegi saglamali ve

genel olarak dogal kemik dokusunun sekline uygun tanimlanmalidir.

Kemik yenilenmesi igin geligtirilen birgok doku muhendisligi uygulamasi tmit

vericidir. Bunun yaninda, uretilen doku iskelelerinin etkinliginin arastiriimasi igin



yapilan in vitro kultir calismalarindan ve hayvan deneylerinden elde edilen ektopik
modellerin, insan vicudunda her zaman bekleneni vermemesi kemik doku
muhendisligi calismalarinin en énemli sorunudur. Doku iskeleleriyle Uretilen yapay
kemik yamalariyla ilgili ¢ézllmeye c¢alisilan bir diger problem ise damarlanmanin
saglanamamasidir. Kemik doku muhendisligindeki gelismeler ve ileriye donuk
edilimler, kargilasilan sorunlarin, kemigin dogal vyapisini taklit eden

biyomalzemelerin tasarimi ile gozulecegi ongorulmektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda, kemik doku muhendisligi yaklagimini acgiklamak ve sundugu
yeni stratejileri agiklamak adina oncelikle kemik dokusu ve kemiklesme sureci
ayrintili olarak agiklanmigtir. Daha sonra kemik dokusu kayiplarinin tedavisi igin
mevcut teknolojide kullanilan kemik greftlerine deginilmis, ardindan alternatif bir
tedavi yontemi olan kemik doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilan doku
iskelelerinin sahip olmasi gereken Ozellikler, bu doku iskelelerinin Uretiminde
kullanilan biyomalzemeler ve s6zU gegen malzemelerin Uretim yontemleri érnekler

ile birlikte kisaca 6zetlenmistir.
2.2.1. Kemik Dokusu

Kemik, organizmanin en sert ve temel yapisidir ve yasam suresince kendini
yenileyen, dedisen fonksiyonel ihtiyaclara ve mekanik streslere adapte olup
yapisini degistirebilen dinamik bir dokudur (Bronzino, 1995; Noyan, 1990; Park ve
Lakes, 1992). Organizmadaki diger bag dokularinda oldugu gibi kemik dokusu da
hacreler, lifler ve temel maddeden olugsmus ancak yapisindaki kalsiyumdan 6tira
sertlesmis bir destek dokusudur. Kemik dokusu beslenme, metabolik, hormonsal
ve mekanik kosullara ¢ok duyarli bir dokudur. Bu nedenle aktif doku olma 6zelligini
tasir. Vicudun hareket edebilme kabiliyeti igin kaslarla birlikte butlnleyici bir
goéreve sahiptir. Kikirdaklar da destek vermek suretiyle bu fonksiyona yardimci
olur. Kemik dokusu, iskeletimizin agirhk tasima kapasitesini belirler ve i¢
organlarimizi darbelere karsi korur. Bu yapisal islevlerinin yaninda, kalsiyum ve
fosfor iyonlarini yapisinda depolayarak ve kandaki ©onemli elektrolitlerin
derisimlerini ayarlayarak homeostazda goérev alir (Stevens, 2008). Ayrica
bagisiklik ve diger dokulara oksijen ulastirilmasi igin ¢ok onemli olan beyaz ve
kirmizi kan hucrelerinin Uretimi kemiklerin ortalarinda yer alan kirmizi kemik

iliginde gerceklesmektedir (Sikavitsas et al., 2001).



Vicut icindeki degdisik yuk tasima sartlari, makroskopik acidan birbirinden farkli
geometriye, mekanik Ozelliklere ve boyutsal dagilima sahip kemik yapilarinin
olusmasina neden olmustur. Vicudumuzda, uzuvlardaki uzun kemikler,
bileklerdeki kisa kemikler, kafatasindaki yassi kemikler ve omurlardaki dizensiz
kemikler gibi birbirinden farkh 6zelliklere sahip 206 tane kemik vardir (Stevens,
2008).

2.2.1.1. Kemik dokusunun yapisi

Kemik dokusunun %70'i inorganik bilesiklerden %30'u organik bilesiklerden

olusmustur. Islak kemigin bilesimi Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Islak kemigin bilesimi

%22 Organik matris

%95 Kollajen

%5 Diger

%Mineral

%85 Hidroksiapatit (HA)

%15 Diger (Sitrat, -OH, karbonat, florur)

%9 Su

inorganik bilesiklerin baginda kalsiyum, fosfat, sitrat, magnezyum gibi maddeler
gelir. Kalsiyum ve fosfat hidroksiapatit kristalleri seklindedir ve kemik kollajenlerinin
yaninda amorf madde ile birlikte ic ice organize olmuslardir. Hidroksiapatit
kristallerinin ~ kemikteki ©6nemi, kollajenlerle beraber kemik sertligini ve
dayaniklihgini saglamasidir. inorganik maddeler kemigin kuru agirhiginin yaklasik

%50'sini olusturmaktadirlar.

Organik kismin blyuk bir bolimui kollajen liflerden (Tip 1), protein ve

glikozaminoglikanlardan olugan temel maddeden (amorf madde) yapilmistir.
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Gelismis bir kemik dokuda lifler paralel ve belirli araliklarla aralarinda gézenekler
birakacak sekilde yerlesmis olup aralarinda dokuya sertlik veren hidroksiapatit
kristalleri yerlesiktir. Doku kollajenlerden zengin oldugundan bu liflere uygun
boyalarla gayet iyi boyanirlar. Histolojik incelemede dokuya eger dekalsifikasyon
uygulanirsa inorganik tuzlarin ortadan kalkmasiyla kemik demineralize olur ve
yumusar, ancak mikroskobik yapisini, seklini ve saglamhgini korur. Bunun yani
sira histolojik teknik organik elemanlarin ortadan kaldirilmasina yonelik ise kemigin
saglamligi ve esnekligi bozulur ve kolay kiriir hale gelir. Baska bir anlatimla
kemigin organizmadaki gerekli iglevlerini tam olarak yerine getirebilmesi ancak
dokudaki organik, inorganik elemanlarin ve matrisin uyumlu birlikteligine baghdir.
Kemigi cevreleyen periyosteum siki bag dokusu yapisindadir. Kollajen fiberler,
kemik dokusunu delerek periyosttan ¢ikar ve periyostla kemik arasindaki bagi
saglamlastirirlar. Saglayici kollajen fiberleri “Sharpey fiberleri” diye taninirlar.
Fibroblast turindeki periyosteum hucreleri bolunerek c¢ogalip osteoblastlara
donusebilirler. Yeniden olusan bu osteoblastlar taze kemik yapimi ve onariminda
onemli bir rol oynarlar. Endosteum periyosttan daha incedir. Periyosteum ve
endosteum bag dokulari araciligiyla kemige gelen damar ve sinirler “Volkmann
kanallar” icinde kemik dokusunun derinliklerine inerler. Kemigin ayrintili yapisi

sekil 2.2'de verilmigtir.

Lakiuna Kompakt kemik osteonu

Trabekula

Osteon * Havers Kanal

Periosteum =

Volkmann Kanah

Sekil 2.2. Kemik dokusunun ayrintili yapisi
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Kemik, kompakt (siki) ve spongiy6z (sunger) kemik dokusu olmak Uzere iki farkh
kemik dokusundan meydana gelmektedir. Bu iki farkli doku, bilesim olarak aynidir
fakat kompakt kemigin yogunlugu spongiy6z kemige oranla daha fazladir.
Kompakt kemik dokuya ait gézeneklilik degeri %10 civarindadir. Spongiy6z kemik
ise, gbzenekliligi %50-90 arasinda degisen bir yapidadir ve buna bagh olarak
mekanik agidan kompakt kemik dokusuna gore oldukca zayiftir. Kompakt kemik ve
spongiydz kemik dokusunun sematik gorunuma Sekil 2.3’de verilmigtir.

Periyost Lamelleri

Lakina N g T
Kanalikil ~—

Endosteum
Lamelleri

Volkmann
Kanal

Havers
Kanali

Kapiller
i'& Konsentrik

I Lameller

Sekil 2.3. Kompakt ve spongiy6z kemigin sematik gérinima
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Kemik dokusunda resorpsiyon (eski kemigin yikimi), kemik olusumu, mineral
homeostazi ve kemik iyilesmesi gibi farkli proseslerin gerceklesmesinden farkl
kemik hucreleri sorumludur. Bu hucreler iglevleri ve bulunduklari yerler agisindan

birbirinden ayriimaktadir.

Kemik hacrelerinin %90'Indan fazlasini lakina adi verilen kendilerine 6zel
bosluklarin icerisine yerlesmis olan osteositler olusturur. Geligimlerini tamamlamis
olduklarindan sentez yapamazlar. Diger kemik hacreleri ile etkileserek kemik
olusumu, resorpsiyonu ve iyilesmesini koordine ederler. Kemikte bulunan
farkhlasmamis mezenkimal hicreler, kemik hasari gibi uyarici olaylar
gerceklestiginde osteoblasta dontsen kok hicrelerdir. Osteoblastlar, kemik
dokuya ait organik matrisin sentezlenmesinden sorumlu, hdcrelerarasi maddedeki
kollajen fiberleri ile amorf maddeyi yapip salgilayan geng¢ kemik hucreleridir. Kemik
orti hacreleri, kemik resorpsiyonundan sorumlu osteoklast hlcrelerinin kemige
kolay tutunmasini saglamak i¢cin kemik yUzeyindeki ince tabakanin
kaldiriimasindan sorumludur (Buckwalter et al., 1995). Ayrica ¢ok g¢ekirdekli dev
kemik hucreleri olan osteoklastlar kemik dokusunun yenilenmesinde islev gorurler;

kemik dokusunu eriterek ortadan kaldirabilme yetenegine sahiptirler.

Osteositlerin uzantilari sert kemigin icindeki 6zel kanalciklarda yer alirlar ve
kargilastiklari kilcal damarlardan beslenirler. Butin kemiklerin diginda bag dokusu
yapisindaki dogurucu periyosteum bulunur. iglerinde es yapida olan ve kemik
iligini cevreleyen bdlge olan endosteum yer alir. Osteositler, yassi oval bigimli
hicrelerden olup uzantilari kemik kanalciklarinin iginde hafifce buzilmus olarak
dururlar. Osteoblastlar, kemik dokusunun yuzeyine yakin olarak seriler olustururlar
ve uzantilar aracilhigiyla birbirleri ile iliskide bulunurlar. Aralari, salgiladiklari
hicrelerarasi madde ile dolan osteoblastlar duragan evreye girerek osteositlere
donusdurler. Osteoklastlar, iclerinde ¢ok sayida cekirdek bulunan ¢ok blyuk ve
hareketli hucrelerdir. Resorpsiyon sirasinda kemik yuzeylerinde gozlenirler.
Osteoklastlarin kemik dokusuna bakan ylzeylerine yakin bdlgede kalsiyum
kristalleri ile kollajen fiber kalintilari bulunur. Sekil 2.4'te Kemik hdcrelerinin ve

farkhlasma yollari sematik olarak gosterilmistir (Kierszenbaum, 2002).
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Sekil 2.4. Kemik hicrelerinin ve farklilasma yollarinin sematik gésterimi

Gelismekte olan ilk kemik dokusunda (primer kemik) kollajen fiberler duzensiz
olarak yerlesirler. Amorf maddeye ¢oken mineraller azdir bu nedenle primer kemik
doku kalici degildir. S6zU gecgen primer kemik dokusu ortadan kaldirildiktan sonra
yerini ikinci olgun kemik dokusu (sekonder kemik) alir. Sekonder kemikte bulunan
osteositler baslangicta meydana gelen doku ile kiyaslandiginda daha seyrek
bulunurlar. Hucreler arasi maddede yer alan kollajen fiberler 6zgun bigimli
lamelleri olustururlar. i¢c ice dairesel lamellerin yaptigi bir bitiiniin ortasinda
gevsek bag dokusuyla icinde yer alan damar ve sinirlerin bulundugu bir merkez
kanali bulunur. Bu yapi “Havers kanali” olarak adlandirilir. Bir Havers kanali ile
cevresindeki lamellerden olusan butln yapiya “osteon” ya da “Havers sistemi” adi
verilir. Lamellerin arasinda kendine 6zgu lakinalarin iginde osteositler yerlesirler.
Tek tek lamellerin ve osteonlarin aralarini amorf madde doldurur. Periyosteum ile
endosteumun altinda cepecevre birbirine paralel lameller birka¢ sira olarak
dolanirlar, aralarinda osteonlar bulunur. Her osteon kemidin eksenine dogru
uzanir. Ortadaki Havers kanalini sayilari 15-20 arasinda degisebilen kollajen
lameller c¢evrelerler. Osteonlarin ortalarindaki Havers kanallari dar acih
dallanmalarla Volkmann kanallarini olusturur. Volkmann kanallari, periyosteum ve
kemik iligiyle iligki kurarlar. Havers sisteminin enlemesine kesitinde bir lameli

olusturan kollajen fiberlerin yoni uzun eksene neredeyse kosut olarak segilirken
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ondan sonra gelen lameldeki fiberlerin oblik olarak yonlendikleri gdze c¢arpar.
Havers kanallarinin genigligi c¢ok degisebilir. Ozellikle geng osteonlarin
ortalarindaki kanallarin ¢aplari genistir. Havers sistemleri kemigin yikilip yapilmasi

surecinde ortadan kaldirilip yeniden olusturulurlar.
2.2.1.2. Kemik olugsumu ve resorpsiyonu

Kemik dokusu, enkondral ve intramembran6z (mezenkimal) olmak Uzere iki yoldan
olusur. Bunlardan intramembrandz kemiklesme bag dokusu, enkondral
kemiklesmese ise kikirdak dokunun katilimiyla olusmaktadir. Kemiklesme hangi
tirde olursa olsun ilk olusan kemik dokusu primer kemik yani olgunlagsmamis
kemiktir. Olusan bu primer kemik kalici olmayip yerini esas yani olgun lamelli

kemik dokuya birakmaktadir.

Endokondral kemiklesme

Endokondral kemiklesmede, kemik hiyalin kikirdak ¢atinin igerisinde gelismektedir.
Mezenkimal hicre organizasyonu ile ilk olarak kondrositler gelisir. Modelin diyafiz
kikirdagini  orten perikondriyumun i¢ katinda bulunan mezenkimal hucreler
osteoprogenitor hicrelere, onlar da osteoblastlara farklilasir. Osteoblastlar Ust
uste yerlesen kemik lamellerini olusturur. Bu sayede yeni kemigin periyosteumu ile
kikirdak dokusu arasinda silindir bicimde bir kemik manset ortaya ¢ikar. Catinin
merkez kesimine yerlesimli kondrositler aktif olarak bolunerek cogalir. Kemik
manget, kondrositlerin beslenmesine engel olur. Olusan iskemi, kondrositlerde
once hipertrofiye neden olmaktadir. Ardindan diyafizin orta kismindan baglayarak
tahrip olarak dlmelerine neden olur. Kikirdak modelin ortasinda birbiriyle devamli
bos kaviteler olusur. Periyosteumdaki osteoklastlar kemik manseti yer yer delerek
foramen nutrisyumlari acgarlar. Periyosteumdaki kan damarlari bu deliklerden
girerek, osteoprogenitor ve hematopoetik huicreleri tasirlar. Damarlarla gelen
kalsiyum ve fosfor iyonlari, alkalen fosfataz araciligiyla birleserek kikirdak matrise
coker ve boylece diyafizde bir kemiklesme merkezi ortaya cikar. Diyafizde
sekillenen bosluklara kan damarlari ile gelen mezengim hucrelerinden farklilasan
osteoblastlar, kalsifiye kikirdak matrisi Uzerine tek sira dizilerek kemik dokusu
yapmaya baslarlar. Boylece ortalan kalsifiye kikirdak, yutzeyleri ise kemik

dokusundan meydana gelen kemik trabekulleri ortaya ¢ikar. Kemik trabekulleri ile
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kan damarlarinin aralarinda kalan bogluklarda kemik iligi sekillenir. Bu arada
kikirdak modelin epifizleri ile diyafizi arasinda kondrositler mitoz ile gogalarak alt
alta dizilen gruplar yaparlar. Bu sayede modelin boyu da devamli olarak uzar.
Kemik manget kalinlasip, epifizlere dogru uzanir ve kondrositlerin bulundugu
bolgeyi distan sarar. Kemiklesme merkezinde oldugu gibi once kikirdak matris,
ardindan da ilk sekillenenlerin devami halinde kemik trabekulleri olusur
(Findikgioglu, 2006). Enkondral kemiklesme epifizlere yaklasinca, epifizlerin
iclerinde ikincil kemiklesme merkezleri belirir. Daha perifer yerlesimli kondrositler
ise mitotik aktivite gostermeyen hipertrofik kondrositlerdir. Kondrositlerin bu sirali
dizilimi epifizyal baylime plagi olarak adlandirilir. Epifizyal biyime plaginin distal
kesiminde yer alan kondrositler kendilerini ¢evreleyen hucre disi matrisi mineralize
eder. Bu alani gevreleyen ince mezenkimal hicre tabakasindan (periost) koken
alan hucreler (osteoblastlar), osteoklastlar ve kan damarlari, epifizyal biylime
plaginin distal kesimindeki mineralize matrisi igsgal eder. Bu sayede kemiklesme
tamamlanir. Aksiyel kemikler, kafa tabani kemikleri, mandibulanin bir kismi
endokondral kemiklesir. Sekil 2.5.’te enkondral kemiklesme sematik olarak

gosterilmistir (Gartner ve James, 2000).

Sekil 2.5. Endkondral kemiklesme

16



intramembrandz kemiklesme

intramembranéz kemiklesmede gegcici kikirdak cati olmaksizin bir zarin iginde
mezenkimal hlcre organizasyonu ile kemik gelisimi gergeklesir. Mezenkimal kemik
olusumu kafa kaidesinin lateral kesimlerinde mezenkimal hicrelerin yogunlagmasi
ile baslar. Mezenkimal hiucre organizasyonu ile osteojenik aktiviteye sahip hucreler
orta hatta dogru ilerler. Bu mezenkimal hicrelerden koken alan osteoblastlar
kemik matrisi sentezler. Bu matris icinde gomulen osteoblastlar farklilasarak
osteositlere donugur. Her iki taraftan ilerleyen kemik olugsumu orta hatta sutdr
hattini olusturur. Es zaman iginde gelisen birgcok kemiklesme merkezlerinin bir
araya gelip kaynasmalarindan sungerimsi goérunum ortaya ¢ikar. Arada kalan bag
dokusuna damarlar girerek dallanirlar. Bag dokusu hucrelerinin mitozla bolinup
farklilagmalarindan yeni osteoblastlar ve hucreler arasi madde kemik dokusuna
eklenir. Kemiklesme merkezleri bu yolla genigler, birbirleriyle kaynasarak kemigin
hiyalin kikirdagindan olusan bir taslak ortaya cikar. Organizmada kafatasi,
sternum, pelvis gibi yassi kemiklerde, yiz kemiklerinde, mandibulanin processus
coronoideus ve simfisis disindaki bolgelerinde, kisa ve uzun kemiklerin kompakt
kisimlarinda goérular. Sekil 2.6’da intramembrandéz kemiklesme sematik olarak

gosterilmistir (Kierszenbaum, 2002).

= hiicreler
. ) AN

Kemik matriksi
(osteoid)

.
o

vt Kan damar:

Sekil 2.6. intramembranéz kemiklesme
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Yasam boyunca kemik surekli olarak yikilir ve yeniden olusturulur. Cocuklarda
kalsiyum donusum hizi yilik %100 iken erigkinlerde bu oran yillik %18’e duger.
Kemigin tekrar bigcimlenmesi genellikle, bigcimlenmeye olanak saglayan hicre
grubunun kiiclik bélgelerde olusturdugu yerel bir islemdir. Once, osteoklastlar
kemigi yikar ve sonrasinda osteoblastlar yine ayni bolgede yeni kemik dokusunu
meydana getirir. Bu slire¢ yaklasik 100 giin surer. Ote yandan sekil degisimi, yani
bir bolgede yikilan kemigin seklini degistirerek baska bolime eklemesi de olabilir.
Osteoklastlar kortikal kemik igine bir tinel acgip bunlari osteoblastlar izlerken,
trabekiler kemikte yeniden vyapilanma, trabeklllerin ylzeyinde gergeklesir.
Herhangi bir anda, insan iskeletinde bulunan 2 milyon sekillendirme birimleri
tarafindan, kemik katlesinin ortalama %9%’i yeniden olugmaktadir. Yenilenme hizi,
kompakt kemiklerde yilda %4, trabekuler kemiklerde %20’dir. Kemigin tekrar
sekillenmesi, yer ¢ekimi ve diger etmenlerin iskelet lUzerine yaptiklari baski ve glg
ile kismen iligkilidir ve sistematik dolasimdaki hormonlar, bluyime faktorleri ve

sitokinler tarafindan dizenlenir.

Yeni olusan kemik yataginda kalsifikasyonu olusturan iglemin ayrintilari yapilan
kapsamli arastirmalara henlz tam olarak gun 1sigina ¢ikartilamamistir.
Kalsifikasyonun bircok genin varliginda gergeklestigi bilinmektedir ve deney
hayvanlari Uzerinde yurutulen galigmalarda s6zu gegen genlerden herhangi birinin
kullanilmamasi durumunda, kikirdak dokusunun olugmasina ragmen kemik
dokusunun olugsmadigi goézlenmigtir. Genel olarak osteoblastlar, fosfat esterlerini
hidrolize eden bir alkalen fosfataz salgilar. Hidroliz sonucu serbest kalan fosfat
osteoblastlarin gevresindeki fosfat derisimini arttinr ve kalsiyum fosfatin

cokmesine neden olur (Bancroft ve Stevens, 1996).

Kollajene ek olarak, cok sayida kemik proteini yalitiimig ve tanimlanmistir. Kemigin
yapisal proteinleri (BMP’ler) kemik blylUmesini uyarir ve bunlarin, vicutta sinir
sistemi ve diger birgok dokunun gelismesinde de rol oynadigi bilinmektedir. Yatak
Gla proteini (MGP) ve kemik Gla proteininin (BGP, osteokalsin) her ikisi de y-
karboksillenmis glutamik asit kaliti (Gla) igerir ve y-karboksilasyon, K vitamini

2+

tarafindan kataliz edilir. Gla kalintilari Ca“"’ya baglanir. Fakat K vitamini yetmezligi,

sadece fetuste iskelet anormalliklerine neden olur. Osteoblastlarda iki ek protein,
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osteonektin ve osteopontin sentezi yapilir. Kalsifikasyon baslayinca, osteokalsin

ve osteopontin sentezi artar.

Kemik olusumu ve yikiminin sonunda mineralize olmus ve mekanik agidan
dayanikh bir doku olusur. iskelet yapisinin mineralizasyonu kemik ve kikirdagin
hicre digi matris 6zellikleriyle yakindan iliskilidir. ECM aginin ana bileseni olarak
kollajenler, mineralize ve bundan dolayi dayanikli bir matrisin olusturulmasinda ¢ok
onemlidir. Kollajenler insan vicudunda en yaygin bulunan proteinlerdir ve tim
proteinlerin yaklasik olarak % 30'unu olustururlar. Farkli kollajen tipleri, bunlarin
kesfedilme sirasina gére Roma rakamlariyla gosterilmistir. Bu farkh kollajen
tipleri, bag dokusunun ¢ok cesitli fizyolojik kosullara adapte olmasi icin gereken

yapisal birimleri saglar (Gartner ve James, 2000).
2.2.1.3. Kemik dokusunun yenilenmesi

Organizmada herhangi bir nedenle hasar goéren dokular belirli bir oranda
kendilerini yenileyebilmektedirler. Kemik dokusu onarim igini en iyi yapan
dokularin basinda gelmektedir. Kemigin kirilmasi durumunda, kirik bolgesinde
yeni bir kemik dokusu olusarak bdlge tamamen normal iglevini geri kazanmaktadir.
Kirlk meydana geldiginde dokunun kan damarlari da hasar gérdiginden Kkirik
bdlgesinde kanama olusur ve o bdlgede kan pihtilagir. Ortama gelen nétrofiller ve
makrofajlar hasarli dokuyu ortadan kaldirirlar. Bolgede fibroblastlarin  ve
damarlarin ¢ogaldigi gozlenir. Bu bolge daha sonra fibroz bir doku yapisi haline
gelir ve kirik yeri kikirdak dokuya dénusur. Bu yeni dokuya kemik kallusu denir. Bu
arada kirik bolgesindeki periyosteum ve endosteumun osteoblastlari ¢ogalarak
kirik bolgesine gelirler ve burada bir hicre kati olugtururlar. Daha sonra enkondral
kemiklesmede oldugu gibi primer kemik olugsmaktadir. Bolgede ayrica intra-
membrandz kemiklesme de olur. Onarim sirasinda 6nce primer kemik dokusu
gelismektedir. Bu doku henuz olgunlagmamis kemik dokusudur. Doku daha sonra
yavas yavas ortadan kaybolurken yerini sekonder yani esas kemik dokuya birakir.
Boylece onariimis kemik o bodlgede tamamen normal sekline kavusur ve
fonksiyonlarini yerine getirir bir duruma gelir. Sekil 2.7°de kirik bdlgesinde yeni

olugan doku gosterilmigtir.
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Sekil 2.7. Kirik bolgesinde yeni olusan kikirdak dokusu

Kemik onarim ve yikim sureglerinin baslangicinda aktive olan hucreler, yeni
olusan kemik, defekt alanini gevreleyen dis yumusak doku tabakasi ve komsu
kortikal kemik ve kemik iligi ile etkilesim icindedirler. Bu alanlarda ¢ok cesitli
hlcreler ve sinyal molekdlleri yer alir ve bunlar onarilan dokunun 6zelliklerinden
sorumludur. Periyosteum’un birincil hicre kaynagi oldugu dusunulmektedir
(Nakahara, 1990). Periyosteum igerisindeki hucreler, dokunun iglevini
yitirmesinden baslayarak cesitli morfojenler Uretirler (Bostrom, 1995). Bu sinyal
molekullerinin lokal olarak bazi iskelet sistemi hicrelerini farkhlagmalar igin
tetikledigi dngdrulmektedir. Doku onariminda yer alan diger hlcrelerin ise komsu
kortikal ve kanseldéz kemikten geldigi aciktir. Kemik iliginden ve/veya kas
dokusundan geldigi dusunulen mezenkimal kok hucreler ise, yeni kemik
olusumunda yer alan hucreler igin bir diger kaynak olduguna inaniimaktadir.
Kemik onarimi, defekt alaninin genisligine baglidir. Literatirde tanimlanan
kritik buyuklukteki defektler kendiliginden iyilesirken, kritik defektler tamamen yeni
kemik dokusuyla doldurulamamaktadir. Yeni kemik olusumunda besin maddeleri
de yine bir diger énemli parametre oldugundan, difizyon ve vaskulerizasyon bu
asamada belirleyici olan iki etmendir. Her ne kadar yeni onarilan dokudaki iskelet
yapisi hucreleri igin baslangi¢c morfojenik sinyallerin kaynagi ve tabiati tamamen

belilenmemis olsa da, birgok sinyal faktéri tanimlanmigtir. Kemik olusum
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mekanizmalarini baglatan ve surduren sinyallerin periyosteum ya da kemik

iliginden kaynaklandigi varsayiimaktadir.

Gunumuzde enflamatuar sitokinlerin, morfojenlerin, proteazlarm ve anjiyojenik
faktorlerin onarim cevabina yonlendirilmeleri oldukca fazla arastirilmis olsa da bu
molekullerin kemik dokusunun yenilenmesindeki rolleri henlz tam olarak
aciklanamamistir.  interldkinlerin  altinda, TGF-3 ailesinin (yeleri olan
interferonlar ve tumor nekroz faktort alfanin iskelet olusumunda ve kemik
onariminda buyuk 6nemi oldugu varsayilmaktadir (Joyce, 1990; Rosier, 1998).
Aralarinda birkag¢ BMP ve GDF’nin oldugu donustirtct buylume faktért ailesinin
bazi uyelerinin onarim olayinin ¢esitli agsamalarindan sorumlu olduklarina
iliskin bulgular vardir (Cho, 2002).

Mikroskobik incelemelerde kansel6z kemik iyilesmesinde hizli vaskulerizasyon
disinda kortikal kemiklerden farkli bulgulara rastlanmamistir. Yeni olusan kemigin,
kemik greftinde yer alan ve buradan c¢ogalan osteoprogenitér hicrelerden ve
kemik iligi stromasindaki perivaskuler yapilardan gelistigi gosterilmistir. Pek ¢ok
arastirmaci, nedenini tam olarak aciklayamasalar da kansell6z kemik iyilesmesinin
kortikal kemik iyilesmesinden daha hizli gergeklestigini gdstermislerdir (Boyne,
1966; Craft et al., 1974).

Membran6z kemik iyilesmesinin kuvvetine yonelik literatirde ¢ok fazla galisma
yoktur. Membrandz kemiklerde U¢ haftalik iyilesme suresi sonrasinda makro ve
mikro seviyelerde yeterli kuvveti saglayacak kemik iyilesmesinin gelisecegini
goOsteren calismalar oldugu gibi (Craft et al., 1974), bikme testlerinde membrandz
kemiklerin esdegeri enkondral kemiklere oranla daha saglam olduklarini gosteren

calismalar da bilinmektedir (Boyne, 1966).

Daha buylk boylarda kemik defektlerinin onarilabilmesi igin komsu dokularda
daha fazla kan akisi talebi yaratir. Vaskuler dokularin biylyen kemik dokusu
icerisine girmesi ve burada buyumesi yeni periosteal kemigin olusumuyla ilerler
ve bundan dolayi vaskuler bilesenlerle periosteal cevabin olusumu ve yayilimasi
arasindaki etkilesimin, 6zellikle blyUk defektlerde yeni kemik olusumunu iyilestiren
birincil yarttiici mekanizma olduguna iliskin kanitlar vardir (Aydin, 2008). Ayni

sekilde kan damari duvarlarinda bulunan periovaskiler mezenkimal kok
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hicrelerin, defekt onariminin baslatilmasi ve surdiriimesine katkida bulunduklari
One surulmustur (Bouletreau, 2002). Yeni damar olusumunun vaskuler endotel
bayume faktéri bagimli yol ve anjiyopoietin bagimh yol Gzerinden dizenlendigi
varsayllmaktadir. Her iki yolun da defekt onariminda rol oynadigi bilinmektedir.
Defekt onarimi her ne kadar bu hicreler ve sinyallerin icinde bulundugu
mekanizmalara duzenleniyor olsa da, defekt boyu, doku biyomekanigi ve konagin
durumu gibi pek ¢ok faktoran de etkisi altindadir.

2.3. Kemik Greftleri

Kazalar, travmalar, patolojik dejenerasyon, dokudaki konjenital bozukluk ya da
tumorlerden kaynaklanan ve kemik dokusunun kendi yenileyemeyecegi
defektlerin kapatilmasi igin ortopedi ve travmatolojide uzun vyillardir kemik
greftleri kullaniimaktadir. ABD'de 1972 yilinda 100 bin vakada kemik grefti
kullanilirken bu sayl 1991'de 250 bin vakaya ulasmig, ginimuzde artarak devam

etmektedir.

Kemik greftleri, kist, tumor ya da baska bir hastalik sonucu olusan bosluklar
doldurmak, uzun kemiklerin blUyuk defektlerle sonuglanan kiriklarinda kopru
vazifesi yaparak devamlihgi saglamak, artrodez olusturmak, kaynamanin
olmamasi ya da gecikmesi durumunda destek saglamak gibi temel
endikasyonlarda kullaniimaktadir. Basarili bir greft uygulamasinda, estetik
kazanim ve fonksiyonel rekonstriksiyon ancak yumusak doku ve kemik g¢atinin
uyum icerisinde bir arada onarildiginda saglanabilmektedir.39 Kemik greft, matris
substrat ile birlikte kemik ve kan hucreleri saglamak sureti ile yeni kemik geligimini
destekleyen kanselloz kemige benzer tarzda fonksiyon gorur. Kemik greftler
alicida 3 tip stimilasyon gosterir. Bunla sirasiyla; osteogenesis, osteoinduksiyon

ve osteokonduksiyondur.

Osteogenesis, osteoprogenitor kok hicreler varliginda ya da buna bagh hicresel
osteoblastik aktivite araciligiyla kemik olusumunun sagladigi surectir. Osteojenik
greftler direkt olarak yeni kemik olusumunu saglayabilme yetenegindedir. Greftin
alicida, canli hicrelerle yeni kemik olusumuna yol agmasi greftin osteojenik
Ozelligini gosterir. Otolog kemik iligi hiicrelerinin ve taze otojen greftlerin osteojenik

Ozelligi vardir. Otojen greftlerde osteositler Olerek lakunalarin bosalmasina yol
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agcmasina ragmen, preosteoklastlar, preosteoblastlar ve osteoklastlar canhiligini
surdurur. Taze allogreftlerde ise hizli antikor olusumu hicresel immun cevabi

takiben greftin hasari izlenir.

Osteoinduksiyon, kemik olusumu igin yapi tasi olan hicre tiplerinin farklilasmasi
ve biyolojik olarak bir araya toplanmasi ile iyilesme yonunde duzenlemelerin
saglanmasi surecidir. Osteoinduktif greftler, indiferansiye dokuyu kemik olugsum
yonunde diferansiye eden faktorleri saglar. Farklilasmamis primitif mezenkimal
hicrelerde osteoblastlara farklilasmayi uyariima yetenegi bir greftin osteoinduktif
Ozelligini  belirtir. Kemik matriste kirikk sonrasi olusan osteoklastik kemik
resorpsiyonunu takiben kimyasal islemlerle salinan induktif faktérler bulunur. Bone
morfojenik protein ve transforming growth faktor-beta iyi tanimlanan osteoinduktif

faktorlerdir.

Osteokonduksiyon, uygun greftle saglanan doku iskelesinin G¢ boyutlu ytzeyinde,
kemik gelisiminin uygun bir sekilde saglanmasi surecidir. Alicida ¢ati olusturarak
cevresinde ve icerisinde kemik olusumuna yardimci olmasi, o greftin
osteokonduktif 6zelligini belirtir. Osteokonduksiyon, kansell6z kemikte bulunan
hiicreleri stimiile eden yapisal ve kimyasal gcevreyi gerektirir. ideal doku iskelesi
kapsamli bir stabilice saglarken kemik olusum hizi ile esit orvea da degeri azilir.
Otojen greftler, allogreftler, kemik matris, kollajen ve seramikler osteokonduktif
greftlerdir. Osteokonduktif materyaller alicida iceri buyume (ingrowth) projesini
stimile eder. Takiben neovaskularizasyon ve osteojenik preklrsér hicrelerin
infiltrasyonu ile boyubozunur matrisi olan osteokonduktif materyaller yeni kemik
olusumuna yardimci olur. Fakat bu materyallerde osteojenik hucreler veya

simulator faktorler bulunmaz.

ilave olarak, basarili kemik greft icin materyal, nontoksik olmasinin (kan
dolasimina kimyasallari gecirmeyen) ve kansell6z kemigin 6zelliklerine benzer
biyomekanik ozellikler gostermesinin yaninda kolay elde edilebilme 6zelliklerine de
sahip olmalidir. Omurga cerrahlari ginimuzde tek ya da kombine sekilde degisik

materyaller kullanmaktadir.

Klinikte farkli kullanim amaclari igcin farkli kemik greftleri hazirlanmaktadir.

Gunumuzde kullanilan iki ana kemik grefti tipi otogreft ve allogreftlerdir. Bir
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otogreft, hastanin kendi vicudundan alinan bir kemik kesiti iken bir allogreft
kadavradan alinmaktadir. Bu gekilde greft alma yontemi defekt alaninin cerrahi
kararhliga sahip ve dogal osteojenik davranigsta kalmasini saglar. Bununla birlikte,

her iki greft tipi de bazi kontrol edilemeyen faktorlerle sinirlidir.

Taze otojen kemik grefti, osteojenik, osteoinduktif ve osteokonduktif 6zellikleri ile
“altin standart” olarak adlandirilan en guvenilir greft materyalidir. Otojen kemik
greftlerinin kullanilmasi sonucunda hastalarin %25-30'unda artmis kan kaybi,
uzamig operasyon suresi, greft alinan sahada morbidite de artis gibi
komplikasyonlar goérilebilir. Ayrica otogreft, multisegment artrodez gereken
durumlarda, daha 6nce greft alinmis hastalarda, ¢ocuklarda ve yaslilarda yeterli
miktarda elde edilemeyebilir. Diger sakincalar arasinda alim igin sinirli miktarda
kemigin bulunmasi ve greftin dnceden tahmin edilemeyen resorpsiyon 6zellikleri

yer almaktadir.

Allogreftler icin bir sinirlama da greftin yabanci dokusuna karsi gelisen
immunolojik cevaptir. Doku genellikle vucut tarafindan reddedilir ve bir yangi
reaksiyonu baslar. Allogreftler ayni zamanda bulagsici reaksiyon riski tasirlar. Her
ne kadar eleme surecinde hastalik tasiyici dokularin gogu elemine edilse de, bu
yontem % 100 etkin bir ydntem degildir (Gadzag, 1995).

Kraniyofasiyal catinin onariminda iliyak krest, kostalar ve tibia otogreft donor
sahasi olarak kullanilabilirse de bu bdlgenin rekonstruksiyonunda kraniyal kemikler
ilk tercih olmaktadir. Kraniyal kemik kaynakli otogreftler, icerdikleri canl osteoblast
ve osteoklastlar sayesinde primer kemik iyilesmesine olanak saglarken, egimli
yapilar sayesinde Ozellikle kraniyal yapilandirmada defekte kolaylikla uyum
saglamaktadirlar. (Tessier, 1982; Jackson et. al., 1986). Kraniyal kemik kaynakl
otogreftlerin kraniyofasiyal bodlge onarimlarinda kullanildigindan resorpsiyon
oranlarinin diger otogreftlere gére daha disuk oldugu disinilmektedir. Hastalik
bulagma riskinin olmamasi ve immunolojik reaksiyon riski bulundurmamalari gibi
avantajlar otogreftlerin kullanimini gekici hale getirse de yarattiklari donér saha
morbiditesi, ameliyat ve anestezi zamanin uzamasi, kanama, enfeksiyon ve ek

cerrahi skar olusturulmasi gibi dezavantajlari vardir.
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2.3.1. Greft Tipleri
2.3.1.1. Otogreftler

Taze otojen kemik grefti, diger greft tipleri ile karsilastirildiginda en ideal olan ve
spinal flzyon operasyonlarinda glvenle kullanilan kemik greft materyalidir.
Otogreft, osteojenik kemik ve kemik iligi hticreleri, osteokonduktif kartilaj matrisi,
mineralleri matris proteinleri ve matrisle birlikte yer alan osteokonduktif proteinleri

tasima potansiyeline sahiptir.

Otojen greftlerin osteojenik ve osteokonduktif 6zellikleri mevcuttur. Bu ozellikleri;
icerdigi canh hucrelere, kemik matris proteinlerine, kemik minerallerine ve
kollajene baglidir. Otojen kortikal kemik grefti mekanik olarak kansell6z kemige
oranla daha gugluaddr. Bunun disinda Ustunligu yoktur. Kansell6z kemik, iginde
barindirdigi  kemik iligi hucreleri sayesinde osteojenik potansiyele sahiptir.
Kansell6z kemik greftinin trabekuler yapisi, alici kemik ile yer degistirme suresinin
daha hizli olmasina neden olur. Yeni olugsan damarlarin, kansell6z kemik iginde
diftizyonu daha kolay olur. inkorporasyon icin birim hacimde daha genis yiizey

saglar.

Otogreft uygulamalarinda, alicinin greft reddetmesi ve hastalik tagima riski s6z
konusu degildir. Otojen greftlerin Gstlin 6zelliklerine ragmen kan kaybi, transfiizyon
riski Pelvik instabilite, Donor sahada agri, Heterotopik ossifikasyon, fliak herni,
Sepsis, lliyak kirik, Deformite, Cerrahi siiresinin uzamasi gibi komplikasyon

komplikasyonlar rapor edilmistir.

Ayrica, daha 6nce otogreft alinan hastalardan, uzun-multisegment flizyon gereken
vakalardan, c¢ocuk ve osteoporozlu kigilerden otogreft yeterli miktarda elde

edilemeyebilir.

Korpus dokusunun kan ihtiyacinin kesilmesi hicre olimu ile sonuglanir. Donér
stokunun kalitesi; devamli ve degismez degildir, hastanin yasi, cinsiyeti, saghgi ve
genetik dispozisyonu gibi bir takim faktorlere baglhidir. Bu nedenle otogreft
inkorporasyonu her zaman basarilamaz. Bu durum bagka alternatifleri ortaya
cikarir. Her ne kadar bazi spinal flzyon prosedurleri yuksek flzyon oranlari ile

sonuclansa da; dorsolateral lomber flizyon gibi birka¢ yaygin kullanilan prosedur
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sirasinda basarisizliklar da bildirilmigtir. Altin standart olarak dugunulse de otojen
kemik grefti; her zaman ideal biyolojik performansini ortaya koyamamistir. Greft
alinan sahada yer alan birka¢ sinirde (siyatik sinir, lateral femoral kutandz sinir ve
kluneal sinir) yakin diseksiyon sonucu nérolojik travma meydana gelebilir. Superior
gluteal damarlara vaskuler travma, siyatik ¢entige oldukga yakin diseksiyondan
kaynaklanir. Vakalarin %25 kadarinda gorulen donor yerinde kronik agrinin
sebebi, sakroiliak eklemin ihlalinden ve sakroiliak eklemden kemik ¢ikariimasindan
kaynaklanabilir. Hu, omurga flzyonu sonrasi iliyak kemikte greft temin edilen
yerde kirik gelisen 14 hastalik bir seri bildirmigtir. Bu hastalarin bayuk ¢ogunlugu
kronik medikal tedavi goren yasl kadinlardir. Bu nedenle, otorler bu iyatrojenik
kiriklarin olugsma potansiyelini minimale indirmek i¢in bu grup hastalarda iliak
kemik greft elde edilmesi sirasinda dikkatli olmayi tavsiye etmektedir. Daha
sonraki kadavra c¢alismalarinin temelinde otdrler anterosuperior iliak kiyl ve greft
elde edilme yeri arasindaki uzakhgin en az 3 cm ve dorsal ileumdan uzakligin

minimum 3 cm olmasini tavsiye etmektedir.

Cerrahi komplikasyon riski teorik olarak minimuma indirilmis olmasina ragmen bir
takim konular degismeden kalmistir. Bunlar cerrahi surenin uzamasi ve kan kaybi,
donor yeri kemik yapinin gegici olarak bozulmasi, vaskuler yaralanmalar ve
kozmetik defektlerdir (Ozglrblz, 2006).

2.3.1.2. Allogreftler

Mc Ewen’in 1881 yilinda ilk allogreft uygulamasini takiben bu ytzyilin baslarinda
Lexer'de, tim diz ekleminde osteokondral allogreft ile rekonstriiksiyon yapmistir.
1940’ ve 50’li yillarda kemik depolama yontemleri ve bu yontemle elde edilen
allogreftlerin kullanimi giderek artmistir. Osteokondral allogreftlerin saklanmasi ve
kullaniimasi ile ilgili bulgularin kemik allogreftlerine uygulanmasi ile kemik
allogreftlerinin ortopedik cerrahide kullanim alani giderek artmistir. Kemik
allogreftlerinin primer kullanim alani iskelet sisteminin konjenital, travmatik,
neoplastik ve dejeneratif hastaliklaridir. Spinal cerrahide allogreftlerin asil kullanim
alani spinal deformitler ve dejeneratif hastaliklarda spinal fuzyon olusturmaktir.
Travmatik, timoral veya enfektif spinal lezyonlarin greftlenmesi hakkinda ¢ok az

calisma mevcuttur.
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Taze allojen kemik greftleri immin cevap olusturmalari nedeni ile kullaniimazlar.
Allogreftlerin immunojenitesini azaltmak ve saklamak i¢in dondurma (freezing),
dondurup kurutma (freeze-drying) islemleri uygundur. Allojen kemik greftleri canli
veya kadavra donoérlerden donér segim kriterlerine titizlikle uyularak alinir.
Kadavralardan kemik en ge¢ 24 saat igerisinde alinmalidir. Gerekli kiltir 6rnekleri
alinmalidir. Donor kemik steril sartlarda alinmalidir veya sekonder olarak gaz
etilen oksit ile veya gama iginlari ile sterilize edilmelidir. Greft cesitli sekil ve
boyutlarda alinir. Kemik tUm immunojeniteyi azaltmak igin yumusak dokulardan
arindiriimalidir. -70 ° C de allogrefti dondurmak immunojeniteyi azaltir ve
malzemenin steril kalmasini saglar. Etilen oksidin uzaklastiriimasindan sonra
allogreft dondurup kurutma yontemi ile saklanir. -70° C de dondurma ve kurutma
yontemleri immunojeniteyi azaltir; ama kemigin mekanik kuvvetini de olumsuz
etkiler. -70° C’de dondurma islemi greftin tensil ve kompressif kuvveti %10 azaltir.
Alici tarafindan greftin tekrar kazanimi esnasinda greftte gegici olarak %50 kuvvet
kaybi olur. Otoklavda 62° C’nin Gzerinde grefti 1sitmak veya gama isinlama greftin
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini bozar, mekanik 0zelliklerini degistirir.
Dondurulmusg, dondurulup kurutulmus greftlerde inkorporasyon taze otojen

greftlere ve sentetik greftlere gére daha yavas olur.

Donmus veya dondurulup kurutulmus kemik pek ¢ok alloantijen igerir. Hlcre igi ve
hicre disi enzimlerle greft induktif faktorleri otolize ugrarlar. Urist, bu faktorleri
korumak icin kimyasal sterilizasyonla bu faktorleri iceren “autolyzed antijen
extracted allogeneic” (A.A.A) kemik grefti elde etmeyi basarmigtir. Allogreftler
spongiydz kemik ve kemik iliginden zengin vertebra cisimlerine uygulandiginda
daha yavas olmasina ragmen flizyon insidansi otojen greftlerle yaklasik aynidir.
Porterior spinal fuzyon hakkinda guvenilir klinik sonuglar hentz yoktur. Allogreftler
baslangicta sadece otogreft kullaniminin imkansiz oldugu masif greftlemeler igin
kullaniimasina ragmen, 1980’li yillarda ABD’de kullanilan tim kemik greftlerinin
%34’Unu allogreftler olusturmustur. Allogreft en sik kullanilan otogreft benzeri

materyaldir.

Allogreft popdularitesinde artisa 3 faktor yol agmustir. Birincisi, Ulusal Organ
Transplant Hareketi (The National Organ Act) ayrintili bir sekilde allogreft elde

edinilebilmesini kolaylastirdi. ikincisi, dondriin seciminde ve dokularin goérdigii
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islemlerde titizlik, bagislanan dokularda kalite ve giiveni saglamistir. Uglinclisu,
yeni allogreft formlarin yapilmasi buayuk olgude kapsamli olarak allogreft kullanimi
ve ¢ok yonluligu saglamistir. Muhtemelen allogreftin en blyuk avantaji spesifik
uygulamalar ic¢in 1smarlanabilen dedisik fiziksel formlarda genis bir sekilde
kullanilabilmesindendir. Yapisal allogreftin seklini takoz, kama veya yivli kemik
civiler gibi formlarla isleyen makine araciligiyla allogreftin hem kemik greft hem de
fiksasyon cihazi olarak gorev yapmasi saglanabilir.

Allogreftler otogreftlerle ayni sonuglari ortaya koymamaktadir. Allogreftlerin kemik
niteligi, hastalik tasinmasi ve immunojenik reaksiyonlari uyarmasi sebebiyle
oldukga buyuk dedisime ugrayabilir. Bu allogreftlerin islenmesindeki sinirlamalar,
hastalik gegisinin ve immunolojik reaksiyonun olmadigini garanti etmez ancak bu
islemler bu dogrultuda ortaya ¢ikan riskleri minimize eder. Allogreftin minimal iglem
gormesi (taze bir sekilde alinmis kemigin dondurulmasi) HIV gibi AIDS virasinu
inaktive etmesi icin yeterli olmadigi bir takim araglarla rapor edilmistir. Bu islemler
greftin canlihginin kaybolmasina, yeni katilan kemik hucrelerde kullanilacak
proteinleri tahrip ederek kemigim osteoindiksiyon potansiyelinin azalmasina ve
yeni kemik olusumunun engellenmesine yol acar. islenmis allogreftler otogreftlere
oranla insan dokusunu daha az temsil ettigi icin, allogreftler alici tarafindan
kolaylikla kabul edilmez ve birlesmez. Allogreftler daha yavas resorbe olur ve tam
olarak otogreftlerde oldugu gibi yeni kemigin yerine kullaniimaz. Donodrler
arasindaki farklhliklar greft icin degisken, standart olmayan bir 6zellik yaratir.
Kemigin 6zelligi ve niteligi dondr yasi ve cinsiyetle degisir hatta tek dondrde farkh
anatomik yerlerden alinan benzer hacimdeki kemikler arasinda %20 kadar
dayaniklilik farki ortaya c¢ikabilir.

Ozet olarak; yukarida belirtildigi gibi allogreftler kullaniima asamasina gelinceye
kadar bir takim islemlerden gecmektedir. Bu iglemler hem maliyeti arttirir,hem
mekanik hem de biyolojik olarak greftin fonksiyonunu azaltir. Ayrica allogreft
risklerini de ortadan kaldirmaz (Ozglrblz, 2006).

2.3.1.3. Zenogreftler

Zenogreftlerde kemik doku hayvanlardan elde edilir. Ortopedik cerrahide genis

kullanim alani bulmus greft materyallerdir. Degigik turler arasinda yapilan bir
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transplantasyon oldugu i¢in, alicida ciddi immun yanit olusmasina neden olur. Bu
yuzden kullanima hazirlanirken antijen itelerinin elimine edilmesi gerekir. Taze
alinan greftler su ile yikandiktan sonra hidrojen peroksit ile oksitlendirilirler, protein
yapinin bir kismi bu iglem ile kaybolur. Yag ¢ozlcliler ile delipidize edilir, aseton ile
kurutulur. Daha sonra gama isinlari ile sterilize edilir. Sonugta elde edilen Grln
strukturel olarak guglu, antijenik olarak zayiftir. Deproteinize edici proses induktif
faktorleri de yok ettidi icin elde edilen materyal osteokonduktif etki gosterir. Salama
ve Weissmann otojen kemik iligi eklenmis zenogreft ile mukemmel sonug¢ elde

etmislerdir.

Hastalik tasinma riskinin kabul edilemez olmasi nedeniyle, greftin hazirlanmasinda
gecmiste sik kullanilan freezing ve freze-drying iglemleri daha az yaygindir.
Kimyasal yikamalar daha etkili olmustur ancak bu islemler osteoinduktiviteyi

azaltmakta veya ortadan kaldirmaktadir.
2.3.1.4. Kemik greftlerinin dezavantajlari

Enfekte alanlar greft igin uygun degildir. Iimplantlar bdyle alanlara
yerlestiriimemelidir. Kemik, kemik iligi ve implant arasinda iyi bir temas
saglanmasi, greft materyalinin fonksiyonu ve kemik yenilenmesi i¢in 6nemlidir.
Dolayisiyla gevre kemik ile olan ara yuzeyin en yuksek seviyede olmasina dikkat
edilmelidir. implantin vaskiiler sirkiilasyonu, skar dokusu gibi fiziksel bariyerler ile
engellenmemelidir. Kemik greft materyallerinin kullanimi ile iligkin butun
kontraendikasyonlar g6z o6nunde bulundurulmalidir. Bunlar; kemigin ve
cevresindeki dokularin iyilesmesini olumsuz yonde etkileyecek butun durumlari
icermektedir. Ayrica, implant bolgesinde vaskuler akis olamamasi, pihtilasma
hastaliklari, kronik yuksek doz steroid tedavisi, antikoagulan tedavi, metabolik
hastallk veya kontrol ediimemis diabet hastaligi gibi bircok dezavantaji da

bulunmaktadir.

Gunumuzdeki tedavi yontemleri ve malzemelerinin dezavantajlarindan dolayi
arastiricilar calismalarini mevcut kemik greftlerinin yerini tutacak biyomalzemeler
Uzerine yogunlastirmiglardir. Bu asamada kemik doku muhendisligi yaklasimiyla

hazirlanan biyomalzemeler devreye girmektedir.
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2.4. Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, insan vucudundaki canli dokularin iglevlerini yerine getirmek ya
da desteklemek amaciyla canh sistemle vicut iginde (in vivo) ya da disinda (in
vitro) belli surelerle temas eden malzeme vel/veya cihazlarda yer alan tim
materyallere verilen addir (Langer ve Wise, 1984, Scycher, 1991, Brozino, 1995).
Bir biyomalzemede aranan en onemli Ozellikler biyouyumlu olmasi, toksik
olmamasi, biyobozunur ise biyobozunma urunlerinin toksik etkiler gostermemesi,
gerekli fiziksel ve fonksiyonel oOzelliklere sahip olmasi (mekanik dayanim,
gegirgenlik, yodunluk, elektriksel ve termal Ozellikler v.b.). Biyomalzemeler
polimerik, metalik, seramik ve kompozit malzemeler olmak Uzere 4 ana baglik
altinda toplanabilir.  Ancak doku muhendisliginde kullanilan  baglica
biyomalzemeler “biyobozunur polimerik malzemeler’ oldugundan biyobozunur

Ozellik tasiyan malzemeler daha detayli olarak ele alinacaktir.
2.4.1 Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Polimerik Biyomalzemeler

Doku muhendisliginde doku iskelesi uretim igin kullanilan biyomalzemeler genis
kapsamda dogal ve sentetik olarak ikiye ayrihr (Griffith, 2002). Doku
muhendisliginde kullanilan birgok malzeme sutur, hemostatik ajan ve yara/yanik
ortl materyali gibi cerrahi uygulamalardan adapte edilmistir (Bacon, 2002; Lee ve
Ansell, 2003). Bu materyaller arasinda, alifatik poliesterler (poliglikolik asit,
polilaktik asit ve bunlarin kopolimerleri) (Chen et al., 2001; Lu et al., 2000;
Miko et al., 1994; Yang et al., 2004), hidroksiapatit (HA) (Kikuchi et al., 2004;
Rodrigues et al., 2003; Zhang ve Ma, 1999a) ve kollajen ve kitin gibi dogal
kaynakli materyaller (Chen et al., 2001; Chung et al., 2002; Sachols et al.,
2003a; Sachols et al., 2003b; Shen et al., 2000; Sukhodub et al., 2004; Yang
et al., 2004) siralanabilir. Ancak, sentetik biyopolimerlerin dogal malzemelere
kargi ustunlUukleri mevcuttur. Daha genis Ozelliklere tolere edilebilmeleri ve daha
kolay islenebilir olmalari dolayisiyla Birlesik Devletler Gida ve ilag Dairesi (“Food
and Drug Administration”, FDA) tarafindan onaylanmis biyobozunur sentetik

polimerler gunimuizde bircok arastirmaya konu olmustur.
2.4.1.1. Sentetik biyopolimerler

En cok kullanilan sentetik biyobozunur polimerler, polilaktik asit (PLA), poliglikolik
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asit (PGA), polianhidritler, polifumaratlar (PF), poliortoesterler, polikaprolakton ve

polikarbonatlar olarak siralanabilir (Vail et al., 1999).

Doymus alifatik poliesterler doku muhendisliginde Ug¢ boyutlu doku iskeleleri igin en
sik kullanilan biyobozunur sentetik polimerlerdir. Bu grup igerisinde poli(laktik asit)
(PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve bunlarin kopolimeri poli(laktik-ko-glikolit) (PLGA)
yer almaktadir. PDLLA ortopedik biyomedikal malzemeler konulu arastirmalarda
incelenmektedir, Mikemmel hicre i¢ci uyumlulugu nedeniyle osteokonduktif 6zellik
tasimaktadir. Dusik molekul agirhkli PDLLA gelisim faktoru, antibiyotik veya
thrombin inhibitér uygulamalarinda ilaglarla birlestirilerek ila¢g salim sistemlerinde

ve doku iskelesi tretiminde kullaniimaktadir.

Ozellikle elektro-egirme ile Uretilen PLGA nanofiberlerinden elde edilen doku
iskeleleri mekanik olarak ¢ok guglu bir yapi olusturmustur. Doku iskelesi boyunca
yer alan nanofiberler hiicre yapismasini ve yeni ECM olusumunu guglendirmigtir.
PLGA ve PLA-PEG blok ko-polimerinden elde edilen 6rglisiz, nano fiberlere sahip
doku iskelelerine plasmid DNA basarili sekilde tutturulmus ve doku muhendisligi

icin gen transferi uygulamalarinda kullaniimistir (Luu et al., 2003).

Diger oOnemli sentetik biyobozunur polimerler, poli(orto esterler) ve
polianhidritlerdir. S6zl gegen bu polimerler, biyouyumluluk ve ¢ok iyi tanimlanmis
biyobozunma &zelliklerine sahiptirler (Muggli et al., 1999). ilk olarak kontrollii ilag
salim sistemleri i¢in tasarlanmislardir (Burkoth et al., 2000; Hanes et al., 1998;
Ibim et al., 1998), ancak daha sonra doku muhendisligi uygulamalarinda
kullaniimislardir. Gozenekli poli(anhidrit-ko-imid) mikrokUrelerinin biyobozunmasi
uzerine yapilan bir calismada anhidrit baglarinin kopmasinin ¢ok hizli (5 gun)
gerceklestigi goOsterilmistir (Hanes et al.,, 1998). Ibim ve arkadaslari (1998),
poli(anhidrit-ko-imid)’in biyouyumlulugunun PLGA’'ye esit oldugunu ve Kortikal

kemik yenilenmesini destekledigini gostermislerdir.

Poli(propilen fumarat) (PPF) yapisinda serbest radikal basglaticilar varliginda
¢apraz baglanmaya uygun ¢ok sayida doymamis cift iceren lineer bir poliesterdir
ve ester baglarinin hidrolizi ile kolayca bozunabilmektedir (Hedberg et al., 2005;
Peter et al., 1998). PPF’nin bozunum Urunleri (propilen glikol veya fumarik asit)

biyouyumlu oldugundan vicuttan kolaylikla uzaklastiriimaktadir. Cesitli molekuler
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agirhklarinda PPF kullanilarak polimerin  bozunma zamani ve mekaniksel
Ozellikleri degigtirilebilir (Peter et al, 2000). PPF’nin diger bir¢gok biyobozunur
sentetik polimerlere karsi en blyuk dstunligu, defekt alanina direkt olarak
uygulanmaya ve in situ g¢apraz baglanmaya uygun enjekte edilebilir bir sistem
olmasidir. PPF tek basina osteokonduktif etki gostermezken capraz bagh PPF
biyouyumlu ve osteokonduktiftir. Bu sebeple p-trikalsiyum fosfat (B-TCP),
osteojenik peptidler ya da proteinler gibi osteokonduktif bilesenlerle birlikte
kullanilir (Hedberg et al., 2005; Peter et al., 1998).

Eriyik halde iglenebilir 06zellikte olan polihidroksialkanatlar (PHA) alifatik
polyesterlerdir ve mikroorganizmalar tarafindan uretilirler. Gegtigimiz yillarda doku
muhendisligi ¢alismalari icin poli(3-hidroksibutirat) (PHB), 3-hidroksibutirat ve 3-
hidroksivalerat’in kopolimerleri (PHBV), poli(3-hidroksibutirat)  (P4HB)

polimerlerinin uygun 6zellikte olduklar kanitlanmistir.

Poli(c-kaprolakton)

Poli(e-kaprolakton) (PCL), alifatik poliester grubu biyobozunur sentetik bir
polimerdir. PCL'in erime sicakhigi, Tm, kristalin yapisina bagl olarak, 59-64 °C
araliginda, Camsi gecis sicakligi, Tg, -60 °C civarinda (Sinha et al., 2004) ve
bozunma sicakhdi 350°C’dir (Engelberg ve Kohn, 1991). PCL ile ilgili tamamlanan
caligsmalardan, Ozelikle sert ve yumusak doku icin oldukga biyouyumlu oldugu ve
doku muhendisligi uygulamalarinda doku iskelesi Uretim malzemesi olarak
kullanildigi bilinmektedir. Duslk camsi gegis sicakligina sahip oldugu igin oda
sicakliginda her zaman kaugugumsu haldedir. Toksik Ozellikleri ¢gok duguktir ve
bircok terapotik ilag yuksek gecirgenlik sergiler. PLA ve PGA ile benzer
biyouyumluluk 6zelligi gostermekte ancak ¢ok daha yavas bozunmaktadir (Lowry
et al., 1997). YUksek ilag gecirgenligi ve yavas bozunma davranigi, doku
muhendisliginde kullanim alanini kisitlasa da uzun sureli ilag salim sistemlerinde
tasiyici olarak kullaniimasina olanak saglamaktadir. Genel olarak biyoseramik ve
benzeri malzemelerle birlestiriimekte, bu sayede mekanik Ozellikleri arttiriimakta
ve bozunma hizi istenilen sekilde ayarlanmaktadir. Alifatik bir poliester olan PCL,
kemik doku muhendisligi ¢alismalarinda yaygin bir sekilde kullanilan ve arastirilan
sentetik bir polimerdir. Ayrica, e-kaprolakton ¢ok sayida farkli monomerle (etilen

oksit, stiren, metil metakrilat, vinil asetat vb.) kopolimerlestirilebilmektedir. Bunun
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yani sira, PCL birgok farkh polimerle uyumlu karisim olusturma egilimindedir. Bu
Ozellikleri sayesinde PCL, doku muhendisligi ¢alismalarinda hem tek basina, hem
de diger polimerlerle birlikte kullaniimaktadir (Guarino et al., 2008). PCL,
tetrahidrofuran (THF), kloroform, toluen, diklorometan ve benzen gibi birgok
¢ozlcu icinde c¢ozunebilmekte, dimetilformamid, etil asetat aseton ve asetonitril
gibi ¢gozuculer iginde oldukga dusuk ¢dzunurlige sahip olan bu polimer alkol, petrol
eteri ve dietil eter icinde ¢bzinmemektedir (Sinha et al., 2004). Biyobozunur bir
polimer olan PCL’in bu 6zelligi ilk defa 1973’te kesfedilmistir (Gross ve Kalra,
2002). Fizyolojik kosullar altinda (insan vucudu gibi) yapisindaki ester baglarinin
hidrolizi ile bozunan PCL, hidrofobik yapisina ve ylUksek kristalinitesine bagh
olarak, PGA ve diger polimerlere gore daha yavas bozunmaya ugradigi,
dolayisiyla fiziksel Ozelliklerini daha uzun slre koruyabildigi igin 06zellikle
implantlarin yapiminda ve en az 6 aylik, uzun sureli ilag salim sistemlerinde sik¢a
tercih edilmektedir (Kweon et al., 2003; Agrawal ve Ray, 2001). PCL'’in yigin
bozunmasi 2 fazda incelenebilmektedir: (1) zincir kopmasina bagli olarak Mn’da
5000’e varan azalma, (2) agirhk kaybinin baglamasi. PCL’in su igeren ortamlardaki
bozunmasi otokatalitiktir, cinkli bozunma sirasinda serbest kalan karboksilik asit
uc¢ gruplari, hidrolizi katalizleyerek yeni ester gruplarinin yikimini saglamaktadir.
Bozunmada ilk basamakta agirlik kaybr gozlemlenmemekte, ikinci basamakta ise
yigin polimerik yapidan difuzyon ile uzaklasabilecek kadar klguk zincirler
kopmaya baslamaktadir (Pitt et al., 1981). Bozunma polimerin amorf bdlgelerinden
gerceklestigi icin, artan kristalinite ile bozunma hizi ters orantihdir (Sinha et al.,
2004). PCL’in vucut igindeki bozunmasi sonrasinda agiga ¢ikan bozunma drunleri
ise trikarboksilik asit ¢cevrimi veya renal sekresyon ile metabolize edilmektedir
(Kweon et al., 2003).

Kapsamli bir sekilde yuratiimus olan in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucunda, PCL
bircok medikal ve ilag salim cihazi igin FDA tarafindan onaylanmistir. PCL,
yumusak ve sert doku uyumlulugundan dolayi dikis ipligi, yapisma bariyeri, ilag

salim cihazi, kemik ve deri yamasi olarak kullaniimaktadir.
2.4.1.2. Dogal biyopolimerler

Dogal biyobozunur polimerler dogal malzeme bazli polimerler olup; polisakkaritler

(nisasta, alginat, kitin/kitosan, hiyaluronik asit ve turevleri) veya proteinler (soya,
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kollojen, fibrin jeller ve ipek) ve destekleyici olarak kullanilan lignoselilozik dogal

fiberler gibi biyofiberler olmak Uzere siralanabilir Lee et al., 2005).

Kollajen fibroz bir proteindir ve dogal hucre disi matrisin temel bilesenlerinden
biridir. Memelilerde en ¢ok bulunan proteindir ve deri, kemik, tendon, kikirdak, kan
damar ve kalp kapakgiklarinin temel yapi elementidir (Kose et al., 2005; Lee et
al., 2000; Taylor et al., 2006). Molekuler ve kimyasal yapilari birbirlerinden farkli 25
tip kollajen tanimlanmistir. Bunlarin arasinda tip | kollajen, in vitro osteoblastik
farklilagsma ve in vivo osteogenezis i¢in uygun bir gevre olugturmaktadir. Dogal bir
polimer olarak, tip | kollajen, 6zellikle deri gibi yumusak dokularin tedavisi ve
benzeri doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimistir (Kése et al., 2005).
Sentetik polimerlerle karsilastirildiginda; kollajen, hicre yapismasina olanak
saglayacak ¢ok daha saf bir ylzeye ve yararli biyolojik 6zelliklere sahiptir. Bu
sebepten dolayi, kollajenin kendisi ve/veya bir kompozitin bileseni olarak doku
muhendisligi uygulamalarinda siklikla kullaniimaktadir (Kikuchi et al., 2004; Ma et
al., 2004; Rodrigues et al., 2003; Rothamel et al., 2005). Ancak, biyomedikal
cihazlara uygulandiginda gosterdigi antijenik ve immuanojenik reaksiyon (Lynn et
al., 2004), dusuk islenebilirlik, potansiyel patojen bulusturmasi, mekanik
Ozelliklerinin zayifligi ve biyobozunma kontroltinin zorlugu gibi nedenlerden dolayi
kollajenin kullanimi ile ilgili soru isaretleri bulunmaktadir (Ma et al., 2004).
Kollajenin ¢capraz baglanmasi ve diger biyomateryallerle hazirlanan hibrit yapilarla
bu sorunlarin Ustesinden gelinmeye calisiimaktadir. Ma ve arkadaslari, kollajen
molekulleri arasinda bir kdpru vazifesi goérecek, suda ¢oziinen gapraz baglayici
ajanlar olan karbodiimid, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimide (EDAC) ve N-
hidrokisuccinimid (NHS) amino asit (glutamik asit ve lizin) varhdinda
kullanmiglardir. In vitro yapilan galismada, kollajenin biyobozunma derecesinin
lizin eklendiginde belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir. Diger biyopolimer ve
biyoseramiklerle hazirlanan kollajen bazli kompozitler, hibrit biyomalzemeler ve
kollajene gore Ozellikle mekanik glc¢ ve hucre tutunmasi bakimindan avantaj
saglamaktadirlar (Chang ve Tanaka 2002; Chen et al., 2001; Kikuchi et al., 2004;
Rodrigues et al., 2003; Sukhodub et al., 2004).

Kitinin deasetilasyonu ile elde edilen, glukosamin ve N-asetilglukosamin igeren
kitosan diger 6nemli dogal biyopolimerdir (Chung et al., 2002; Shen et al., 2000;
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Zhao et al., 2002). HA/kitosan jelatin doku iskeleleri uretilmis ve it vitro
calismalar hucre digi matrislerin sentezlenebilecegini ve kemik gibi yapilara
sekillendirilebildigi gosterilmistir (Zhao et al., 2002).

Doku muhendisligi icin kullanilan diger bir dogal malzeme ise nisastadir.
Nisasta, kemik implantindan, doku iskelelerinin Uretimine ve ilag salim
sistemlerine kadar genis bir biyomedikal uygulama alanina sahiptir (Lam et
al., 2002; Levy et al., 2004). Nisasta, pratikte farkli uygulamalarda farkl
Ozelliklere sahip doku iskelesi olarak kullanabilmek icin seluloz asetat (Levy
et al., 2004; Salgado et al., 2002), hidroksiapatit (Marques ve Reis, 2005),
poli(etilen-vinil-alkol) ve poli(laktik asit) (Neves et al., 2005) gibi diger
biyomalzemeler ile birlestiriimektedir.

2.4.1.3. Biyoaktif seramikler

Biyopolimerlerden baska biyoaktif seramikler de doku muhendisliginde
kullaniimaktadir.  Tri-kalsiyum  fosfat (TCP) ve hidroksiapatit (HA,
(Ca19(PO4)s(OH)2) ve bunlarin kombinasyonlari doku iskelesi Uretiminde
oldukga sik kullanilan biyoseramiklerdir. Bu iki biyoseramik sert doku ile
muikemmel bir uyumluluga, yuksek osteokonduktif 6zellige ve biyoaktiviteye
sahiptirler. Antijenik ya da sitotoksik 0zellik tagimamakta ve kemik implanti ya da
doku iskelesi olarak gozenekli yapilara proses edilebilmektedirler (Kikuchi et al.,
2004; Liu, 1997; Miko ve Temenoff, 2000; Sukhodub et al., 2004; Vail et al.,
1999). Ancak kirilgan yapilarindan ve kontrolli olarak yluksek gdézenekli hale
getirilimek istendiginde isleme zorluklari ile karsilagildigindan dolayi kullanim
alanlari kisitlanmaktadir (Liu, 1997; Meenan et al., 2000). Bu dezavantajlarin
ustesinden gelmek, biyouyumluluklarini ve hicre yapismasini arttirmak igin
kollajen ile birlikte kullaniimaktadir (Clarke et al., 1993; Rodrigues et al.,
2003). Kikuchi ve arkadaslari (2004), biyomimetik ¢oktiirme yéntemi ile kemik
benzeri HA/kollajen kompozitler Uretmislerdir. Kemik dokusu reaksiyonu ve
kemik formasyonu otojenik bir implanta benzer mikemmel bir osteoklastik
resorpsiyon gostermistir. S6zi gecen bu in vitro ¢alismada osteoblastlar
kullanilmig, hicrelerin HA partikullerinin ylzeyine ve kollajen fiberlere tutunup

yayildigi ispatlanmigtir.
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Biyoaktif seramikler sinifina giren biyoaktif camlarin ve seramiklerin genel 6zelli§i
yuzeyinin dokular ile bag olusumunu saglayan, biyoaktif “hidroksikarbonatapatite”
(HCA) tabakasindan olusmasidir. Biyoaktif implant Uzerinde olugsan, HCA fazi

kimyasal ve yapisal olarak kemikteki mineral faza esdegerdir.

Biyoaktif camlarin ve seramiklerin doku muahendisligi igin en énemli 6zellikleri
enzimatik faliyetleri ve U¢ boyutlu vaskuler yapi olusumunu desteklemeleri (Day et
al., 2004), dokunun kendine has oOzellikte farklilagmasina yardimci olmasi ve
kemik dokudaki mezenkimal hicrelerin kendine has faklilagsmasina olanak
saglamasidir (Schepers et al., 1991). Ayrica, biyoaktif camda ¢6zllen Grinler, gen
ekspresyonunu denetim altina alarak kemiklerin gelisimini ve gelistirici faktorlerin

uretimini kontrol eder.

Kompozit doku iskelelerinde ise doku iskelesi 6zelliklerinin iyilestiriimesi igin iki
veya daha fazla malzeme birlestirilerek dokunun fizyolojik ve mekanik ihtiyaci
saglanabilir. Polimerik yapinin sagladigi avantajlarin yani sira, biyoaktif seramik
fazin hacimsel fraksiyonu kontrol edilerek, Uretilen doku iskelesinin mekanik
dayanimi istenilen boyutta ayarlanbiir. Malzeme biyoaktifligi kompozit doku iskelesi
performansinda etkili bir parametredir. Biyoaktivite derecesi, hacimsel fraksiyon,
birim hacim basina dusen yuzey alani ve igerikteki malzemenin yapisal duzeni,
sekli, boyutu ile duzenlenebilir. Biyolojik emilime sahip polimerlere biyoaktif
inorganik malzemelerin ilavesi, polimerin bozunma davranigi degistirebilir.
Biyoaktif camlarin da iginde bulundugu kompozit doku iskelelerinin ylzey ve yigin
Ozellikleri hidrofobik polimer matrisin su absorpsiyonunun ve hidrofilikliginin
arttirnlmasina sebep olurken, bodylelikle doku iskelesinin bozunma kinetigini de
degistirilebilir (Maquet et al., 2004).

2.4.2. Kemik Doku Miihendisligi Doku iskeleleri

Doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilacak olan doku iskelelerinin sahip
olmasi gereken Ozelliklerin en basinda doku iskelesinin Uretiminde kullanilan
malzemenin biyouyumluluk o6zelligi gelmektedir. Vicuda implante edilen doku
iskelesinin vicutta enfeksiyona neden olmamasi, bagisiklik sistemini uyarici etkide
bulunmamasi ve sitotoksik etki gdostermemesi acisindan sarttir (Rezwan et al.,

2006). Biyouyumluluk, doku iskelelerinin  hdcre infiltrasyonunu ve
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vaskularizasyonunu saglamasi, boylece doku ile bir butunlik olusturabilmesi
acgisindan da buyuk 6nem tasimaktadir. Doku iskelelerinin hidrofilik 6zellikleri ve
yuzey yuk yogunluklari da 6zellikle hicre yapismasini ve yayillmasini etkileyen
Ozelliklerdir (Burg et al., 2000). Bazi doku iskelelerinin Uretiminde kullanilabilen
baglatici, stabilizor, ¢capraz baglayici ve ¢ozucu gibi kimyasallarin kalintilarinin,
doku iskelelerinin biyouyumluluk Ozelliklerini degistirebilecegi g6z o6nunde

bulundurulmalidir.

Doku iskelelerinin sahip olmasi gereken bir diger 6zellik ise birbirleriyle baglantil,
kontrol edilebilir gézenekliliktir. Gozeneklilik, hicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi, i¢
bolgelere kadar yayilmalari, besinlerin aktarimi ve atiklarin uzaklastiriimasi ayrica
damarlanmanin gergeklesmesi igin gok dnemli bir parametredir. Kemik dokusunun
yenilenmesi i¢in doku iskelelerinin en az %90 gozeneklilik ve 100 ila 400 um arasi

g6zenek boyutlarina sahip olmalari gerekmektedir (Boyan et al., 1996).

Doku iskelesi malzemeleri, vicut iginde bozunmaya ve resorpsiyona ugrarken
ayni zamanda dokudaki hucrelerin doku iskelesine yapigip, yayllmasini ayrica
sayica oldugu kadar nitelikge de iyilesmesini saglayacak sekilde secilmelidir. ideal
bozunma hizi, yeni doku olusum hiziyla paralel gidecek ve ayni zamanda yeni
doku olusana kadar doku iskelesinin yeterli mekanik butinligund korumasina
yetecek bigimde ayarlanmalidir. BOylece hlcre uUremesi ve hicre digi matris
sentezi ile doku yenilenmesi gergeklesirken, doku iskelesi hem gerekli fiziksel
destedi saglayacak hem de bozunarak yeni olusan dokuya gerekli olan boslugu
olusturacaktir. Kemik rejenerasyonunum amaglandigi ¢alismalarda kullanilan doku
iskelelerinin fiziksel 6zelliklerini en az 6 ay korumalari gerekmektedir (4 ay hiicre
kalturd, 2 ay vucut igi). Sonrasinda ise doku iskelesinin, defekt bolgesinde
fizyolojik pH degerini dusuirmeyecek, vicutta toksik etki gdstermeyecek ve
metabolik yollarla vicuttan uzaklastirilabilecek toksik olmayan bozunma urunleri

olusturarak, 12-18 ay arasinda bozunmasi beklenmektedir (Hutmacher, 2000).

Ozellikle kemik gibi yUk tasiyan dokularin tedavisinde kullanilan doku iskelelerinin
sahip olmasi gereken en 6nemli 6zelliklerden biri digeri de mekanik dayanimdir.
(Rezwan et al., 2006; Choong et al., 2004). Mekanik dayanim icin doku iskelesi

dretimi icin kullanilan malzemenin hem gulgli molekiler baglara hem de
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bozunmaya izin verecek kimyasal ve fiziksel yapiya sahip olmasi gerekmektedir
(Hutmacher, 2000).

ideal bir doku iskelesinde aranilan bir bagska 6zellik ise yilizey/hacim oraninin
yuksek olmasidir. Yuksek ylzey alani/hacim orani daha ¢ok huicrenin doku
iskelesine tutunmasina olanak saglayacagi icin yararldir. Gézenek capi ve i¢
yuzey alani dogru orantili oldugundan, uygulamanin yerine gore yuzey alani ve

mekanik ozellikler arasinda bir uzlasma noktasi bulunur.

Tum bu Ozelliklere ek olarak, doku iskelelerinin sterillesebilir olmasi, endustriyel
uretim igin dlgek buyutmeye izin veren bir sekilde ve istenilen geometride

uretilebilmesi, doku muhendisligi iskeleleri i¢cin buyuk onem tasimaktadir.
2.4.2.1. Doku iskeleleri uretim yontemleri

Biyomalzemelerden yuksek gozeneklilikte G¢ boyutlu doku iskelesi elde etmek igin
bircok teknik ve ydntem bilinmektedir (Sepulveda et al., 2001; Lee et al., 2005).
Yaygin olarak kullanilan teknikler, termal etkiyle faz ayirimi, ¢ézictu dokim ve
partiktl 6zutlemesi, faz donusumu ve partikil 6zitlemesi, fiber gekme/baglama,
eriterek kaliplama, gazla kopuklendirme/ylksek basing muamelesi, membran
laminasyonu, hidrokarbon kaliplama, dondurarak kurutma, emdulsiyondan
dondurarak kurutma, c¢ozelti dokum ve bu tekniklerin kombinasyonlaridir.
(Hutmacher, 2001; Nishimura, 2003; Liu ve Ma, 2004, Rezwan et al., 2006). Bu

yontemlerin avantaj ve dezavantajlarindan asagida kisaca bahsedilmigtir.

Doku iskelesi Uretimindeki en blyUk sorun, istenen makro-yapisal (dis geometri,
bilesim, mekanik dayanim, yogunluk, gozeneklilik), mikro-yapisal (gézenek
boyu, gobzenekler arasi baglantilar, bozunma davranisi) ve nano-yapisal
(yUzey topografisi, yuzeyin fiziksel-kimyasal yapisi) Ozelliklerin kesin bir
sekilde korunmasidir. ideal olarak, fabrikasyon tekniginin ayni zamanda farkli
temel malzemelerin kullanimina izin vermesi gerekir. Farkli malzemelerden
olusan karmasik doku iskelelerinin tasarimi da uretimde diger basamaklari zorunlu
kilar. Cesitli muhendislik parametreleriyle doku iskelesi Uretiminin sonucu
belirlenebilir (Aydin, 2008).

38



Termal etkiyle faz ayirimi

Gozenekliligi yuksek (~97%), u¢ boyutlu polimerik doku iskelesinin Uretimi igin
kullanilan yontemlerden biri “termal etkiyle faz ayrimi” (thermally induced phase
seperation; TIPS) yontemidir. Bu yontemde biyobozunur polimer uygun bir ¢ézicu
¢ozulur, ardindan kompoziti olusturan inorganik maddeler ile karistirilir ve
kaliplanir.  Ardindan sicaklik ¢Ozucinin donma sicakhgi altina indirilir,
kristallendirilen ¢ozuca “freze-drying” yontemiyle yapi igerisinden uzaklastirilir. Bu
yontemle elde edilen doku iskeleleri; sinir, kas, tendon, bag doku, bagirsak, kemik
ve dis doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimaktadir. Elde edilen doku
iskelesi anizotropik kanalsi yapida olup ylksek orvea goézeneklidir. TIPS
yontemiyle Uretilen kopuklerin mikro-gozenekliligi, gozenek yapisi, mekaniksel
Ozellikleri, biyoaktivite ve biyobozunma oranlari, ¢esitli polimer konsantrasyonlari,
hacimsel fraksiyon, sicaklik ve kullanilan polimer-¢ézicu ile kontrol edilebilir
(Rezwan et al., 2006). Maquet ve arkadaslari (2004), TIPS metodu ile bimodal,
anizotropik gézenek yapisinda, yiiksek gdzeneklilikte PDLLA/Biyocam® kompozit
doku iskeleleri gelistirmigler ve bu doku iskelesini de kemik doku muhendisliginde
kullanmiglardir. Bu ydntemin baslica dezavantaji tekrarlanabilirliginin az olmasi,

toksik ¢ozuculer kullanilmasi ve Ug¢ boyutlu Gretimin zor olmasidir.

Coziucu dokum ve parcacik ozitleme

Uygulanan baska bir yontem ise “¢ozicl dokim ve pargacik 6zutleme” (solvent
casting ve particle leaching) yontemidir. Mikos tarafindan 1994'te ilk kez agiklanan
bu yontem, polimerin organik c¢ozucude c¢ozUnmesi, seramik parcaciklarla
karigtiriimasi, ¢ozeltinin G¢ boyutlu bir kaliba dokulmesini ve son olarak ¢gozucunun
buharlastiriimasi ve ardindan pargaciklarin 6zitlenmesi agsamalarini igerir. Cozucu
dokim ve partikil 6zitleme teknigi Ozellikle poli(L-laktik asit) (PLLA) doku
iskelelerinin Uretiminde kullaniimis olsa da, diger polimerler i¢in de uygulanmistir
(Gomes, 2002). Bu uretim yonteminde, ekstra ekipmana ihtiya¢ duyulmadigindan
avantajli olarak gorulse de sadece belirli formlarda Uretim yapilmasi (duz yaprak
veya tlp), polimerden toksik ¢oéziclinun tamamen uzaklastirilamamasi, ¢ézlcu
kullanarak polimerde birlesmis olan protein veya diger molekullerin bozunmasi gibi
dezavantajlari da vardir. Polimer-seramik yapilar, ¢bzucu agregasyon yontemi ile

de uretilebilir. Polimer mikrokureler oncelikle geleneksel su yag/su emulsiyonunda
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sekillendirirler. Daha sonra ¢ozucu-agrege polimer-¢ozucu doku iskeleleri, ¢ozucu,
tuz ya da seker partikulleri, seramik granuller ve Onceden sertlestiriimis

mikrokurelerle karistirilarak yapilandirilirlar (Boccaccini et al., 2007).

Serbest kati formlama

Serbest kati formlama (solid freeform fabrication, SFF) dretim yontemi ise
bilgisayar desteklik tasarim (CAD), bilgisayarli tomografi (CT) ve manyetik
rezonans goruntulime (MRI) gibi bilgisayar verilerinden direkt olarak 6zel olarak
uretime olanak saglayan gelismekte olan bir teknolojidir (Das et al., 2003). 20
yildan bu yana 20’den fazla SFF sistemi gelistiriimis ve ticaretlestirilmistir. Bu
yontemle tamamen birbiriyle baglantili gozenekli ag yapili, tekrarlanabilirligi yuksek
doku iskelesi uretilebilir (Taboas, 2003). SFF teknigi kontrolli mikro ve makro
g6zenekli doku iskelelerinin gelistiriimesi igin konvansiyonel kopuk doku iskelesi
uretim prosedurleriyle (faz ayirma, emdulsiyon-¢ozucu diftizyonu) birlestirilebilir. Bu
tur biyomimetik yapilar, multi-doku ve yapisal doku ara yuzu i¢in degerlendirilebilir.
Literatire gore bu yontemle Uretilmis herhangi bir bozunur polimer/biyoaktif cam
kompoziti bulunmamaktadir. Bu yontem vyalnizca biyoaktif faz olarak kalsiyum
fosfat iceren kompozitler igin uygulanmaktadir (Xiong et al.,, 2002). Xiong ve
arkadaslan (2002), SFF Uuretim yontemi bazli disik sicaklik depozisyonu ile
gozenekliligi %90’na kadar ¢ikan ve mekanik Ozellikleri insan kansel6z kemigine
yakin olan PLLA/TCP kompozitleri elde etmiglerdir. SFF yontemi, gézenek boyutu
ve sekli, dallanma, baglanti, geometri ve oryantasyon gibi birgcok hassas mimariye
sahip doku iskelelerinin Uretiminde ve 0zellikle doku muhendisligi gibi biyomedikal
uygulamalarda yayginlagsmasi ongorulmektedir (Fang et al., 2005; Hutmacher,
2001; Hutmacher et al., 2004; Khalil et al., 2005; Lam et al., 2002; Sun ve
Lal, 2002; Wilson et al., 2004).

Mikrokiire sinterleme

Mikrokure sinterleme ise bilinen diger bir yontemdir. Bu yontemde oncelikle
seramik ve polimer kompozit mikrokureleri emulsiyon/¢6zicu buharlastirma teknigi
ile sentezlenmektedir (Ambrosio et al., 2001; Khan et al.,, 2004). Lu ve arkadaslari
(2003) tarafindan kompozit mikrokurelerin sinterlenmesi ile ti¢ boyutlu biyobozunur

polimer ve biyoaktif cam kompozitleri Uretilmistir. Daha yakin ge¢misti ise Yao ve

40



arkadaslar (2005), PLGA/biyoaktif cam kurelerini emdlsifikasyonla sentezlemisler
ve U¢ boyutlu gdzenekli yapi elde etmek igin kaliplar igerisinde 1sitmislardir. Daha
sonra Uurettikleri malzemelerin biyoaktivitesini ve stromal ilik hucrelerinin

osteogenezisi igin uygunlugu goéstermislerdir.

Fiber baglama

Fiber ag yapilar olusturmada, 6rme, dokuma ve fiber baglama gibi yollarla doku
iskeleleri hazirlamak amaciyla biyobozunur fiberler kullanilir (Cooper et al.,
2005/2000; Freed et al., 2006). Birka¢ polimerin ayni anda egrilmesiyle
fonksiyonel fiberler elde etmek mimkuindiar. PGA ve PLA fiberler bu yontemle
uretilen en vyaygin fiberlerdendir (Ouyang et al., 2003). Tek baslarina
kullanilabildikleri gibi, biyouyumlulugu arttirabilmek gibi amaclarla kollajen turu
biyomalzemelerle birlikte de kullanilabilirler. Orme ve dokuma teknigi hayli basit
olup, toksik olmayan kimyasallar icermektedir. Ancak bu teknikte, disuk sertlik ve
gbzenek boyutu ile seklinin kontrolindeki zorluk gibi sinirlamalar s6z konusudur.
Fiber baglamada iki fiber malzeme “isi ile eriterek birlestirme” veya “gdbmme” ile
birbirine baglanir ve daha sonra malzemelerden biri segici bir ¢ozicude ¢dzulerek
fiber iskelesi elde edilir. Bu teknikle doku muahendisliine uygun, birbiriyle
baglantili, yuksek gozeneklilikte doku iskeleleri elde etmek mumkin olmasina
ragmen, kullanilan ¢6zicunun tamamiyla uzaklastirlamamasi durumunda
hicrelere kargi toksisite ortaya g¢ikabilmektedir ki bu da hucrelerin in vivo ortamda

yeni doku olusturamamasi anlamina gelmektedir (Miko ve Temenoff, 2000).

Faz ayirma

Faz ayirma teknigi, polimer-su emdulsiyonlari gibi termodinamik olarak kararsiz
Ozellikte olan ve serbest enerjisini dusurmek icin faz ayrimina ugrayan c¢ok
bilesenli homojen bir sisteme dayanmaktadir (Whang et al., 1995). Doku iskelesi
uretimi agisindan, sicaklik etkisiyle faz ayrimi sonucunda polimerce zengin ve
polimerce zayif fazlar elde edilir. Lliyofilizasyon veya ¢o6zucu ekstraksiyonu ile
¢ozlcu uzaklagtinldiktan sonra ¢bzucunin vyerinde gdzenekler kalmakta
dolayisiyla gbzenekli yapi elde edilmektedir (Chen et al., 2001; Zhang ve Ma,
1999). Faz ayrilma kosullari degistirilerek olusan doku iskelesinin 6zellikleri de

kontrol edilebilir. Ma ve Zhang (2001) modifiye edilmig bir faz ayirma yontemi
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kullanarak yonlenmis mikrotubuller iceren, yuksek gozeneklilige sahip bir doku
iskelesi  hazirlamiglardir.  Bu teknik fibroz yapida doku iskelelerinin
hazirlanmasinda da kullaniimistir (Ma ve Zhang, 1999). S6zu gecgen teknikte
g6zeneklerin olusturulabilmesi i¢in organik ¢éziculer kullanildigindan, hicreler igin
toksisiteye neden olabilecek c¢oziucunun uzaklastirimasi ¢ok buyuk Onem
tagsimaktadir. Doku iskelesi Uretiminde yuksek basing CO, kullanimi ile toksik
¢ozucu gereksinimi ortadan kalkmaktadir (Mooney et al., 1996). Ancak bu gekilde
elde edilen doku iskeleleri doku muhendisligine uygunluk géstermeyen gozeneksiz

yuzeylerin elde edilmesine neden olmaktadir.

Yukarida bahsedildigi gibi, uygulanacak doku iskelesi Uretim teknigi birincil olarak
kullanilan malzemeye gore belirlenir. Dogal olarak bulunan, organik olmayan
malzemeler ornedin sentetik organik malzemeler icin kullanilan tekniklerden farkl
sekilde ve dogal olarak bulunan organik olmayan malzemeler de sentetik organik
malzemeler igin kullanilanlarin disinda farkli tekniklerle Uretilir. Organik olmayan
malzemelerin Uretimi genelde seramik teknolojisinde kullanilan tekniklerle
yapilirken, sentetik ve dogal polimer malzemelerinin islenmesi igin ¢ok cesitli
teknikler gelistirilmistir. Geleneksel polimer isleme teknikleri, yidin ya da goézenekli
yaplya sahip doku iskelelerinin olusturulmasinda kullanilan suregler olarak

tanimlanabilir.

Doku muhendisligi i¢in kullanilan doku iskelelerinin Gretme tekniklerinden bir tanesi
de elektro-egirme teknigidir. Tez kapsaminda kullanilan doku iskelelerinin tretimi
bu teknik kullanilarak gerceklestiriimigtir. Bu nedenle elektro-egirme teknigi

asagida daha ayrintili olarak incelenmigtir.
2.5. Elektro-egirme Yontemi
2.5.1. Tarihi

Sentetik fiberleri olusturmak igin kullanilan elektrostatik kuvvetlere dayali islemler
yuz yili agkin zamandir bilinmektedir. Elektro-egirme olarak tanimlanan bu islemde,
yuksek gerilim kaynagi ile belirli bir polaritedeki yuki polimer ¢ozeltisine ya da
eriyigine aktararak zit polaritedeki toplayiclya dogru ivmelenmesi saglanir. Zit
yuklere sahip sivi ve toplayici arasindaki elektrostatik cekim ve sividaki benzer

yuklere ait elektrostatik itme ¢ozeltinin yonelim kenarinda guglu hale gelerek
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yuvarlaklasan bir meniskls egisinden koni sekline (Taylor konisi) déntsur. Sonug
olarak sivinin yuzey gerilimini yenerek elektrik alan boyunca ilerleyen fiber jet, yol
aldigi atmosferde ¢dzicusunun buharlagmasiyla kati polimer fiber yapisi halinde
toplayici Uzerinde olusur. Bu islem kullanilarak Uretilen fiber yapilar ¢ap olarak
genellikle birkag mikrondan nanometre olgegine kadar siralanmaktadir. Bu biyolojik
boyut Olgeklerinde kolaylikla malzeme Uretiminin saglanmasi, elektro-egirme
yontemi Uzerine doku muhendisligi ve ilag salim uygulamalari icin farkh yeni ilgi

alanlari olusturdu.

Orgusiiz fibréz yapilarn olusturmak icin nispeten daha kolay ve ¢ok yonli
uygulamalara ac¢ik oldugu kanitlanmig elektro-egirme yontemi igin kullanilan
islemsel parametreler olusturulan fiber yapilarin 6zelliklerini énemli bir olgude
etkilemektedir. Baslangigta, bu parametrelerin ¢oklugundan kaynaklanan teknik
zorluklar bu yontemin dusuk gaph polimer fiberleri olusturmak igin uygulanabilir bir
teknik olmaktan uzak oldugunu acgiga ¢ikarmistir. Formhals 1934’te patentini aldigi
yontem ve cihaz ile elektriksel yuk kullanarak sentetik fiberleri egirmeyi bagsarmis
ve elektro-egirme islemi dusuk ¢apli fiberleri olusturmak icin tam anlamiyla gecerli
bir islem ydntem haline gelmistir. Bu cihaz Formhals tarafindan fiberleri gergin
yapida toplayabilen ve hizalanmis fiber yapisi biriktirebilen tasinabilir bir iplik
toplayici olarak kullaniimistir. Formhals, bu cihazi kullanilarak ¢6zucusu
aseton/alkol ¢Ozeltisi olan selliloz asetat fiberlerini basarili  bir sekilde

olusturmustur.

Formhals’in bu bulusu oncul elektro-egirme yontemleri igcinde belirgin bir ilerleme
olustursa da hala bazi dezavantajlar icermekteydi. Toplayicinin yliklenmis polimer
¢Ozeltisine yakinhigina bagli olarak fiber jetin toplayiciya ulastiginda ¢ézicunin tam
olarak buharlasmamis olmasi gevsek bir 6rgl yapisinin olusmasina neden
olmaktaydi. Tamamlanmamis ¢6zuclu buharlagsmasinin bagska bir sonucu da
fiberlerin birbirlerine ve toplayiciya yapismaya egilimli olmasiyla meydana gelen
cikartilarak tasinma problemidir. Bu nedenle, Formhals tarafindan patentlenen
ikinci detayli yontemde egirme ve toplama taraflari arasinda daha blyuk bir uzaklik
kullaniimistir ve bdylece daha énce karsilasilan bircok problem bastiriimistir. ikinci
patentinde Formhals, ¢oklu baslik kullanarak ayni polimer ¢dzeltisinden es zamanl

fiberler egirme yontemiyle fiber jetlerin toplayiciya dogru iletimini tanimlamistir.
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Formhals 1940 yilinda patentledigi yeni yonteminde polimer ¢ozeltisinin dogrudan
taginabilir bir yapi Uzerinde elektro-egirme yontemi ile kompozit yapidaki fiberler

olusturdugunu tanimlamigtir.

Elektro-egirme yonteminin anlasiimasinin ardindan Formhals daha sonraki
calismalarinda yontemin geligtiriimesi Uzerine odaklanmigtir. Bu gelismelerden
yaklasik 30 yil sonra, 1969 yilinda Taylor kapiler bir sistem sonundaki bir polimer
damlaciginin elektrik alan uygulandigindaki davranigi Uzerine ¢alismasini
yayinlamistir.  Calismalarinda yuzey geriliminin  elektrostatik  kuvvetlerle
dengelenmesi durumunda asili damlacigin konik (Taylor konisi) bir sekil aldigini
g6zlemlemistir. Bunun yaninda, fiber jetin olusan konik yapinin u¢ kismindan
ciktigini bulan Taylor, islem sirasinda kullanilan kapiler sistemdeki ¢aptan daha
dusuk caplarda fiber yapilar olusumunu da bdylece acgiklamigtir. Taylor bunu
izleyen caligsmalarinda koninin ucundayken koni eksenine 49.3 derecelik bir aginin
(ya da 98.6 derecelik bir konik agi) yuzey gerilimiyle elektrostatik kuvvetler arasinda
bir denge olusturmasi igin gerekli olduguna bir ¢ok viskoz akiskan Uzerinde

gOzlemleyerek ulagmistir.

Taylor'un bu yayinlanan ¢alismalarindan sonra ilgi yavas yavas elektro-egirmenin
temel Ozelliklerinden daha detayl bir bicimde birbirinden ayri iligkilendirilen iglem
parametrelerine ve olugan fiberlerin yapisal Ozelliklerine yonelmigtir. Baumgarten
1971 yilinda, belli bir gozeltiyi ve igslem parametrelerini (¢ozelti viskozitesi, akis hizi,
uygulanan voltaj, vb.) ¢esitlendirmenin olusan fiber yapilarinin ézellikleri Gzerindeki
etkilerini arastirmistir. Calismalarinda poliakrilonitril/dimetilformamid (PAN/DMF)
¢cozeltisi kullanarak metal bir kapiler sistemden c¢ikartim gergeklesmigstir. Yuksek
hizli kamera ile yuklenmis asili damlaciktan tek bir fiber yapisi olusumu
g6zlemlenmigtir. Bu sistem kullanilarak fiber capinin ¢ozelti viskozitesine dogrudan
bagh oldugu aciklanmis, yuksek viskozitelerde daha bulyuk c¢apli fiber olusumu
gOzlemlenmigtir. Bunun yaninda, fiber gapina artan elektrik alana karsilik dogrusal
olarak bir digme goézlemlenmemistir. Baglarda artan elektrik alan uygulamasina
karsilik fiber capinda disme gozlemlenmigse de belirli bir minimum degere
ulasilmasinin ardindan uygulanan elektrik alanin artmasina ragmen fiber ¢apinda
artis gozlemlenmektedir. Baumgarten, c¢ozelti ve islem parametrelerinin

cesitlendiriimesiyle elektro-egirme ile elde edilen fiber ¢aplarinin 500nm ile 1100nm
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arasinda oldugunu gozlemlemistir. Baumgarten’in bu oncul ¢alismalarinin yaklasik
25 yil sonrasinda polimer eriyiklerin elektro-egirme yontemiyle olugan fiberlere ait
yeni ortalamalarla degisime ugratilmis yapisal 6zelliklerinden takviye edilmis bir
calisma izlenmigtir. Larrondo ve Mveley elektro-egirme ydntemiyle polietilen ve
polipropilen eriyiklerinden basariyla fiber yapilar elde etmistir. Bu calismalarin
sonucunda eriyiklerden elde edilen fiber c¢aplarinin ¢ozeltiden elde edilen fiber
caplarindan daha buyuk oldugu gozlemlenmigtir. Bunun yaninda fiber ¢capinin eriyik

sicakligina ters yonde bagl olduguna ulasiimistir.

Ayni donemlerde doku muhendisligi alaninda elektro-egirme yontemi ile
olusturulacak potansiyel uygulamalar Uzerinde c¢aligmalar yapilmigtir. Annis ve
Bornat 1978 yilinda vaskuler protez olarak elektro-egirme yontemiyle olusturulmus
bir matris Uzerine ¢alismalarini yayinlamistir. Fisher ve Annis 1985 yilinda elektro-
egirme yontemiyle olusturulmus arter protezinin uzun vadede in vivo performansini
g6zlemlemek amacgli c¢alismada bulunmustur. Sonug¢ olarak, elektro-egirme
yontemiyle olusturulan oncul fibroz yapi ¢alismalarinin doku muhendisligi ve ilag
salim alanlarindaki yerini almasi seneleri bulmus, yaygin bir ilgi alanina hitap eden

bir polimer isleme ydntemi olarak uygulama sahasina ulagmistir.
2.5.2. Genel Proses Parametleri

Basit bir elektro-egirme sistemi genellikle GU¢ ana kisimdan olugmaktadir: bir
yuksek voltaj gu¢ saglayici, bir iplik Uretimi icin bashk (6rnedin bir pipet ucu) ve
topraklanmis toplama plakasi (genellikle metal bir ylzey, tabela ya da
déndiirilebilir bir mil yapi). islem icin polimer cozeltisine yikleme yapildiginda
digsal bir elektrik alan etkisi altinda basliga dogru ilerler, ylizey gerilimi ile elektrik
alanin dengelendigi noktaya ulasildiginda asili kalan bir konik damla seklini
olusturur. Uygulanan elektrik alan ylzey gerilimini yendiginde zayif bir jet

damlacigin yuzeyinden kurtularak toplama plakasina dogru ilerler.

Toplama plakasina dogru olusan fiber jet ilerledikge ¢ozucusunun buharlastigi
g6zlemlenir. Olusan Urln yUksek bir ylzey alan-hacim oranina ve mikron olgekli
gbzeneklere sahip orgusuz fibroz iskele yapisidir. Fiber kalinhdir ve morfolojiyi
kontrol eden parametreler; c¢ozelti 6zellikleri (viskozite, elastisite, iletkenlik ve

yuzey gerilimi), elektrik alan kuvveti, toplayici ile baslik arasi uzaklik, sicaklik ve
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nemliliktir. Baslik verimliligi distk caph fiberlerin olusumunda oldukg¢a dusuktir.
Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar multi-jet ve puskurtme destekli elektro-egirme
yontemleri ile endustriyel amaca yonelik Uretim imkanhgr Uzerine
yogunlasmaktadir. Ornegin, nanofibréz iskeleler doku miihendisligi immobilize
edilmig enzim ve katalizorler, yara ortu malzemeleri, yapay kan damarlari gibi
alanlara hizmet etmektedir. Ayrica ameliyat sonrasi olugan yapisma onleyici
bariyer ve kontrolll ilag (gen) salim araci olarak da kullaniimaktadir. Belirlenen
hedefe yonelik basarli bir uygulama gerceklestirmesi igin nanofibroz iskeleler
ihtiyaca uygun fiziksel ve biyolojik &zellikleri saglamahdir. Ornegin, doku
muhendisliginde, elektro-egirme ile olusturulmus uygun mekanik ozelliklere sahip
iskeleler fiziksel olarak hucre disi matrislerdeki nanofibroz yapilara benzemelidir.
Ayrica hucre tutunmasini, yapismasini ve ¢ogalmasini da desteklemelidir. Yara
orti uygulamalari i¢in nanofibréz iskeleler, doku yenilemesini saglayacak bir
malzeme olmak disinda biyoaktif etmenler saglamali ve iyilesme sirasinda
kontrolli salimi gergeklestirilecek ilag (6rnegin antibiyotik) igceren bir yapida
olmalidir. Bu fonksiyonel 6zelliklere sahip bir nanofibréz iskele disiplinler arasi bir
yaklagsimla fizik, kimya, biyoloji ve muihendislik alanlarinin birlesimiyle

olusturulmaktadir.

Biyomedikal uygulamalarda elektro-egirme yontemiyle elde edilen nanofibroz
iskelelerin hidrofilizite, mekanik modul ve dayanim, biyobozunurluk, biyouyumluluk
ve 6zgul hicre etkilesimleri gibi fiziksel ve biyolojik 6zellikleri malzemenin kimyasal

bilesimlerince belirlenmektedir.

Kopolimerizasyon ve polimer blend yontemleri polimer fizigi bazinda ele
alindiginda farkli polimerleri yeni malzemelerin 06zelliklerinden yararlanarak
verimlilestirmesi icin birlikte kullanmasi i¢in uygulanmistir. Bdylece belirli
bilesenlerin kombinasyonlari secilerek ve bilegsen oranlari ayarlanarak elektro-
egirme yontemi sonucu olusan iskele vyapisina istenilen yeni 0ozellikler
eklenebilinmektedir. Birgok kopolimer ve polimer karigimi, érnegin poli(laktik-ko-
glikolit), poli(etilen-ko-vinil alkol), elastin igerikli kollajen karigimlari (49), poli(etilen
oksit) iceren kitosan karisimlari (PEO ve ya PEG molekuler agirliklari kigukse,
ornegin <5000 Da), elektro-egirme yontemi ile biyomedikal kullanim amagli

nanofibroz iskele Uretiminde kullaniimaktadir, ancak bunlar kendi aralarinda basari
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siralamasi igerisinde yer almaktadirlar.

Malzeme bilesimi avantajlarindan yararlanmanin yani sira, fiber ¢api, morfoloji, ve
iskele gdzenekliligi ayarlanarak Uretim igslemi kontrol edilebilir ve bu olusan iskele
dzelliklerini ve islevlerini belilemede énemli bir rol oynar. Ornek olarak, cift fazli
elektro-egirme islemi, ilag katihimi ya da kontrolli salim amagh fiber igerigine
biyopolimer ekleme uygulamalari i¢in yeni bir gegis yolu agmaktadir. Elektro-
egirme islemi sonucunda iskelenin fiziksel ve kimyasal degisimlere ugratiimasi,
belirli amaclara yonelik degdisik Ozellikteki c¢alismalarin yapilmasina imkan
vermektedir. Ornegin, elektro-egirme ile retilmis polietilen tereftalatik (PET) iskele
yuzeyine jelatin nakli gergeklestirmek biyouyumlulugu yukseltebilmekte, ayrica

iskeleyi hucre tutunmasi ve gogalmasi icin daha uygun hale getirebilmektedir

Biyomedikal uygulamalar icin elektro-egirme alaninda yapilan son calismalarda
kullanilan malzemeler, uygulanan teknoloji, iskeleler Uzerinde islem sonrasi
dizenlemeler Gzerinde durulmaktadir: (1) kopolimer ve polimer karigsim yapilarini
da iceren polimer malzemesi dizayni (2) yeni innovatif elektro-egirme teknikleri ve
(3) elektro-egirme sonrasi dizenlemeler. Bu ug¢ alan gelistirilen fiziksel ve biyolojik
Ozellikleriyle yeni islevlere sahip iskeleler olusturacak sekilde bir arada

kullaniimaktadir.
2.6. Statinler

3 hidroksi-3-metilgluteril-koenzim A (HMG-CoA) reduktazi inhibitdéri olan statinler
HMG-CoA’'nin mevalonata dénusimunu katalizler. Bu, kolesterol biyosentezindeki
erken ve hiz sinirlayici asama olarak tanimlanir. Statinler, yiksek kan kolesterol
seviyesi bulunan hastalarda ve kardiyovaskuler hastaliklarin onlenmesi ve
tedavisinde yaygin olarak kullanilan, guvenirlikleri kanitlanmig, en etkili ajanlardir.
Genis caph klinik ¢alismalar statinlerin total serum kolesterol seviyesini %15-40,
LDL (Dusuk yogunluklu lipoprotein) kolesterol seviyesini %20-60, trigliserit
seviyesini %10-30 oraninda azalttigint ve HDL (YUksek yogunluklu lipoprotein)
seviyesini %5-15 oraninda arttirdigini gostermigtir. Statinlerin  koroner arter
hastaligi bulunan veya bulunmayan Kisilerde kardiyovaskuiler oOlum oranini
azalttigina dair birgok calisma bulunmaktadir. Statinler, atorvastatin, fluvastatin,

lovastatin, serivastatin, rosuvastatin ve simvastatini kapsamaktadir (Aykan, 2007).
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2.6.1. Simvastatin

Statin grubunun en ¢ok taninan dyesinden birisidir 14 ve Nocardia autrophica’dan
elde edilen dogal kaynakli bir maddedir. Simvastatin 2,2-dimetil-,1,2,3,7,8,8a-
heksahidro-3,7-dimetil-8-(2-(tetrahidro-4-hidroksi-6-okso-2H-piran-2-il)-etil)-1-

naftalenil kimyasal formuline sahip bir butanoik asittir. Simvastatinin ampirik
formUld CasH3s0s ve molekiler agirhgr 418.57, erime noktasi ise 135-138 °C'dir.
Sekil 2.8'de simvastatinin molekuler yapisi gosterilmigtir. Nem tutmayan kristal toz
halindeki yapi, suda ¢o6zunebilir degilken, kloroform, metanol ve etanolde

¢ozlinebilmektedir.

Sekil 2.8. Simvastatinin molekuler yapisi

Klinik olarak oral yoldan 5, 10, 20, 40 ve 80 mg/gun olarak tablet seklinde
uygulanir. Simvastatin %60-80 oraninda emilime ugrar. Uygulanan dozun %5’i
sistemik dolagsima geger. Simvastatinin atilimi %13 oraninda idrara, %60 oraninda
fecese olur. Yarilanma omri 3 saattir. Simvastatinin emilimi besinlerden
etkilenmez, besinlerden bagimsiz olarak kullanilabilir. Kolesterol esas olarak
geceleri sentezlendiginden aksam ilag uygulamasinin sabah uygulamasindan
daha etkili oldugu bulunmustur. Simvastatin karacigerden ilk geciste elimine
oldugundan en buyuk etkisi bu organ Uzerindedir. Karaciger yetersizligi ilacin
birikimine neden olabilir. Preparat igindeki herhangi bir bilesene asiri duyarhlik
durumunda, aktif karaciger hastaliginda, karaciger fonksiyon testlerinin
aciklanamamis i1srarci yuksekliginde, gebelikte ve laktasyonda ila¢g kontendikedir.
Pediyatrik kullanim ile ilgili guvenirlilik ortaya konmadigindan ¢ocuklarda kullanimi

onerilmemektedir.
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Tum hastalarda tedaviye baglamadan once ve bagladiktan sonra periyodik olarak
karaciger fonksiyon testlerinin yapilmasi Onerilmektedir. Serum transaminaz
seviyesi normalin U¢ katina ¢ikiyorsa ve bu seviyesini koruyorsa ila¢ kesilmelidir.
Yuksek miktarda alkol tiketen ve karaciger hastalidi bulunan kisilerde dikkatle

kullaniimalidir.
2.7. Mezenkimal Kok Hiicreler

Sunulan tez kapsaminda doku iskeleleri ile birlikte kullanildiklarindan dolayi
mezenkimal kok hucrelere iligkin bilgilerin bu bélumde kisaca 6zetlenmesine gerek
duyulmustur. Mezenkimal kok hicreler basta kemik iligi olmak uUzere, kemik
dokusu, kas dokusu, yag dokusu, karaciger, kordon kani gibi vicutta pek c¢ok
dokuda bulunurlar. Ozellikle kemik ili§gi stromasinin multipotansiyel ncl hiicreler
icerdigi  bilinmektedir. Burada yer alan mezenkimal kok hacreler, uygun
mikrogevrede osteosit, kondrosit, adiposit veya miyosit gibi farkli hicrelere ve
kemik dokusu, kas dokusu ve kikirdak dokusu gibi dokulara donusebilme
yetenegine sahip hucrelerdir. Mezenkimal kok hucrelerin bu donusum ve
farkhlasma potansiyelinin, doku kayiplarindan kaynaklanan hastaliklarin tedavisi
icin yeni bir alternatif oldugu dusunulmektedir. Kemik ve kikirdak defektleri, kalp
krizi, Parkinson hastaligi ve vyaniklardan kaynaklanan doku kayiplarinin

tedavisinde mezenkimal kok hicre uygulamalarinin sonuglari umut vericidir.

Mezenkimal kok hucrelerin bilinen potansiyel avantajlari sunlardir: uygun doku
kaltdrinde hizh ¢cogalabildikleri igin UGretim kolayhgi saglamaktadirlar, kemik iliginin
elde edilmesi goreceli olarak daha kolaydir, hicre yogunlugu yasla birlikte
azalmakla birlikte, yash bireylerde 6zellikle periosttan elde edilen hicreler yuksek
metabolik etkinlik gdstermektedirler, hem kemige hem de kikirdaga
donusebildikleri icin osteokondral kayiplarin onarimi igin kullanilacak kompozit
greftlerin yerine kullanilabilirler. Yapilan in vivo ¢calismalarda bu hicrelerin defekt
bolgesinde farkhlasabilmeleri icin digaridan yonlendirmeye gereksinim duyduklari
g6zlenmistir. Mezenkimal kok hucreler ayrica hasarli dokularda o doku hucrelerine
donusebilme yetenekleri yaninda var olan rezerv hucrelerin fonksiyonlarini da
artirabilmektedir. Hasarli dokularda sinirli sayida canli kalmig hucrelerin
fonksiyonlarini duzenleyebilir, bu hudcrelerin dmrunu uzatabilir, yeni damar

olusumuna imkan saglayarak kan akimini artirir ve rejenerasyonu katkida
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bulunabilir, o bdlgede inflamasyonu baskilayarak skar dokusu olusumunu

engelleyebilirler.

Mezenkimal kok hlcreler yalniz doku kayiplari igin kullanilmamakta, ayrica kemik
iligi nakilleri ve gen tedavisi alanlarinda da degerlendiriimektedirler. Mezenkimal
kok hucrelerinin  kordon kanindan saflastiriimasi, hicre kaltir ortamlarinda
cogaltilmasi ve istenilen yonde farklilagtirilmasi igin uygun tekniklerin gelistiriimesi
gunumuzde yapilan diger calismalar arasindadir. Buyuk bir tedavi potansiyeline
sahip mezenkimal kok hucrelerin gen tedavilerinde basariyla kullanilabilmeleri
halinde pek ¢ok metabolik hastaliligin tedavisine ¢6zim bulunacagina dair yaygin

bir inanig vardir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda, ilk olarak kalay oktoat (Sigma, ABD) katalizérligunde
dusik ve yuksek molekul agirliklarinda poli(e-kaprolakton) (PCL) (Aldrich,
Almanya) sentezlenmigtir. Sentezlenen PCL’lerden, ¢bzucu olarak kloroform ve
dimetilformamid (DMF) karisimi kullanilarak polimerik blendler hazirlanmig, s6z
konusu blendler elektro-egirme yodntemi ile proses edilerek 6rgusiz nanofiber

yapida mikro gozenekli membranlar elde edilmigtir.

Elde edilen membranlarin, molekal agirhklann GPC (Jel Gegirgenlik
Kromotografisi), kimyasal ve yapisal analizleri FTIR (Fourier Transform Infrared
Spektrofotometresi) ve 'H-NMR (Proton Nikleer Manyetik Rezonans), termal
davraniglar ise DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetre) ile incelenmis, ylzey
morfolojileri ise SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) kullanilarak gosterilmigtir.
Membranlarin in vitro bozunma deneyleri, Ringer ¢ozeltisi icinde vucut sicakhigi
olan 37°C’da surekli galkalamali sistemde molekdl agirhigi azalmasi izlenerek
gerceklestiriimistir. Calismanin bir diger ciktisi olarak, membranlara kemik olusum

hizini arttirmasi 6ngorulen simvastatin yuklenmistir.

Elektro-egirme ile hazirlanan membranlar dairesel olarak (“spiral wounding”)
katlanarak U¢ boyutlu makro ve mikro kanallara sahip doku iskeleleri
hazirlanmistir. Tez kapsaminda sunulan “ kraniyum kemik defekti” modeline uygun
olmasi icin, doku iskelelerinin gapt 8 mm ve yulksekligi 1,5 mm olarak

belirlenmistir.

Hazirlanan doku iskeleleri ve simvastatin yukltu formlari, durgun kultir kosullarinda
(petri kaplarinda) hticre kultir ortaminda test edilmistir. Bu ¢alismalarda fibroblast

hacreler kullaniimig, doku iskelelerinde hicre tutunmasi ve gogalmasi incelenmistir.

Deneysel ¢alismalarin son asamasinda ise hazirlanan doku iskeleleri, simvastatin
yukli formlari ve mezenkimal kok hucreleri ile birlestiriimis formlari denek
hayvanlarinda “kritik buyudkllkteki kraniyum defektlerin® onarimina etkileri
arastinimistir. Deney havyani olarak siganlar secilmis, kraniyal bolgelerinde 8 mm
capindaki kritik buyuklukte defektler agilmig, doku iskeleleri implant olarak bu

defektlere yerlestirilmistir. Kemik iyilesmesi 6 ay sure ile mikroskobik ve histolojik
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gOzlemler ile izlenmis, doku iskelelerinin simvastatin ve kdk hticre iceren formlari ile

birlikte doku iyilesmesine etkileri degerlendirilmigtir.
3.1. Poli(s-kapralakton) Sentezi

Polimer sentezi amaciyla e-kaprolakton (e-CL) (Aldrich, Almanya) monomeri,
katalizbr olarak kalay oktoat (Sigma, ABD) kullaniimigtir. (s-CL) monomeri
kullanilmadan 6nce 24 saat boyunca kurutulmustur. Yiksek (85 kDa) ve dusuk (10
kDa) olmak uUzere iki farkli molekul agirhginda polimer sentezlenmigtir. Her iki
molekul agirhgi icinde [1 -kaprolakton polimerizasyonu, bir cam reaktdrde (balonda)
vakum altinda azot atmosferinde 120°C sicaklikta ve 24 saat surede etlv igerisinde
gerceklestiriimistir. Distik molekil agirhga sahip polimer igin monomer/katalizor
orani:  1700/3 (mol/mol), yuksek molekdl agirhiga sahip polimer igin
monomer/katalizor orani: 1700/1 olarak segilmistir. Polimerizasyon sonrasi reaktor
etivden cikarilarak oda sicakliginda sogutulmus, reaksiyona girmeyen
monomerlerin uzaklastirimasi icin sentezlenen polimerler kloroformda ¢6zullp,
soguk metanolde ¢oktarulmagtlr. Elde edilen polimer vakum altinda etlvde

kurutulmustur. Sekil 3.1’de ¢ -kaprolakton polimerizasyon reaksiyonu gorulmektedir.

0
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Sekil 3.1. Isi ve katalizor varliginda poli(e-kaprolakton) polimerizasyon reaksiyonu
3.2. Elektro-egirme Yontemi
3.2.1. Membran Hazirlanmasi

Kullanilan elektro-egirme sistemi Sekil 3.2'de verilmistir. Bu sistem Hacettepe

Universitesi'nde bulunmaktadir ve deneyler bu sistemde gerceklestiriimistir.
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Sekil 3.2. Elektro-egirme deney duzenegi

Sistemde (¢ temel birimden olugmaktadir. ilk birim, dogru akimla 500 pA ve
maksimum 50 kV gerilim elde edilen yiiksek glic kaynagidir. ikinci birim, polimer
¢Ozeltisinin bulundugu ince bir taptir. TUplin ucu duzgun puskirmeyi saglamak
Uzere dar olarak secilmigstir. TUpun igine sistemdeki elektrotlardan biri takilmistir. Bu
elektroda gl¢ kaynagindan yuksek gerilim uygulanir. Son birim ise toplayicidir.
S6zi gegen birim metalden yapilmig, Uzeri aliminyum folyo ile kaplanmigtir.
Toplayici birimi tipun igine yerlestirilen elektrotun zitti yuklu elektrot gorevini Ustlenir

ve topraklanmigtir.

Gerilimin istenen Olgide sisteme uygulanmasiyla polimer ¢ozeltisi tipin ucundan
buhar jeti seklinde zit yUkli elektroda yani toplayiciya dogru puskuirtr. Coézucunin
yol boyunca buharlagmasiyla katilasan polimer toplayiciya nanofiber seklinde ulagir
ve membran olusturacak sekilde birikir. Fiberler toplayici ytzeyinde birikirken
birbirlerine dokunduklari noktada yapisir ve bir film seklinde 6rglusiz fibréz bir yapi
olusturur. Elektro-egirme yontemi kullanilarak membran Uretimini agiklayan sema
Sekil 3.3’de verilmigtir.
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Sekil 3.3. Elektro-egirme ile 6rgusiz nanofiber yapida membran eldesi

Tez kapsamindaki calismalarda kullaniimak Uzere ortalama 1 mm kalinliginda
membran Uretimi icin elektro-egirme kosullari dnceden yapilan c¢alismalar esas
alinarak belirlenmistir. Elektro-edirme ¢ozeltisi, agirlikca % 80 dusuk, %20 yuksek
molekul agirliginda agirhginda 40 g/100 ml PCL icerecek sekilde kloroform ve
dimetilformamid karisiminda, DMF orani  hacimce %50 olacak sekilde
hazirlanmistir. Pipet ucu-toplayici arasi uzaklik 15 cm, uygulanacak gerilim 15kV ve

sure 45 dakika olarak segilmigtir.
3.2.2. Membran Karakterizasyonu
3.2.2.1. Kimyasal ve isil karakterizasyon

Elektro-egirme yontemi ile Uretilen membranlarin kimyasal yapisinin belirlenmesi
icin "Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi" (FTIR, Shimadzu, DR 8101,
Japonya) kullaniimig, FTIR spektrumlari cihazin ATR atagmani kullanilarak oda
sicakliginda kaydedilmistir. Membranlar ¢6zUlip KBr ile karigtirildiktan sonra her bir

ornek igin 40 tarama yapilmistir.

Membranlarin kimyasal yapisinin belirlenmesine yonelik diger calismada "Nukleer
Manyetik Rezonans" (NMR, Varian, Unity Inova) cihazi kullanilarak 'H-NMR
spektrumlari kaydedilmistir. Ornekler kloroformda ¢dzilmis (5 mg membran/1 ml

kloroform) ve dlgumler 18°C'de sabit sicaklikta 500 MHz.’de yapilmistir.
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Membranlarin isil analizleri icin "Diferansiyel Taramali Kalorimetre” (DSC),
(NETZCH DSC 204, Almanya) kullaniimistir Bu amacla 8-10 mg ornek, aliminyum
kapstile yerlestirilerek preslenmistir. Orneklerin DSC termogramlari 10°C/dk Isitma
hizinda ve -80°C ile +130°C sicaklik araliginda, 100 ml/dk akis hiziyla beslenen

azot atmosferinde kaydedilmistir.

Membranlarin molekul agirliklari ve heterojenlik indeksleri "Jel Gegirgenlik
Kromotografisi" (GPC), (Shimadzu, Japonya) ile belirlenmistir. Olgimlerde ¢dzlcl
ve taglyici faz olarak kloroform (Sigma, ABD) kullaniimistir. Sistem sicakhgi 25°C ve
akis hizi 1 mL/dk olarak secilmistir. Buradan agirlikga ve sayica ortalama molekdl
agirhklart (Mw ve Mn) ve bunlarin oraniyla belirtlen molekil agirhgi dagiimini

gosteren heterojenlik indeksi HI (Mw/Mn) degerleri bulunmustur.
3.2.2.2. Mekanik karakterizasyon

Hazirlanan filmlerin mekanik testlerinin yapilmasi amaciyla bir universal test cihazi
(LLOYD Instruments, LRX Internal Extensometer, ingiltere) kullaniimistir. Elektro-
egirme ile hazirlanan oOrgustiz materyallerden 0.5x5 cm boyutunda dikdortgen
ornekler hazirlanmigtir. Testler oda sicakhginda, 500 N kuvvetle ve 5 mm/dk sabit
cekme hiziyla gergeklestiriimistir. Test boyunca c¢ekme gerilimlerine karsi %
uzama degerleri kaydedilmigtir. Kopma gerilimi (MPa), kopma uzamasi (%) ve

elastik modula (MPa) degerleri bulunmustur.
3.2.2.3. in vitro bozunma davranisi

Membranlarin, in vitro bozunma davranigi Ringer ¢ozeltisi icinde vucut sicakhgi
olan 37°C ve fizyolojik pH olan pH=7,4de sabit calkalama hizinda surekli
calkalamali banyoda 3 ay boyunca incelenmigtir. Ringer ¢ozeltisinin bilesimi su
sekildedir: 1 L distile su igerisinde 6 g NaCl, 0,4 g KCI, 2,6 g laktik asit, 0,27g
CaCl;H20 ve 1,1g NaOH. Bozunma galismasi 3 ay olarak planlanmis ve deney
suresince 15 gun ara her bir membrandan 6rnekler alinmigtir. Alinan érneklerin
GPC ile molekul agirliklarindaki ve heterojenlik indekslerindeki (HI) degisimler

bulunmus, elde edilen verilerin ortalamasi alinmigtir.
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3.3. Doku iskelelerinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Bolim 3.2.1°de aciklanan elektro-egirme yontemi ile hazirlanan membranlar
herhangi bir cihaz kullanilmadan caplari 8 mm olacak sekilde dairesel olarak
katlanmis ve doku yapistiricisi (G.R.F., MICROVAL, Fransa) ile stabil hale
getirilmistir. 8 mm c¢apinda stabil hale getirilen membranlardan, kraniyal defekt
icerisine tam olarak yerlestirilebilmeleri igin 1,5 mm kalinhginda mikro gézeneklere
ve makro kanallara sahip U¢ boyutlu doku iskeleleri hazirlanmigtir. Hazirlanan
doku iskeleleri, deney hayvanlarina implante edilmeden 6nce uygun torbalar
icerisinde 37 °C sicaklikta 24 saat suresince etilen oksit ile steril edilmistir. Daha
sonra malzemeler, etilen oksitin uzaklagsmasi igin 24 saat boyunca vakumlu etivde

bekletilmigtir.
3.4. Simvastatin Yiiklemesi

Simvastatin igin, icerisinde sellloz, hidroksipropil selliloz, hidroksipropil metil
sellloz, demir oksit, laktoz, magnezyum sterat, talk ve titanyum dioksit ile 10 mg
aktif madde iceren ticari bir riin olan Zocor ® (Merck Sharp&Dohme, ABD)
kullaniimistir. 100 mg simvastatin igceren tabletler 2.5 ml mutlak etanol ve 3.75 ml
0.1 M NaOH c¢ozeltisi icerisinde 50°C sicaklikta 2 saatte ¢oztinmustir. Karisim oda
sicakhgina sogutulduktan sonra pH’1 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve son hacim

25 ml olacak sekilde destile edilmis su eklenmistir.

Simvastatin iki protol uygulanarak yiiklenmistir. ilk protokolde, Simvastatin igeren
ilag ¢Ozeltisi, elektro-egirme oncesi hazirlanan polimer karisimi igerisine eklenmis,
homojen bir karisim elde edilinceye kadar karistirilmistir. Simvastatin iceren
polimer ¢oOzeltisi daha sonra elektro-egirme ile proses edilmis ve membranlar
hazirlanmistir.  Simvastatin - molekullleri bu ydntemle nanofiberler arasina
hapsedilmis ve kontrolll, uzun sureli ve yavas bir salim sistemi hazirlanmistir. Aktif
ajan yukli membranlardan hazirlanan doku iskelelerinin her biri 20 ug simvastatin

icermektedir.

ikinci protokol ise, yigin salima (“burst release”) uygun bir ilag sistemi icin
simvastatin elektro-egirme ile Uretilen membranlardan hazirlanan doku iskeleleri

uzerine damlatiimistir. Doku iskeleleri mikro gozeneklere ve makro kanallara sahip
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oldugundan tim ilag yapi tarafindan kolayca emilmistir. Yine her bir doku iskelesi

uzerine 20 pg simvastatin (80 mg/kg) damlatiimigtir.
3.5. in vitro Hiicre Kiiltiir Caligmasi

in vitro hlcre kuiltur calismasinda, bos doku iskelesi grubu ve simvastatin
yuklu doku iskelesi gruplari hiucre tutunmasi ve ¢ogalmasi bakimindan
incelenmig, kontrol kiti ve birbirleriyle karsilastirilmistir. Deneylerde trypan
mavisi test kiti kullanilmigtir. Onceden UV ile steril edilen doku iskelelerine
asilanan L929 fare fibroblast hiicreleri (1x10%/doku iskelesi) DMEM-F12, 10%
FBS ve 0.5% penisilin/streptomicin antibiyotik ¢dzeltisi iceren petri kaplarina
ekilmis ve 37°C sicaklikta 5% CO, ortaminda 7 gin boyunca inkube

edilmiglerdir.
3.6. Kok Hiicrelerin izolasyonu ve Farklilagtiriimasi

Kok hucresi izolasyonu igin ilk olarak genel anestezi altindaki erkek siganlarin
femur ve tibiasi c¢ikartilmistir. Femur ve tibia, %3 penisilin/streptomisin
(Sigma, Almanya) bulunan DMEM-LG (Sigma, Almanya) icerisinde hicre
kultar laboratuarina getirilmistir. Laminer akis kabini igcerisinde femur ve tibia
tasima ortami ile yikanmistir. Bu islem 1500 rpm devirde 5 dakika boyunca 2
kez tekrarlanmistir. Kiltir ortami 75 cm?lik Petri kaplaridir. Petri kaplarina,
3x10° hiicre/cm? yogunlukta hiicre kullaniimistir. Hiicreler, % 20 FBS (Fetal
Sigir Serumu) (Sigma, Almanya), %1 penisilin/streptomisin ve 2 mM glutamin
(Sigma, Almanya) bulunan DMEM-LG igerisinde % 5 CO; ihtiva eden
inkibatorde 37 °C sicakhikta kualtir edilmistir. 48 saat sonra, kultir kabina
yapismayan hucreler ortamdan uzaklastiriimig ve taze kultir ortami ilave
edilmigtir. Kultar ortamlari 3-4 gunluk arayla degistirilmistir. % 70-80 konfluent olan
kaltur kabindaki hucreler, % 0,25 Tripsin/EDTA (Sigma, Almanya) kullanilarak
kaldiriimigtir. Trypan mavisi ile canllik ve hlcre sayisi hesaplanmigtir. Kulturlere
pasaj 4'e kadar devam edilmigtir. Hicre sayimi yapilan hicreler % 10 DMSO
(Fluka, Almanya) iceren kiiltir ortami icerisinde 1,5x10° hicre/ml
yogunlugunda dondurulmusg ve sivi nitrojende saklanmigtir. Hicre pelleti Gzerine
1x10%/50 ul olacak sekilde PBS konulmustur. Hiicreler insiilin enjektori icerisinde

denek hayvanlara enjeksiyon i¢in hazir hale getirilmigtir.
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3.7. Hayvan Caligmalari ve Cerrahi Protokol

Kemik defektinde gergeklesen kemik iyilesmesi mevcut defektin buyuklugune
bagli olarak degisiklik gostermektedir. Deneysel galismalarin standardizasyonu
ve birbirleri ile karsilastirilmalarina olanak saglamak amaciyla, literattirde farkli
hayvan modelleri i¢in ayri ayri belirlenmis, kendiliginden iyilesme sansi olmayan
kemik defektleri kritik buyUklukte kemik defekti olarak tanimlanmaktadir.
Literatlrde sicanlar igin kritik bayuklUkte kraniyal kemik defektleri 8 mm c¢apinda,

dairesel, tam kat kemik defekti olarak belirtiimigtir (Schmitz ve Hollinger, 1986).

Hayvan calismalari iki asamali olarak gerceklestirilmistir. ilk asamada elektro-
egirme teknigi ile dairesel olarak katlanarak hazirlanmis doku iskeleleri,
simvastatin yukli doku iskeleleri ile kargilastiriimistir. Bu ¢alisma igin agirliklari
250 ila 300 gram arasinda degisen 92 adet erkek Wistar Albino sigan
kullanilmistir. Hayvanlar 3 gruba ayrilmis (30x3), birinci grupta yalniz doku
iskelesi (Grup B, doku iskelesi grubu), ikinci grupta elektro-egdirme ile simvastatin
yuklenen doku iskeleleri (Grup C, kontrolli salim grubu), tdglincu gruba elektro-
egirme sonrasi simvastatin damlatilan doku iskeleleri (Grup D, ani salim grubu)
implante edilmistir. TUm bu gruplar, kritik blyuklikte agilan ve igerisine herhangi
bir doku iskelesi implante edilmeyen kontrol grubu (Grup A) ile ayrica
karsilastinlmistir. Kontrol grubu icin 2 adet sican kullaniimistir. ikinci asama
hayvan calismasinda ise, 60 adet disi Sprague Dawley sigani kullaniimistir.
Siganlar iki gruba ayrilmis (30x2), birinci gruba yalnizca mezenkimal kdk hicre,
ikinci gruba ise mezenkimal kok hucre igeren doku iskelesi (1x106/doku iskelesi)
implante edilmistir. Bu gruplar kendi aralarinda ve ilk asama hayvan
deneylerinde kullanilan bos doku iskelesi grubu ile histolojik olarak

degerlendirilmiglerdir.

Kemik defektleri, sican kalvariyal kemiklerinde frontal ve parietal kemikleri igine
alacak sekilde, 8mm capinda olusturulmustur. Sekil 3.4’'te sematik olarak kritik

blayUklUkte agilan kraniyal kemik defekti gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. Kritik buyUklikte agilan kraniyal kemik defektinin sematik gdsterimi

Kraniyal kemik defektlerinin standart ¢apta acilabilmesi i¢in distan disa ¢apt 8 mm
olan doner testere 6zel olarak yaptiriimistir. S6z0 gecgen testerenin bigak kalinligi
0.5 mm olup i¢i bos silindir geklindedir ve proksimal kesimi acili tura
uygulanabilecek sekilde tasarlanmistir. Bu kesici u¢ acili tur ve spiral yardimi ile
elektrikli asma motora takilarak kullaniimistir. Bu ug ile kraniyal kemik kesildiginde
daire sekilli bikortikal kraniyal kemikler ¢ikarilmakta ve kraniyumda 8 mm ¢apinda
defekt olusturulmaktadir. Kullanilan doéner testere ve kesici ucu sekil 3.5'te

gOsterilmistir.

LA PO

Sekil 3.5. Defekt olusturmak igin kullanilan déner testere ve ucu

Bu c¢alismadaki cerrahi islemler, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari
laboratuarlarinda gerceklestirilmis, calisma icin Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 20/02/2007 tarih ve 2007/007 numarali etik

kurul onayr alinmistir. Anestezi igin, siganlara ketamin HCI (Parke Davis, 50
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mg/ml, Tayvan) ve Rompun (% 2) (Bayer, Almanya) karisimi intraperitonel
olarak enjeksiyon yapilmistir. implantasyon bélgesi tiras edilmis ve Batikon
solusyonu (% 10) (Droksan, Turkiye) ile dezenfekte edilmig, tUm hayvanlarin
agirliklari kaydedilmigtir. Tum deneklerde sag fronto-temporo-oksipital uzanimli
cilt insizyonu ile cilt ve cilt alti dokular gecilmis, cilt flebi kaldiriimistir. Temporal kas
liflerinin basladigi hat boyunca kemik Uzerinde periost kesilip hazirlanmigtir.
Koronal sutur ile sagital sutiriran kesisim yeri merkez olacak sekilde kraniyum 8
mm c¢apinda dairesel olarak kesilmistir. Kesilen kisim dura Uzerinden elevator
yardimiyla ile kaldiriimig, sagital sinis kanamalari okside edilerek hazirlanmis
seluloz (Surgicel, Ethicon) konulup kompresyon uygunlanarak kontrol altina
alinmistir. Sekil 3.6’da kraniyumun doéner testere yardimiyla kesilmesi ve

olusturulan defekt gosterilmigtir.

Sekil 3.6. Kraniyumda doner testere kullanilarak defektin olusturulmasi

Tum gruplarda kraniyal defektin Uzeri periyost ve deri flebi kapatimig, cilt
insizyonu igin 5-0 ipek dikis kullaniimistir. Calismalarda her bir grup igin birinci,
dclncu ve altinci aylarda hayatta kalan hayvanlar eter anestezi ile sakrifiye
edilmis ve kraniyal numuneler microCT ve histoloji gcaligsmalari i¢in alinmigtir. Sekil
3.7, hazirlanan doku iskelelerinin defekt bolgesine yerlestiriimesini, Sekil 3.8 ise
defekt olusturulduktan sonra doku iskelesi Uzerine mezenkimal kok hicrelerin
enjekte edilmesi gOsteriimektedir. Cerrahi islem sonrasinda siganlar uygun
sekilde kafeslere yerlestiriimis ve operasyon oncesinde oldugu gibi tim deney
boyunca 12 saat karanlk 12 saat aydinlik bir ¢evrim altinda sabit sicaklikta

tutulan odalarda bulunan kafeslerinde gézetim altinda tutulmuslardir.
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Sekil 3.7. Doku iskelelerinin olugturulan kraniyal defekte yerlestiriimesi

Sekil 3.8. Kok hicrelerin defekt alanina ve/veya doku iskelesi icerisine enjeksiyonu
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3.9. MicroCT Analizleri

ilk grup hayvan cgalismasinda, hayvanlar uygun cerrahi yéntemle sakrifiye
edildikten sonra kemik ornekleri ¢ikarilimis ve fosfat tamponu iginde hazirlanmisg,
oda isisindaki % 10'luk nétral formalin ¢ozeltisine (pH 7.0) alinmistir. Analizler,
yeni kemik olusumunun goéstergesi olarak defekt alani boyunca mineralize olmus
kemik matrisini belirlemek igin x-ray mikro-bilgisayarli tomografi (u—CT, Scanco
Medical GmbH, isvicre) cihazi kullanilarak 30 mikron ¢ézinirliikte
gergeklestiriimigtir. S6zU gecen analiz ile defekt alani ve onu gevreleyen kemigi
kapsayan toplam kemik hacmi, defekt alani icermeyen ve sadece gevreleyen eski
kemiklere ait sonug¢ veren ikinci bir analiz uygulanmadan 6nce hesaplandi. Eski
kemigi cevrelemesi icin tim 6rnek hacminden ayrilan hacim, defekt alani boyunca
gerceklesen mineralizasyon sonuglarini gostermektedir. Boylece, belli bir
threshold kullanilarak belirlenmig alan diginda kalanlari dahil etmeden (6rnegin;
hava, polimer, PBS) standartlastirma saglanmaktadir. Yodun mineralize matris
yap! ve daha az yogun osteoid benzeri yapinin iyi bir gosterimi igin, threshold 350
olarak secilmistir. Bu optimum threshold, gorsel piksel uyumu ve histogram

analizinin kombinasyonuna gore belirlenmigtir.

ikinci grup hayvan calismasi igin gerceklestirilen p-CT analizleri, kemik
olusumunun gostergesi olarak defekt alani boyunca mineralize olmus kemik
matrisini belirlemek icin Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Anabilim Dal’'nda
yerlesik x-ray mikro-bilgisayarli tomografi (u—CT, Skyscan1174, Belgika) cihazi
kullanilarak gergeklestirilmigtir. Yapilan 6n denemelerden elde edilen sonuglara
gore optimum tarama parametreleri butun ornekler igin; 40 kV ve 800 uA
gucundeki x-i1sinlari kaynagi ile 1 derecelik donus acisi ile 360 derece olarak
belirlenmigtir. Taranan tum degerler her bir tarama agisi kullanilarak iki taramanin
ortalamasini alacak sekilde cihazla birlikte verilen “NRecon” adli yazilimla iki
boyutlu veriler sekline donustlrilmads, daha sonra bu veriler “CTAn” adh
programla 3 boyutlu goruntuler haline getirilmistir. Hesaplamalarin yapilmasi igin
defekt icerisindeki yeni kemik miktari i¢in optimum treshold olarak 25-250

secilmigtir.
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3.9. Histolojik Degerlendirme

u-CT caligsmalarinda kullanilan 6rnekler daha sonra 5 ile 10 gin arasinda De
Castro ¢ozeltisinde (kloral hidrat, nitrik asit, distile su) dekalsifiye edilmistir. Fosfat
tamponuna aktarilan Ornekler dereceli alkollerden gegirilerek rutin yontemle
parafine gomulmustur. Parafin bloklardan kizakl mikrotomda (Leica, Almanya) 5
um kalinhdinda seri kesitler alinmistir. Kesitler, Hematoksilen eozin ve Masson
trikrom (Sigma, Almanya) yontemleriyle boyandiktan sonra defekt onarimi, yeni
kemik olusumu ve biyomalzemeye doku yaniti agisindan Leica DMR model
(Avusturya) 1s1k mikroskobunda degerlendirilmistir. Goruntuler Leica DC500 dijital
kamera ile bilgisayar ortamina aktariimistir. Kantitatif analiz kemik greftine ait seri
kesitlerde bilgisayar destekli Leica Qwin Plus goruntl analiz sistemi kullanilarak
literatirdeki yontem modifiye edilerek gercgeklestiriimistir. Kantitatif olarak Masson
trikrom ile boyali kesitlerde defekt bolgesindeki yesil boyali yeni olusmus kemik
alani hesaplanmistir. Bu amacla seri kesilen her bloktan elde edilen her 20
kesitten rastgele 2 kesit kantitatif olarak incelenerek gozlemlerin ortalamasi esas
alinmigtir. Defekt iyilesmesi ve doku iskelelerine doku yaniti semi kantitatif bir
skorlama sistemi kullanilarak ayrintili olarak puanlanmistir. Skorlama sistemi

Cizelge 3.1°’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Histolojik analiz i¢in kullanilan semi kantitatif skorlama yontemi

Kategori | Parametreler Skorlar
Kem|k Defektte yeni kemik Defektte tam Orta kemik Az kemik olugumu (< Yeni kemik yok
olusumu kemik olusumu | olusumu (> %50) %50)
defekt
Greft resorpsiyonu Tam Orta resorpsiyon Az resorpsiyon (< Resorpsiyon yok
onarimi resorpsiyon (> %50) %50)
ilik degisimleri Yetigkin tip > %50 yeni < %50 yeni dokuyla Fibréz doku ya da kirmizi
yagh ilik dokuyla yer yer degistirmis
degistirmis
Korteks, yeniden Tamamen Orta yeniden Az yeniden Yeniden yapilanma yok
yapilanma yeniden yapilanma (> % yapilanma (<
yapilanan 50) % 50)
korteks
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Kategori | Parametreler 4 3 2 1 0
2
DOkU Fibréz bag dokusu Yogun Normal doku Orta buyuklukte bag Kirilgan mil Normal kontrol
olusumu kolojenéz bag | yapisinda kesinti dokusu varligi seklinde dokusundan
Cevabl dokusunun ve orta derecede hicrelerin ya da farkhlk yok,
implant yogun fibréz bag hafif fibroplazi implant
cevresinde ¢ok | dokusu varligi varligi boélgesinde bag
fazla birikmesi dokusu yok
Enflamatuar hiicresel | Bodlgede veya Cok sayida Birkag yabanci cisim | Yabanci cisim Normal kontrol
infiltrasyon etrafinda lenfosit, makrofaj dev hicreleri ve dev hiicreleri, dokusuyla ayni,
implant ya da | ve yabanci cisim kiglk bir nétrofil eozinofil ya da implant
nekroz dokuya dev hicreleri, odagi ile birlikte nétrofiller bdlgesinde
ciddi infiltrat ayni zamanda cesitli lenfositler ve olmaksizin az | makrofaj, yabanci
cevabi makul miktarda makrofajlarin varligi | sayida lenfosit cisim hicreleri,
eozinofiller ve veya makrofaj lenfositler,
nétrofillerin varligi varligi eozinofiller ya da
notrofiller yok

3.10. istatistiksel Yontemler

istatistiksel degerlendirme Hacettepe Universitesi Biyoistatistik Anabilim Dal’'nda
“SPSS for Windows” adli istatistik programi kullanilarak yapildi. Hesaplamalarda
bagimsiz degiskenler zaman ve gruplar kabul edilirken, bagimh degiskenler
histoloji ve microCT verileri olarak alinmistir. Gruplardaki histoloji ve microCT
bulgularinin dagilimi, normal dagilima uygunluk gdsterip goéstermedidi Shapiro-
Wilk testiyle degerlendirilmigtir. Calismanin normal dagihm gosterdigi belirlendigi
icin yeni kemik miktari parametrik varyans analizi testleriyle (tek yonli ANOVA ve
Tukey testi) analiz edilmigtir. Normal dagilim goéstermeyen doku yaniti ve kemik
iyilesmesi parametrik olmayan testlerle analiz edilmistir. Bunun igin gruplar
arasindaki farklihk Kruskal Wallis; farklihk oOnemli bulundugunda ikili
karsilastirmalar Bonferroni duzeltmesi kullanilarak Mann Whitney U testi ile
gerceklestiriimistir. Dlzeltmeye gére Mann Whitney U testi ile iki grup arasinda
fark oldugunu 0.05 dizeyinde soOyleyebilmek icin p degerinin 0.017'den kuglk
olmasi gerekmektedir. Tanimsal istatistikler (ortalama, minimum, maksimum,
standart sapma) cizelge haline getirilmistir. Histoloji verileri parametrik varyans

analizi testleriyle (tek yonli ANOVA ve Tukey testi) analiz edilmigtir.

64




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu bolumde, tez kapsaminda gercgeklestirilen ¢alismalarda elde edilen sonuglar
yer almaktadir. Calismalarda ilk olarak, yuksek ve duguk molekul agirlikli Poli(e-
kapralakton) sentezlenmig, sentezlenen polimerlerden blendler hazirlanmis ve bu
blendlerden elektro-egirme yodntemi ile 6rgustiz nanofiber yapida membranlar
uretilmigtir. Membranlarin kimyasal ve isil 6zellikleri ¢esitli tekniklerle incelenmis,
molekul agirliklari ve in vitro bozunma deneylerinde molekul agirhiklarindaki
degisim hesaplanmigtir. Elektro-egirilmis mikro gézenekli membranlardan daha
sonra dairesel olarak katlama ydntemi ile makro kanallara sahip 8 mm ¢apinda ve
1,5 mm vyulksekliginde U¢ boyutlu biyobozunur doku iskeleleri hazirlanmistir.
Hazirlanan membranlara ve bu membranlardan uretilen doku iskelelerine
simvastatin yuklenmis, iki farkh salim rejimine sahip (kontrolli salim ve ani salim)
biyomalzemeler elde edilmigtir. S6zu gegen doku iskeleleri ve bunlarin simvastatin
yuklt formlari, hicre tutunmasi ve ¢ogalmasi agisindan degerlendiriimek Gzere in

vitro hucre kultur ¢aligsmasinda incelenmigtir.

Calismanin son bolumunde, iki agsamali hayvan c¢alismalari gergeklestirilmistir.
Birinci asama hayvan calismasinda, doku iskeleleri ve bunlarin simvastatin
yuklenmis formlari, denek hayvani olarak segilen sigcanlarin kraniyal bolgelerinde
olusturulan  kritik  blyuklUkteki kemik defektlerinin tedavisine etkilerinin
gosterilmesine yonelik olarak 6 ay sure ile denenmigtir. Gergeklestirilen ikinci
asama hayvan calismasinda yine ayni hayvan modeli kullaniimig, olusturulan kritik
blayuklUkteki kraniyal defektlere, doku iskeleleri ve bunlarin mezenkimal kdk hicre
iceren formlari ayri ayr yerlestiriimislerdir. Hayvan galismalarinda iki adet kontrol
grubu belirlenmistir. ilk kontrol grubu, agilan kritik biytiklikteki defekte herhangi bir
doku iskelesi ya da kok hicre yerlestiriimeden insizyon yapilarak kapatilan ve
dokunun kendi kendini yenileme performansinin incelenmesine yonelik defekt
bdlgesi bos birakilan gruptur. Diger kontrol grubunda ise, defekt bolgesine
insizyon sonrasi mezenkimal kok hucreleri tek baslarina enjekte edilmistir.
Calismada her gruptan 1, 3 ve 6. aylarda hayvanlar sakrifiye edilmis, alinan
ornekler fikse edilip, uCT analizleri yapiimis ve istatistik programlari yardimiyla

histolojik olarak degerlendirilmistir.
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4.1. Elektro-egrilmis Membranlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Polimer ¢ozeltisinden elektro-egirme ile nanofiber Uretiminde; ¢ozeltinin iletkenligi,
viskozitesi, dielektrik sabiti ve yluzey gerilimi, yapinin kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerini dogrudan etkileyen en temel parametrelerdir. Bu parametreler g6z
onunde bulundurularak optimum elektro-egirme kosullarinin belirlenmesi igin,
sunulan bu calismada oncelikle sentezlenen yuksek (85 kDa) ve dusuk (15 kDa)

molekul agirlikli PCL’lerden 6n ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Polimer-¢dzucu iliskisi, istenilen 6zelliklerde sahip yapilar Gretmek igin dnemli bir
parametredir. YUzey morfolojisi, ylzey enerjisi ve su temas agisi gibi hlcre-
polimer etkilegsimine katkida bulunan birgok oOzelligin, kullanilan ¢ozucuye gore
degistigi bilinmektedir (Tang et al., 2004). Bu bilgiye dayanarak gergeklestirilen on
calismalarda 6nce sentezlenen polimerler igin uygun ¢ozuculer arastiriimig, PCL
icin en uygun ¢ozlcu olarak kloroform belirlenmistir. Ancak tek basina kloroform
kullanilarak dizgun fiber olusumu saglanamamistir. Bunun icin ¢ozelti karisimina
elektrik alanin kontrolinu sagladigi ¢Ozeltinin viskozitesini dusurdugu, dielektrik
sabitini arttirdig1 literaturde gosterilmis olan dimetilformamid (DMF) ilavesine karar
verilmigtir (Bolgen et al., 2005). Viskozitenin artmasinin polimer ¢dzeltisinin
bulundugu kapiler tupte siklikla tikanmalara yol agtigi ve surekli bir jet olusumunu
engelledigi gozlenmigtir. Polimer ¢ozeltisinin viskozitesinin dliguk olmasinin ise
kapiler tipten ¢ikan ¢oézucunln toplayiciya ulasana kadar buharlasamamasina ve
toplayici yuzeyinde fiberler yerine damlaciklarin olugsmasina yol agtigi géralmustar.
Elektro-egirme yonteminin baslica sorunlardan biri olan boncuk olusumunun dusuk
viskozitelerde arttigr gozlenmistir. Viskozite yukseltilerek boncuk olusumu
tamamen ortadan kaldirilabilmektedir. Cozelti 6zellikleri yaninda sisteme
uygulanan gerilim ve kapiler tup ile toplayici arasindaki uzakhgin da fiber ¢apini

etkiledigi gortlmastur (Fong et al., 1999, Bolgen, 2005).

Grubumuzca gergeklestirilen onceki bir calismada, elektro-egirme yontemi ile
biyobozunur PCL membranlari hazirlanmis, in vitro ve in vivo olarak karakterize
edilmis ve bu membranlarin antibiyotik yukli formlari tavsanlarda karin bogluguna
yapismayl Onleyici biyomalzeme olarak denenmistir (Bdlgen et al., 2007).
Hazirlanan elektro-egrilmis PCL membranlar hayvanlara implante edildiginde, ¢ok

yuksek gozeneklilige sahip nanofiber yapilarindan dolayr bozunma ajanlarinin
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kolaylikla yapinin igine girecegi ve bozunma hizini énemli derecede arttiracagi
ongorulmistir. Ancak bozunma beklenenden daha diisik olmustur. Ozetlenen
calismada oldugu gibi doku muhendisligi ile ilgili literatirdeki benzer ¢alismalarda
doku iskelelerinin bozunma davranislarinin beklenenden farkli olmasi karsilasilan

en temel problemlerden bir tanesi olarak belirlenmigtir.

Bozunma probleminin ¢ozumune yonelik olarak, sentezlenen dusuk ve yuksek
agirlikh polimerler farkli oranlarda karistirilarak blendler hazirlanmis ve elektro-
egirme ile 6n denemeler gergeklestiriimistir. Yapilan 6n denemelerden, doku
iskelesi Uretimine uygun mekanik dayanima sahip membran uretimi icin mimkun
olan en yuksek oranda dusik molekdl agirlikh PCL igeren blendin, agirlikca %80
dusuk ve %20 yuksek molekul agirlikh PCL iceren blend oldugu belirlenmigtir.
Dusuk molekdl agirhikh PCL'in bozunma suresini kisaltacagi, yuksek molekdl
agirhikh  PCL’in  mekanik dayanimi arttiracagr ve proses edilebilirligi

kolaylastiracagi ongorulmustuar.

Diger taraftan, 6n calismalarin alinan sonuglara goére, 1 mm kalinhiginda 6rgusuz
nanofiber yapida membran Uretimi icin optimum elektro-egirme kosullari su sekilde
belirlenmistir; polimer derisimi: adirlikca %40 (40 g/100 ml PCL); pipet ucu-toplayici
arasi uzaklik: 15 cm; uygulanacak gerilim: 15kV ve sure: 45 dakika. Sekil 4.1'de

hazirlanan membranlarin goruntuleri sunulmustur.

Sekil 4.1. Elektro-egirme yontemi ile hazirlanmig PCL membranlar
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4.1.1. FTIR Analizleri

Tez kapsaminda elektro-egirme yontemi ile Uretilen membran alinan 6rneklerin

FTIR spektrumu ¢ekilmis ve Sekil 4.2'de verilmistir.
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Sekil 4.2. Membranlara ait FTIR spekturumu

Cizelge 4.1'de PCL spektrumunda yer alan karakteristik pikler sunulmustur. 2865-
2359 cm™ arasinda CH gerilimi gdsterilmistir. -C=0 ester karbonil grubundaki
gerilim nedeniyle 1733-1725 cm™ arasinda genis bir pik gozlenmistir. -CHs
grubundaki biklim nedeniyle ise 1383-1360 cm™ civarinda pik gdzlenmistir.
Polimer zincirindeki asimetrik -C-O-C- gerilimi ve -C-O- gerilimi sebebiyle ise

1245-1211 cm™ ve 1193-1182 cm™ civarinda pikler belirlenmistir.

Cizelge 4.1. PCL igin FTIR spektrumundaki karakteristik pikler.

Dalga sayisi (cm-") Karakteristik pik
2865-2359 CH gerilimi

1733-1725 C=0 gerilimi

1456-1454 CH> grup bukulima

1383 -1360 CHs; grup bukulima
1245-1211 Asimetrik -C-O-C- gerilimi
1193-1182 C -0 gerilimi
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ilgili karakteristik pikler literatiirde yer alan spektrumlardaki piklerle uyumludur
(Han ve ark, 2009). Elektro-egirme yontemiyle Uretilen membranlar i¢in elde edilen
spektrumlarda, literaturde PCL icin rapor edilmis pikler arasinda ¢ok az da olsa
kaymalar gdézlenmistir. Bu kaymalarin orneklerin hazirlanmasi ile ilgili oldugu

dusundlmektedir (Bolgen et al., 2005).
4.1.2. NMR Analizleri

Tez kapsaminda elektro-egirme yontemi ile hazirlanan membranlarin 'H-NMR
spektrumu cekilmis ve ornek spektrum Sekil 4.3'de sunulmustur. Kaprolakton
monomerinde farkli pozisyonlarda yer alan H atomlarina ait karakteristik pikler, 4-
4.2 (a), 1.4-1.7 (b), 1.2-1.4 (c) ve 2.2-2.4 (d) ppm’de gosterilmis, ilgili literattrle
yayinlanan degerlerle benzerlik gostermektedir (Quian et al., 2000). Ayrica,
elektro-egirme isleminin polimer yapilarinda herhangi bir degigsiklige neden

olmadigi gorulmektedir.

A JLJ A

Sekil 4.3. Membranlara ait "H-NMR spektrumu

4.1.3. DSC Termogrami

Membranlarin 1sil gecisleri temsil eden camsi gegis sicakhgini (Tg) ve erime
sicakligini (Tm) sayisal olarak gostermek icin DSC termogramlari ¢ekilmis ve elde
edilen tipik termogram Sekil 4.4’de gOsterilmigtir. Elektro-egirme yontemi ile
{iretilen membranlarin camci gegcis sicakhidi (Tg) -61,81 °C ve erime sicakhigi (Tm)
58,77 °C olarak bulunmustur. Literatiirle karsilastirildiginda, elektro-egirme

sonrasi camsi gegis sicakligi ayni kalirken, erime sicakhginin biraz azaldigi
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g6zlenmistir. Bu durum elektro-egirme prosesi sonucu PCL kristalizasyonunun

azalmasi olarak agiklanabilir (Bolgen et al., 2005).

f £ 8V

| 2 sy

Sekil 4.4. Membranlara ait DSC termogramlari
4.1.4. GPC Analizleri

Sentezlenen duslk ve yuksek molekul agirligina sahip PCL homopolimerlerinin ve
bunlarin elektro-edirme sonrasi membran formlarinin sayica ve agirlikga molekiil
agirhklart (Mw ve Mn) ve molekul agirhgi dagilimlari (heterojenlik indeksleri, Hl:
Mw/Mn) GPC ile kaydedilmis ve sonuglar Cizelge 4.2'de sunulmustur.

Cizelge 4.2. PCL molekul agirligi verileri

PCL Mw Mn HI
Sentezlenen

Dusik Molekul Agirlikli 14321 6715 2,13
Yiksek Molekul Agirlikli 84387 51172 1,64

Elektro-egrilmis Membran

Dagik Molekul Agirhkli 14056 6238 2,11

Yuksek Molekdl Agirhkli 83983 50873 1,63
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Cizelgeden acgikga goruldigu gibi elektro-egirme islemi polimerlerin  molekdl
agirhgi degisimine neden olmadigi ve bu sonuglarin ilgili literatir ile uyumlu oldugu

belirlenmistir.
4.1.5. Mekanik Testler

Membranlar onceki bolumlerde belirtildigi gibi belli buyuklukte dikdortgen olarak
kesilmis ve universal test cihazinda ¢ekme-uzama testi uygulanmistir. Testten
elde edilen tipik bir grafik Sekil 4.5°de verilmistir. Grafikte, y-ekseninde gerilim
degerleri, x-ekseninde ise yuzde uzama degerleri bulunmaktadir. Grafikteki egrinin
baslangic anindan c¢izilen tegetin egiminden elastik moduli (“Young” modull)
(MPa) hesaplanmistir. Egrinin sonlandigi noktanin y-ekseni kestigi yerden kopma
gerilimi (MPa) ve x-eksenini kestigi yerden kopmada uzama (%) degerleri

bulunmustur (Bdlgen et al., 2005).

50.00 — 2 . . e

Cekme (N/mm?)
:

12.50

o_m f — ———————— - + 4 - — b —
0.0000 37.50 75.00 112.5 150.0

Uzama (%)

Sekil 4.5. PCL’e ait gekme-uzama grafigi

Polimer konsantrasyonunun artmasiyla olusan nanofiberlerin ortalama caplari
artmaktadir. Nanofiberlerin ¢aplarinin artmasina paralel olarak bu fiberlerden
olusan membranin da mekanik dayanimi artmaktadir. Agirlikca %40’lik polimer
¢ozeltisinden elektro-egirme prosesi sonucu elde edilen ortalama 0.597 um ¢apa
sahip fiberlerden olugsan membranin kopma gerilimi 47,13 MPa, elastik modulu 4,1

MPa ve kopma uzamasi ise %142 olarak bulunmustur.
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4.1.6. in vitro Bozunma Davranisi

Hazirlanan membranlar, sabit ¢calkalama hizinda surekli ¢alisan banyoda Ringer
¢ozeltisi icerisinde 37 °C sicaklikta ve 7.4 pH degerinde 3 ay boyunca in vitro
olarak bozunmaya birakilmigtir. Sekiller 4.6’da membranlarin agirlikga ve sayica
molekil agirhgi degisimlerini gésterir grafik sunulmustur. ilgili grafikten gérildigi
gibi, membranlarin hem agirlikca (M,) ve hem de sayica (M,) ortalama molekul
agirliklarinda diizgiin bir azalma olmustur. ilk ay sonunda polimerin molekdil
agirliklart M,= 16,32 kDa ve Mw=44,47 kDa degerlerinden, 3. ayin sonunda M,=
15,71 kDa ve M,= 31,83 kDa degerlerine gerilemistir. ilk ay icin heterojenlik
indeksi (HI) 2,67 iken, 3. ay sonunda 2,01’a inmistir. Cizelge 4.3’de ise elektro-
egirme yontemi ile hazirlanmis membranin molekudl agirliklari ve heterojenlik

indeksinin in vitro bozunma davranislarinin zamanla degdisimi gosterilmistir.

50 In vitro Degredasyon - 16,5

- 15,5

Mwy
Mn

15

- 14,5

25 . . . . 14
o 20 40 60 80 100

Gun

Sekil 4.6. Membranlarin 3 aylik in vitro bozunma davranigi
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Cizelge 4.3. Membranin molekul agirliklari ve heterojenlik indeksinin in vitro
bozunma davranislarinin zamanla degisimi

o @) | i | SR e e
0 44,47 16,32 2,72
15 41,21 16,21 2,47
30 38,74 16,05 2,41
45 36,67 15,78 2,32
60 33,28 15,75 2,22
90 31,83 15,71 2,01

4.1.7. SEM Analizi

Elektro-egirme ydntemi ile hazirlanmis 6rgustz nanofiber yapida membranlarin
SEM analizi ile ortalama fiber ¢api ve ortalama gozeneklilik boyutu dagihmi “Image
J” (ABD) programi ile belirlenmis ve cgizelge 4.4’de standart sapmalari ile birlikte
sunulmustur. Sekil 4.7°da ise Uretilen membranlarin 1000 ve 5000 buydtmede
SEM fotograflari verilmigtir.

SE_AI_HU_S0001 L %10k 100um

O e

SE_AI_HU_S0002 L x50k

Sekil 4.7. Membranlarin 1000 ve 5000 buyutmede SEM goruntuleri
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Cizelge 4.4. Membranlarin ortalama fiber ve ortalama gézenek boyutu dagilimi

Ortalama fiber ¢capi (nm) Ortalama g6zenek boyutu (nm)

517+198 1076+494

4.2. Doku iskelelerinin Hazirlanmasi ve Simvastatin Yiiklenmesi

Kemik doku muhendisliginde kullanilacak doku iskelesinin genel olarak
biyobozunur olmasi ve uygulama alanindaki dokunun mekanik 6zelliklerine benzer
Ozellikler tasimasi gerekmektedir (Hutmacher, 2000). Doku iskelesi yapay bir
hiacre disi matris (ECM) olarak tanimlanabilir. Genis ¢apli bir doku hasarinda,
hasarli bdlgeye yalnizca hucrelerin yerlestirilerek hasarin gideriimesi mimkun
degildir. Bu nedenle yapay bir ECM olusturarak hicreler ve biyosinyal molekulleri
ile birlikte bu bolgeye yerlegtiriimesi gerekmektedir. Bu nedenle t¢ boyutlu doku
iskelelerinin diger bir onemli gereksinimi ise hucre yapigmasi, uremesi,
farklilagsmasi ve gocune olanak saglayacak yuksek gozeneklilige ve gozenekler
arasi baglantilara sahip olmasidir (Ranucci, 2000; Cowan, 2005; Borenstein,
2007; Moroni, 2008). Gozenekli yapr ayni zamanda besin maddelerinin ve
bozunma ajanlarinin yapilarin merkezine kadar ulagsmasina, gazlarin ve atiklarin
ise uzaklastirimasina olanak saglar. Doku iskelesi-hicre etkilesimini istenilen
dizeyde tutmak igin polimerik malzemenin ylzey ve yigin o6zellikleri modifiye
edilmeye calisiilmaktadir (Zhang ve Ma, 1999; Shi ve Ratner, 2000). G6zenekli lg¢
boyutlu doku iskelelerinde ise yuzey sadece iskelenin dis bolgesi degil, u¢ boyutlu
ic kismini da igermektedir. Doku muhendisligi uygulamalari i¢in biyolojik olarak
aktif molekduller iceren U¢ boyutlu doku iskeleleri gelistiriimistir (Whang et al., 2000;
Lee et al., 2002).

ideal &zelliklere sahip (¢ boyutlu biyobozunur doku iskelesi elde etmek igin
¢alismanin bu bolimuande yuksek molekil agirhginda ve disuk molekul agirhginda
PCL blendlerden elektro-egirme yontemi ile hazirlanan membranlar, basit fakat
orijinal bir yaklagimla dairesel olarak elle katlanmis, daha sonra 8 mm c¢apinda ve
1,5 mm kalinhginda kesilerek doku iskeleleri hazirlanmigtir. Hazirlanan doku

iskelesine ait SEM goruntileri sekil 4.8’te sunulmustur. Sekilden de goéraldugu gibi,
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doku iskelesi mikro ve nano yapisinin yaninda makro kanallara sahiptir. Bu
kanallarin, 200 ila 400 mikron buyukligindeki kemik hicrelerinin dogal ECM’sinin
taklit etmesi, zaman ilerledikge doku iskelesinin bozunmasiyla hucrelerin iceriye

dogru ilerleyerek yeni kemik dokusunu olusturmasi hedeflenmistir.

SE_AI_HU_0001 L x50 2mm

Sekil 4.8. Mikro gdzeneklere ve makro kanallara sahip doku iskelesinin 50 ve 2500
bliyitmede SEM goéruntuleri

Kemik olusumu ve kirik iyilesmesi birgok buylime faktori ve hormon birlikte rol
aldigi biyo-aktif molekiller tarafindan kontrol edilen karmasik bir siregtir. Kemik
hicrelerinin hicre-ylzey baglanma reseptorleri, osteoblastlarin fenotipi ve hicre
Ureme ve farklilasmasi biyosinyaller tarafindan belirlenmektedir. Ornek olarak
kemikte kirk olustugunda, vyerel (Uretilen sitokin ve buylme faktorleri,
osteoprogenitdr hucrelerin  hasarli bodlgeye go¢ etmesini ve osteoblastlara
farklilagmasini saglayip, hiicre Gremesini ve ECM Uretimini kontrol etmektedir (Lee
ve Shin, 2007). Transforme edici bliyume faktéri (TGF-B), fibroblast bluyime
faktora (FGF), trombosit kaynakh buyume faktora (PDGF) ve insilin benzeri
baylume faktort (IGF) gibi blylime faktorleri osteoblast farklilasmasini dizenleyen
faktorleridir. Kalsitonin, parathormon, aktif Vitamin D metabolitleri, leptin ve
heparan sulfat ise kemik olusumunu dizenleyen endokrin faktérlerdir. Bunlara ek
olarak kemik morfogenetik proteinler (BMP) gibi sitokinler ve dekzametazon gibi
glukokortikoidler de kemik olusumunda ve gelisimde cgesitli roller Ustlenmektedir
(Gercek Begkardes, 2008).

Son yillarda arastirilan alternatif tedavilerden bir tanesi, sistemik hastaliklari tedavi
etmek igin kullanilan bazi ilag gruplarinin in vivo olarak kemik defekt alanina

uygulanmasidir (Thylin et al., 2002). S6zU gegen ila¢g gruplarindan bir tanesi,
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yuksek kolesterolu dusurmek amaciyla kullanilan hidroksimetilglutaril-koenzim A
rediktaz inhibitorleri statinlerdir. Statinlerin kolesterol digturme o6zelliklerinin yani
sira Ozellikle antiinflamatuar etki, anjiogenezisi arttirma ve kemik olugumunu
uyarma gibi etkileri oldugu belirtiimigtir (Horiuchi ve Maeda, 2006). Ayrica
statinlerin kemik greft materyallerine gére dustk maliyetli olmalari, yan etkilerinin
dugsuk olmasi ve uretim kolayliklari gibi avantajlari bulunmaktadir (Stancu ve Sima,
2001). Statin grubu ilaglarin kemik dokusu ve rejenerasyonu uzerindeki etkilerini
arastiran galismalara (Thylin et al., 2002; Ozeg et al., 2007) ragmen, elde edilen
bulgular celigkilidir. Literattr incelendiginde genelde statinlerin kemik defektlerinin
tedavisindeki roll, uygulama dozu ve tasiyici olarak kullanilan doku iskeleleri gibi
pek ¢ok parametreye ait tartismalarin devam ettigi, bu parametrelerle ilgili net bir
sonuca varilamadigr tespit edilmigtir. Yine literatur bilgileri dahilinde farkli
dozlardaki simvastatinin kemik defektleri Uzerindeki etkisini hlcresel dizeyde
inceleyen herhangi bir calismanin bulunmadigi belirlenmistir. Konu ile ilgili in situ
kemik doku muhendisliginde ¢ok az ve geliskili uygulamalarin olmasindan yola
cikilarak, elektro-egirme yontemi ile hazirlanmis membranlardan uretilen doku
iskelelerine, lipofilik bir statin olan simvastatinin hidrofilik statinlere gére kemik
dokusuna afinitesinin daha fazla olmasi, yagda ¢6zlnebildigi icin hlcrelere daha
kolay girebilmesi (Ismail, 2006) ve yapilan ¢alismalarin (Mundy, 1999; Thylin et al.,
2002; Ozeg et al., 2007) sonuglarina gére kemik yenilenmesi Uzerine olumlu
etkilerinin diger statin grubu Uyelerine oranla daha yuksek bulunmasi sebebiyle
simvastatin yuUklenmesine ve hazirlanan simvastatin yukli doku iskelelerinin

osteoinduktif 6zelliklerinin arastirilmasina karar verilmistir.

Simvastatin, membranlara ve doku iskelelerine yuklenmeden oOnce aktif hale
getirilmis, daha sonra iki farkli yolla ytkleme islemi proses edilmistir. Simvastatin
iceren c¢ozelti, elektro-egirme oncesi hazirlanan polimer karigimi igerisine
eklenmis, homojen bir karisim elde edilinceye kadar karigtinimistir. Simvastatin
iceren homojen karisimdan elektro-egirme yontemi ile membranlar hazirlanmigtir.
Simvastatin molekdlleri bu yontemle nanofiberler arasina hapsedilmis ve kontrolld,
uzun sireli ve yavas salima olanak saglayacak bir sistem hazirlanmistir. ikinci
yontemde ise, yigin salima uygun bir sistem igin simvastatin elektro-egirme ile

uretilen membranlardan hazirlanan 3 boyutlu doku iskeleleri Gzerine damlatiimigtir.
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Doku iskeleleri mikro gobzeneklere ve makro kanallara sahip oldugundan

simvastatin yapi tarafindan emilmigtir.

Thylin ve arkadaslar (2002) tarafindan gerceklestirilen calismada, 2.2 mg
simvastatinin kemik kalinligini uyaracak optimum doz oldugunu, ancak o dozlar in
vivo olarak uygulandiginda inflamasyona neden oldugu, dozu dastrmenin Klinik
inflamasyonu azaltacagini rapor etmiglerdir. Bu bulgulardan yola c¢ikarak toksik
etki gostermeyecek bir doz belirlenmis ve simvastatin her bir doku iskelesinde 20

ug (80 mg/kg) olacak sekilde yuklenmisgtir.

4.3. Doku iskelelerinin ve Simvastatin igeren Formlarinin in vitro Hiicre

Kiltir Caligmalari

Bos doku iskelesi grubu ve simvastatin yuklu doku iskelesi gruplari hucre in
vitro hicre kultur ortaminda hucre tutunmasi ve gogalmasi bakimindan analiz
edilmisg, birbirleriyle ve kontrol grubu ile karsilastiriimigtir. L929 fare fibroblast
hiicreleri (1x10%/doku iskelesi) steril doku iskelelerine asilanmis, asilanan
doku iskeleleri DMEM-F12, 10% FBS ve 0.5% penisilin/streptomicin antibiyotik
¢cozeltisi iceren petri kaplarinda 37°C sicaklikta 5% CO; ortaminda 7 gun

boyunca inkube edilmislerdir. Deneylerde trypan mavisi test kiti kullaniimigtir.

Doku iskeleleri Uzerinde zaman icerisinde gerceklesen hucre sayilarindaki
degisim karsilastirmali olarak grafige gecirilmis ve sekil 4.9’da sunulmustur.
Sonucglara goére hicrelerde herhangi bir ters etki gdézlenmemis ve tim
gruplardaki hucreler birbirlerine yakin ¢ogalma profilleri gdstermislerdir.
Yetersiz bos alan ve/veya besinden kaynaklanan yavas ¢ogalma hizindan
dolayr kontrol grubundaki hicre gogalmasinin, doku iskelesi gruplarindaki
hicre c¢ogalmasindan yuUksek oldugu belirlenmistir. Hulcrelerin, deney
suresinde kontrol grubunda bulunan tim alana yayildigi, ancak doku
iskelelerinde bu sure igerisinde 3 boyutlu yapilarinin iclerine dogru yayiimanin
gerceklesmedigi disinilmustir. ilerleyen zaman zarfinda kontrol grubunda
hicre 6lumlerinin baslamasi, ancak doku iskelelerinin G¢ boyutlu yapilarindan

dolay! hucre buyumesinin devam etmesi ongorulmustur.

7



16000 -
14000 -
12000
10000
B0, giin

8000
=1, giin

4. giin
B7. giin

Kontrol Bos Doku Iskelesi ~ Simvastatin Yiiklii
Doku Iskelesi

6000
4000
2000

Sekil 4.9. in vitro hiucre kultir galigmasi sonuglari

4.4. Elektro-egrilmis PCL Esasli Membranlardan Hazirlanan Doku
iskelelerinin Ve Bunlarin Simvastatin Yiiklii Formlarinin Siganlar igin Kritik

Biiyiikliikte Kraniyal Kemik Defekt Modelinde in vivo incelenmesi

Kraniyal Bolge, santral sinir sistemini kusatan membran6z kemikten olugmus
direngli bir yapidir. Santral sinir sisteminin kemik ile kusatilmasi ve korunmasi
hayati 6neme sahiptir. Bu bdlgedeki kemik butlinligin bozulmasi, travmatik ya da
cerrahi defektlerin olusmasi durumunda kemik gatinin bozulmasina baglh olarak
fonksiyonel ve/veya estetik kayiplar ortaya c¢ikmakta, bu durum da defektli

bdlgenin onarimi zorunlu hale getirmektedir.

Kanser, travma, tumor, genetik bozukluklar ve kazalar sonucunda meydana gelen
genis capli kemik defektlerinin tedavisi icin farkli tiplerde kemik greftleri, baylime
faktorleri ve bunlarin degisik kombinasyonlarini igeren birgok farkli uygulama
denenmig, c¢alismalarin sonuglari incelendiginde kullanilan birgok malzeme ile
standart flep operasyonlarindan daha ustin sonuglar elde edilmesine ragmen
meydana gelen doku kayiplarinin tamamen geri kazanimlarini saglayabilecek

ideal bir malzeme ya da tedavi yontemi bulunamamigtir. Gunumuzde kraniyal
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bolge cerrahisi klinik uygulamalarinda, kraniyumun external tabulasindan, kaburga
kemigi veya kikirdagindan, iliyak crest ve tibia-fibula elde edilen kemik greftleri
kullaniimaktadir. Defekt buyudukge gereksinim duyulan greft de biyumekte ancak
bununla ters orantili olarak greftin alici yatakta yasama sansi azalmaktadir. Bu
durumlarda vaskularize kemik greftlerinin kullanilmasi zorunlu olmaktadir. Bu da
cerrahi tedavi asamasinda mikro cerrahi isleminin zorluklarini gundeme
getirmektedir. Bu gugclukler ilk kez Rus arastirmaci llizarov tarafindan tanimlanan
distraksiyon osteogenezinin kraniyafasial boélgede kullanabilecegi dusuncesine
géturmustar. Bu teknikte distraktorler kullanarak kemik ve yumusak doku

yetersizlikleri ya da defektleri onarilabilmektedir.

Bu yetersizlikler ve klinikte karsilagilan bu zorluklar, arastiricilari yeni tedavi
yontemleri ve bu ydntemlerde kullanilacak biyomalzemeleri bulmaya
yonlendirmigtir. Geligtirilen alternatif tedavi stratejilerinden bir tanesi, canlinin
ihtiyaci olan kemigin 6zellikle defektli bélgede kendisi tarafindan olusturulmasi
prensibine dayanan ve teze olan konu kemik doku muhendisligidir. Bu yaklasim,
kemik dokusunun aktivasyon-resorpsiyon doénguslu Uzerinden, degisik bluyume
faktorlerinin, biyosinyal molekullerinin ve ¢ boyutlu biyobozunur doku iskelelerinin

yardimiyla kendi kendini modelleme ve rejenerasyonu mumkun kilmaktadir.

Polimer teknolojisindeki gelismeye paralel olarak ilag salim sistemlerinde
biyouyumlu dogal ve sentetik polimerler yaygin olarak kullaniimaya baglamistir. Bu
polimerler, igerilerine yerlestirilen ilaglari kontrolli salma ve istenilen etkiyi elde
etmek igin dusuk miktarda ilaca gerek duyulmasi gibi avantajlara sahiptir.
Biyobozunur matrisler icinde tasinan ilaglar uzun zaman periyodunda
uygulandiklari bdlgede istenen konsantrasyonda bulunabilir ve farmakolojik
etkilerini surekli olarak gosterebilirler. Tylin ve arkadaslarinin (2002) yaptiklari
calismada simvastatinin polimer ailesinin bir Gyesi olan metil seluloz jel ile

kontrolli salimi kemik olugsumunu onemli derecede arttirdigi belirlenmisgtir.

Literatirde osteojenik, osteoinduktif veya osteokonduktif olmaya aday
biyomalzemelerin klinik denemelerinden énce doku rejenerasyonu ile ilgili tedavi
potansiyellerinin degerlendiriimesi amaciyla denek hayvanlari kullaniimaktadir.
Bilimsel ¢alismalarda en yaygin kullanilan denek hayvanlari ise, kemirgenler (fare,

si¢an, tavsan), kdpekler, domuzlar ve primat modellerdir. Bu nedenle sunulan bu

79



tez calismasinda, dusuk maliyetli ve kolay temin edilebilir olmalarindan ve bakim
kolayligi saglamalarindan dolayi, deney hayvanlarn etik kurulunun izni
dogrultusunda deney hayvani olarak kemirgen familyasindan siganlarin degisik
turleri (Wistar Albino, Sprague Dawley) kullaniimistir. Ayrica, gergeklestirilen tim
hayvan calismalarinda kullanilan denek hayvanlarinin ayni cins ve erigkin
olmasina dikkat edilerek yas, cinsiyet ve agirlik farkliliginin kemik olugsumu Uzerine
gosterebilecegdi degisiklikler elimine edilmeye galigiimistir.

Kritik boyutta defekt, bir hayvana herhangi bir osteojenik, osteokonduktif veya
osteoinduktif bir biyomalzeme implante edilmeden yasam boyu spontan olarak
kemik yapimi ile iyilesme gosteremeyen en kiguk boyutlu kemik defekti olarak
tanimlanmaktadir. Bu tip defektler kemik dolumundan ¢ok, fibr6z bag dokusuyla
dolumu ile iyilesme egilimi gosterir (Bosch et al., 1998; Moon et al., 2005; Proyor
et al., 2006). Bununla beraber calismalarda sure kisitl oldugundan hayvan
deneylerinde kritik boyuttaki defektler ¢calisma sulresince iyilesme goéstermeyecek
boyuttaki defektlere igaret eder. O nedenle iyilesmenin gozlemlenmek istendigi bir
defekt tipi kendi kendine iyilesmesine imkan verecek boyuttan fazla olmalidir
(Anbinder et al., 2006; Develioglu, 2003).

Bu bilgilere dayanarak sunulan tez kapsaminda si¢anlar igin literaturde belirlenmig
kritik buyUklUkte kraniyal kemik defekt modeli segilmigtir. Segilen hayvan modeline
uygun olarak, Wistar Albino siganlarinin kraniyal bolgesinde 8 mm ¢apinda kritik
bayuklikte kemik defektleri olusturulmustur. Acilan bu defektlere, PCL
blendlerinden (%80 dusik - %20 yuksek molekul agirlikh) elektro-egrilmis
membranlardan hazirlanan doku iskeleleri (Grup B, doku iskelesi grubu), bunlarin
elektro-egirme sirasinda simvastatin yuklenen formlari (Grup C, kontrolli salim
grubu) ve doku iskelesi olusturulduktan simvastatin damlatilan formlari (Grup D,
ani salim grubu), defekt iyilesmesi ve doku cevabi performanslari bakimindan
birbirleriyle ve yalnizca kritik buyuklukte defekt olarak birakilan grupla (Grup A,
kontrol grubu) karsilastiriimak Uzere implante edilmistir. Calismalarda agirliklari
250 ila 300 gram arasinda degisen siganlar kullaniimigtir. Calisma 6 ay sirmus ve
1, 3 ve 6. aylarda doku iskeleleri defekt bdlgesinden c¢evre dokuyla birlikte
cikartilmis, fikse edilmistir. Ornekler daha sonra pCT ve histoloji calismalarinda

degerlendirilmislerdir.
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4.4.1. Hayvan Calismalari

ilk asama hayvan galismasi igin kullanilan 92 sigan 4 gruba ayrilmistir. ilk grup,
doku iskelesi yerlestiriimeyen ve defekt bolgesi bos birakilan Kontrol Grubu (Grup
A) olarak belirlenmistir. Bu grup icin 2 adet hayvan secilmistir. Bu grubun
olusturulma amaci, kritik baytkltkte agilan defekt bolgesindeki dokunun kendini ne
derece yenilediginin gosteriimesidir. ikinci grup ise, igerisine herhangi bir aktif ajan
yiklenmemis doku iskelelerinin bos olarak implante edildigi Yap: iskelesi Grubu
(Grup B) olarak adlandinimistir. Elektro-edirme sirasinda simvastatin yuklenen
membranlardan hazirlanan doku iskeleleri ise Uguncl grubu (Kontrollii salim
grubu, Grup C), elektro-egirme sonrasi simvastatin damlatilan grup ise dérdincu
grubu (Ani salim grubu, Grup D) olusturmustur. Tum gruplar igin hayvan sayisi 30
olarak belirlenmigtir. Ancak zaman igerisinde ¢esitli nedenlerden dolayi hayvan
kayiplari yasanmistir. Calismanin 1, 3 ve 6. aylarinda tum gruplarda hayatta kalan
hayvanlar eter anestezisi ile sakrifiye edilmistir. Defekt bolgesi acilmis ve cevre
doku ile birlikte alinan numuneler formol ¢ozeltisi igerisine konulmustur. Her bir
numune alindiklari anda gorsel olarak incelenmis ve o zaman noktasinda, o gruba

ait ana ozellikler not edilmistir.

Cizelge 4.5'te her grup icin 1, 3 ve 6. aylar sonunda alinan numunelerinin ortak
Ozellikleri verilmistir. Bu gizelgedeki veriler, hayvanlarin uyutulmasindan sonra
yapilan gozlemler seklinde not edilmis ve mevcut agirliklarinin ortalamasi
verilmigtir. Bos doku iskelesi grubunun 6. aydaki goéruntisi Sekil 4.10'da
sunulmustur. Sekil 4.11°de ise fikse edilmek Uzere hayvandan cgikartilan érnedin
goruntusu verilmigtir. Tum doku iskelesi gruplarinda denek hayvanlari sakrifiye
edildikten sonra doku iskelesinin ve defekt bdlgesinin genel goériunimud sekil
4.10’da sunuldugu gibidir. Altinci ayin sonunda bile implantlarin yapisal
batunliGgunu korudugu ve uzerilerinin zarla kaplanmig oldugu gozlenmigtir. Bu
durum in vivo bozunma davraniginin beklenenden dugsuk olduguna dair bir ipucu

olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.11. Fikse edilmek Uzere 6. ay sonunda alinmig numune
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Cizelge 4.5. Denek hayvanlarinda 1, 3 ve 6. aylar sonunda yapilan gozlem

sonuglari
Numune Agirhik (g) Go6zlem Sonuglari
Kontrol grubu 287 Defektte kapanma yok, herhangi bir
(30-90-180 giin) komplikasyon gozlenmedi
Doku iskelesi grubu ,3g | Doku iskelesi biitinliganii  koruyor,
(30 giin) beyin doku iskelesine yapisik
Doku iskelesi grubu o3 | Doku iskelesi bitinliganii —koruyor,
(90 giin) beyin doku iskelesine yapisik
Doku iskelesi grubu ,79 | Doku iskelesi bitinligani —koruyor,
(180 giin) kurutlu hayvanlar mevcut
Kontrolli salim grubu ,74 | Doku iskelesi ~bitinliginii _koruyor,
(30 giin) periostu intakt, kemik direnci yuksek
Kontrolll salim grubu Doku iskelesi butunluguna koruyor,
244 Kemik direnci yuksek, yari yariya
(90 gun) hayvanda sculp derisi kurutlu
Kontrolll salim grubu Doku iskelesi butunluguna koruyor,
239 Kemik direnci yuksek, yari yariya
(180 gun) hayvanda sculp derisi kurutlu
: . Doku iskelesi butinlugunu koruyor,
Ani salim grubu (30 glin) 275 sagital sindis intakt 9 y
: . Doku iskelesi butinlugunu koruyor,
Ani salim grubu (90 gun) 266 kompikasyon gbzlenmedsig y
Ani salim grubu (180 giin) 231 Doku iskelesi butunluguni koruyor,

kompikasyon gozlenmedi
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4.4.2. Histoloji Caligsmalari

Kemik defektleri ile ilgili caligmalarda iyilesmenin hucresel seviyede tespiti
acisindan en gecgerli ve en uygun degerlendirme seklinin histoloji ve
histomorfometrik ydntemlerin  kullaniimasi oldugu bilinmektedir. Literatlrde
simvastatinin etkilerinin daha ¢ok histolojik sonugclari ¢alisiimistir (Wong ve Rabie,
2003; Ozeg et al., 2007). Bu nedenle sunulan tez kapsaminda simvastatinin kemik
defektlerinin iyilesmesi Uzerindeki etkisini histolojik olarak incelenmistir.

1, 3 ve 6. aylarda tum gruplara ait histoloji kesitleri Sekiller 4.12-4.14’de
sunulmustur. ilgili seklin aciklamalari ve sekillerde kullanilan kisaltmalar her bir
seklin altinda verilmigtir. TUum histolojik degerlendirmeler yapilan istatistik testlerin

sonuglarina gore yapilmistir.

De Castro ¢ozeltisinde (kloral hidrat, nitrik asit, distile su) 5 ila 10 gun arasinda
degisen surede dekalsifiye drnekler, daha sonra fosfat tamponuna aktariimis ve
dereceli alkollerden gegcirilerek teknikte bilinen yontemle parafine gémulmustar.
Parafin bloklardan kizakl mikrotomda (Leica, Almanya) 5 um kalinliginda seri

kesitler alinmistir.

Hematoksilen eozin ve Masson trikrom (Sigma, Almanya) ile Kkesitlerin
boyanmasinin ardindan defekt onarimi, yeni kemik olusumu ve doku iskelesinde
doku yaniti acisindan incelenmis, dijital kamera elde edilen goruntuler ile
bilgisayar ortamina aktariimigtir. Masson trikrom ile boyali kesitlerde defekt
bdlgesinde olusan yeni kemik (yesil renk) alani hesaplanmistir. Bu amagla seri
kesilen her bloktan elde edilen her 20 kesitten rastgele 2 kesit kantitatif olarak
incelenerek godzlemlerin ortalamasi esas alinmistir. Defekt iyilesmesi ve doku
iskelelerine doku yanitlari semi kantitatif bir skorlama sistemi ile Cizelge 3.1'de

sunulan verilerle hesaplanmigtir.
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Sekil 4.12. 1. ay sonuglari: Kontrol kavitesi boyunca beyin (Br) bdlgesi
g6zlenmigtir. Kemiklesme kontrol grubunda (A, B) baslangi¢ seviyesindedir. Doku
iskelesi yerlestiriimis gruplarda defekt onarim prosesi ¢ok daha ileri seviyededir
(C-H). Kollajen fiberler (pembe: HE; yesil: MT) ve kan damarlari (oklar)