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ETiK BEYAN VE ARASTIRMA FONU DESTEGI

Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak
hazirladigim bu tez/proje ¢alismasinda,

Bu tezin/projenin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu,

Caligmamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim
asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigima,

Bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak gosterdigimi
ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi,

Bu calismanim Kocaeli Universitesi’nin abone oldugu intihal yazilim programi
kullanilarak Fen Bilimleri Enstitiisiiniin belirlemis oldugu olgiitlere uygun
oldugunu,

Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

Tezin/Projenin herhangi bir bolimiinii bu iiniversite veya baska bir {iniversitede
baska bir tez/proje calismasi olarak sunmadigima,

beyan ederim.

[IBu tez/proje calismasinin herhangi bir asamasi hicbir kurum/kurulus tarafindan
maddi/alt yap1 destegi ile desteklenmemistir.

KBu tez/proje calismasi kapsaminda iiretilen veri ve bilgiler Acibadem Universitesi
tarafindan 2020/04/09 no’lu proje kapsaminda maddi/alt yapr destegi alinarak
gerceklestirilmistir.

Herhangi bir zamanda, caligmamla ilgili yaptifim bu beyana aykiri bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi
bildiririm.
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Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/projemin tamamini veya
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kosullarla kullanima agma izninin Kocaeli Universitesi’ne verdigimi beyan ederim. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin/projemin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki calismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanimi bana ait olacaktir.

Tezin/projenin kendi 6zgiin calismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi
ve tezimin/projenin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer
alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu
metinlerin yazili izin alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim kurulu tarafindan yaymnlanan “Lisaniistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iligkin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi/ Kocaeli Universitesi
Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilir.

LEnstiti yonetim kurulu karar1 ile tezimin/projemin erisime ag¢ilmasi mezuniyet
tarihinden itibaren 2 yil ertelenmistir.

LlEnstiti yonetim kurulu gerekgeli karari ile tezimin/projemin erisime acilmasi
mezuniyet tarihinden itibaren 6 ay ertelenmistir.

X Tezim/projem ile ilgili gizlilik karar1 verilmemistir.
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HIDROKSIAPATIT KATKILI POLI(GLISEROL-SEBAKAT)/POLI(LAKTIK
ASIT) KARISIMINDAN UC BOYUTLU BASIM iLE KEMIiK DOKU ISKELESI
URETIMI VE IN VITRO KARAKTERIZASYONU

OZET

Kemik doku miihendisligi, kemik hasarinin mekanik stabilite icinde ve dogal doku
olusumu yolu ile yenilenmesini amaglayan, iizerine ¢alismalarin giin gectikce arttig bir
tedavi yaklasimidir. Biyobenzer ve biyobozunur bir kemik doku iskelesi iiretmeyi
hedefledigimiz bu calismada polilaktik asit (PLA) tabanli ii¢ boyutlu kompozit iskeleler
tic boyutlu basim yo6temi ile basilan kaliplar yardimiyla iiretilerek iskelelerin hiicre
canliligmma ve osteojenik farklilasmasina etkisi incelenmistir. PLA tabanli polimer
karisiminda kullanilmak tizere poli(gliserol sebakat) metakrilat (PGS-MA) sentezlenmis
ve kimyasal olarak karakterizasyonu yapilmistir. Iskelelere osteoindiiktif ozellik
kazandirmak amaciyla hidroksiapatit (HAP) katkilanmistir. PLA, PLA/PGS-MA ve
PLA/PGS-MA/HAP iskelelerin biyouyumlulugu ve osteojenik farklilasmaya etkisinin
incelenmesinde kullanilmak tizere ATADEK-2020/12 sayili etik kurul izni ile insan
adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicreler (AD MKH) izole edilmis ve hiicre
karakterizasyon testleri gerceklestirilerek hiicrelerin mezenkimal kok hiicre oldugu
kanitlanmistir. Iskelelerin fiziksel ve mekanik ozellikleri sirasi ile taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve mekanik test ile belirlenmistir. PGS-MA katkisinin PLA iskelenin
mekanik dayanimini arttirdig gosterilmistir.

PLA/PGS-MA iskelelerin hiicre tutunmasina olumlu etkisinin saf PLA iskeleye gore daha
iyi oldugu, hiicre ¢ogalma hizina olumlu etkisinin ise PLA/PGS-MA/HAP katkili
kompozit iskeleye gore daha 1yi oldugu hiicre ¢ogalma testi ile belirlenmistir. Canli-6lii
hiicre boyamas1 higbir iskele tiiriiniin hiicre canliligina olumsuz etkisinin olmadigini
gOstermistir; hiicre 6liimi genel olarak PLA/PGS-MA/HAP iskelelerde gbzlemlenen
hiicre kiimelerinin i¢ kisminda tespit edilmistir. PLA/PGS-MA iskele yiizeyinde hiicre
uzanmasi (yayilmasi) diger iki iskele ylizeyine kiyasla daha basarili gerceklesmistir.
Osteojenik farklilasmanin erken belirteci olan alkalin fosfataz enzim aktivitesi PLA/PGS-
MA/HAP iskelesinde en diisiik seviyede belirlenmesine ragmen kemik minerali olusumu
en yiiksek seviyede yine bu iskele iizerinde tespit edilmistir. PLA nin %1 oraninda PGS-
MA ile katkilanmasinin mekanik dayanimini, yiizeyinde hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasini
arttirdig1 ve kemik olusumuna olumlu etkisi oldugu belirlenmistir. Bu iki bilesene HAP
eklenmesi ile de doku iskelesi lizerinde kemik dokusu olusumu hizlandirilmastir.

Anahtar Kelimeler: Biyomalzemeler, Kemik, Kok Hiicre, Poli(laktik asit), Poli(gliserol
sebakat).
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CONSTRUCTION  AND IN  VITRO CHARACTERISATION OF
HYDROXYAPATITE/POLY(GLYCEROL-SEBACATE)/POLY(LACTIC ACID)
BASED BONE TISSUE SCAFFOLDS VIA THREE-DIMENSIONAL PRINTING

ABSTRACT

Bone tissue engineering is a treatment approach that aims to regenerate bone damage in
mechanical stability and through natural tissue formation, on which studies are increasing
day by day. In this study, where we aimed to produce a biosimilar and biodegradable bone
tissue scaffold, three-dimensional composite scaffolds based on polylactic acid (PLA)
were produced with the help of molds printed with the three-dimensional printing method
and the effect of the scaffolds on cell viability and osteogenic differentiation was
investigated. Poly(glycerol sebacate) methacrylate (PGS-MA), to be used in PLA-based
polymer mixture, was synthesized and chemically characterized. Hydroxyapatite (HAP)
was added to the scaffolds to give osteoinductive properties. With the permission of the
ethics committee numbered ATADEK-2020/12; human adipose tissue-derived
mesenchymal stem cells (AT MSCs) , to be used in the biocompatibility studies of PLA,
PLA/PGS-MA and PLA/PGS-MA/HAP scaffolds and their effect on osteogenic
differentiation, were isolated and cell characterization tests were performed to prove that
these cells are mesenchymal stem cells. The physical and mechanical properties of the
scaffolds were determined by scanning electron microscopy (SEM) and mechanical
testing, respectively. It has been shown that PGS-MA addition increases the mechanical
strength of the PLA scaffolds.

It was determined by the cell proliferation test that the positive effect of PLA/PGS-MA
scaffolds on cell adhesion was better than the pure PLA scaffold, and the positive effect
on cell proliferation rate was better than PLA/PGS-MA/HAP composite scaffolds. Live-
dead cell staining showed that neither of the scaffolds had an adverse effect on cell
viability; cell death was detected in the interior of the cell clusters generally observed on
the PLA/PGS-MA/HAP scaffolds. Cell spreading on the PLA/PGS-MA scaffold surface
was more successful than on the other two scaffold surfaces. Although alkaline
phosphatase enzyme activity, which is an early marker of osteogenic differentiation, was
determined at the lowest level in PLA/PGS-MA/HAP scaffolds, bone mineral formation
on this scaffold was determined at the highest level. It was determined that the addition
of 1% PGS-MA to PLA increased its mechanical strength, cell adhesion and proliferation
on its surface, and had a positive effect on bone formation. With the addition of HAP to
these two components, bone tissue formation on the tissue scaffold was accelerated.

Keywords: Biomaterials, Bone, Stem Cells, Poly(lactic acid), Poly(glycerol sebacate).
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1. GIRIS

Kemik doku, kendi kendini yenileyebilme yetenegine sahip olsa da yiiksek hasar goren
bolgelerde bu yetenek yetersiz kalabilmektedir. Hasarin tamiri i¢in geleneksel olarak
kullanilan greftleme yontemleri immiin yanit olusumu ve fazladan ameliyat yarasi gibi
olumsuzluklara yol acabilmektedir. Doku miihendisligi yontemiyle gesitli biyouyumlu
malzemelerden dokuya uygun mekanik mukavemet ve bozunabilme 6zelliklerine sahip
olarak iiretilebilen doku iskeleleri bu olumsuzluklart 6nlemek i¢in gelecegin tedavi

yontemi olarak bizlere umut vermektedir.

Kemik doku miihendisligi i¢in iskele malzemeleri osteoprogenitdr hiicrelerin tutunup gog
edebilmeleri, farklilagsabilmeleri ve sonunda yeni kemik olusturabilmeleri igin
osteokondiiktif (osteoiletken) olmalidir. Ozellikle polilaktik asit (PLA) gibi biyobozunur
polimerler ve bunlarin kopolimer ve kompozitleri cesitli iiretim teknikleri ile yapi
iskeleleri gelistirmek igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Davashi ve Kaffashi, 2015;
Senatov ve dig., 2016). Kemik onarimi i¢in diger bir ana biyomalzeme sinifi, dogal
kemigin mineral bilesenine benzer olarak, iyi osteoiletkenlik ve kemik baglama yetenegi
gosteren  hidroksiapatit (HAP) seramiklerdir. Iki malzeme tiiriiniin de olumlu
ozelliklerini birlestirmek icin gelistirilen kompozit iskele tiirlerinin hiicre ¢ogalmasini ve
doku olusumunu destekledigi literatiirde belirtilmistir (Wei ve MA 2003). Yapisi
itibariyle organik ve inorganik bilesenlere sahip, kompozit 6zellik gosteren kemik
dokunun tedavisinde kullanilacak malzemenin kompozit olusunun biyomimetik
yaklasimla degerlendirildiginde olumlu o6zellik gosterecegi tahmin edilebilirdir.
Kullanilacak mineralin boyutunun da dogal dokuya benzer se¢ilmesi mekanik ve
osteokondiiktif o6zellikleri etkilemektedir, nanoboyutlu seramiklerin kemik hiicresi

tutunmasinda artig sagladigi bilinmektedir (Webstrer ve dig., 1999).

Bu c¢aligmada gilinlimiizde kendi kendine iyilesemeyecek durumda olan kemik
hasarlarinin tedavisinde kullanilabilecek kemik doku miihendisligi yaklasiminda
kullanilmak {izere kemigin dogal yapisina ve hasara uygun sekilde {i¢ boyutlu olarak
iretilmis kompozit doku iskelesi gelistirerek malzemenin hiicre ile etkilesimi ve
osteojenik farklilagsmaya etkisi incelenmistir. Kirilganligi sebebiyle tek basma kemik
doku mithendisliginde kullanilmas1 miimkiin olmayan HAP seramigi, halihazirda kemik

doku miihendisliginde kullanilmakta olan PLA ve biyouyumlulugu ve hiicre tutunmasina



olumlu etkileri bilinen PGS ile harmanlanarak hem biyouyumlu hem de osteokondiiktif
ozelliklere sahip, mekanik olarak dogal dokuya uygun bir iskele tiretmek amaglanmustir.
Mikrodalga firin ile tiretilen PGS prepolimeri metakrilatlanarak karisima daha iyi niifuz

etmesi ve molekiiliin ¢apraz baglanma asamasinin kolaylastirilmasi saglanmustir.

Iskele gruplarinin in-vitro testleri i¢in adipoz doku kokenli mezenkimal kék hiicre izole
edilmis, karakterizasyon testleri gergeklestirilmistir. Calisilan iskele gruplarinin fiziksel
ve mekanik Ozellikleri ile hiicre tutunmasina etkisi, proliferatif ve osteoindiiktif

oOzellikleri arastirilarak kiyaslanmuistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kemik Doku
2.1.1. Kemik Doku ve Bilesenleri

Kemik, organlarimiza destek ve koruma saglayan iskelet sisteminin bir eleman1 olmanin
yani sira kan hiicrelerini olusturan kemik iliginin tiretilip saklandigi dokudur. Ayrica kas
kasilmasi, pihtilagma, hiicre zarindan madde gegisi ve ndronlar arasi aksiyon potansiyeli
saglanmas1 gibi biyolojik olaylarda hayati énem tasiyan kalsiyum gibi minerallerin
depolanip saliminin gerceklestigi bir organ olmasi agisindan da organizma i¢in énemlidir.
Hiicre dis1 bilesenlerinin mineralleserek dokuya sertlik kazandirmasi onu diger bag
dokulardan ayirir ve mekanik roliinii yerine getirebilmesini saglar (Topaloglu ve dig.,

2017; Fuchs ve dig. 2019).

Organik ve inorganik fazlar1 ve hiicrelerle siirekli yenilenen bir dogal kompozit
niteliginde olan kemik doku; yaklasik %90’1n1 olusturan inorganik fazinda hidroksiapatit
kristalleri yaninda kolajen ve proteoglikanlar gibi organik bilesenleri de barindirir (Lin
ve dig., 2020). Dokuda kemik iligi harici dort hiicre g¢esidi daha bulunur. Bunlar

osteoprogenitdr hiicreler, osteoblast, osteosit ve osteoklastlardir.

Osteoprogenitdr (osteoblast onciilii) hiicreler, doku yenilenmesi s6z konusu oldugunda
osteoblastlara farklilagmak tizere Havers kanallar1 ve periosteumda hazir halde
bulunurlar. Osteoblastlar ekstraseliiler matriksin organik bilesenlerini sentezler ve kemik
yapimi ardindan olgunlasarak osteositlere doniistirler. Osteositler Havers kanallarindaki
bosluklarda bulunur ve sitoplazmik yolla birbirleri ve dokudaki diger hiicrelerle iletigim
saglayarak sinyal ve besin aligverisinde rol oynar. Osteoklastlar ise hematopoetik
hiicrelerden farklilasarak olusur ve doku yikiminda rol alir. Dokunun yenilenebilirliginde

tiim hiicreler ¢ok 6nemli rol oynar (Oyar, 2015).

Kemik doku, tiiriine, konumuna ve baskin doku bilesimine gore siniflandirilabilmektedir.
Makroskopik olarak (baskin doku bilesimine gore) kortikal ve trabekiiler kemik olmak
tizere iki sinifta incelenebilir. Embriyonik donemde, iyilesme evresinde ve baz1 patolojik

stireclerde gbzlenen nonlameller kemik ise rastgele kolajen lifler, diizensiz bosluklar ve



kemik hiicrelerinden olusur. Sonradan yeniden yapilanma yoluyla kortikal ve trabekiiler

kemige doniisiir.

Iskelet sisteminin biiyiikk kismii olusturan kortikal (kompakt, sert) kemik; yiiksek
hiicreler arasi bilesen yogunluguna ve diisiik gozeneklilige sahiptir. Kemigin kemik
iligini ¢evreleyen dis kabugunu olusturan bu kemik sinifi bol mineralizasyon gosterir. Bu
ozellikleri ile kemigin mekanik dayanimina katki saglar. Kemik hiyerarsisinde (Sekil 2.1)
kemigin en kiigiik birimine “osteon” denir. Osteonlar, 1 pm ¢apinda mineralize kolajen
fibrillerinin bir araya gelmesiyle meydana gelen lamel halkalara sahiptir ve Havers
kanalin1 ¢evrelerler. Lamel halkalar1 arasinda olgun kemik hiicrelerini barindiran
bosluklara “lakiin” ad1 verilir. Havers kanallarinin i¢inde bulunan damarlarca beslenen
osteositler birbirleriyle ve silingerimsi kemikteki osteojenik hiicrelerle etkilesim

icindedirler. Besin ve atiklarin tasinmasi “kanalikiiller” araciligiyla saglanir.

Osteon

Osteosit

Trabekiiler
Kemik

Havers Volkmann
Gozenek Kanali Kanali

Kan Damarlari
Ve Sinir

Sekil 2.1. Kemigin yapisi



Trabekiiler kemik (slingerimsi, kansel6z), aralarinda kemik iligi iceren bosluklar
barindiran trabekiillerden olusur. Bu sebeple %90’lara kadar c¢ikabilen yiiksek
gozeneklilik gosterir. Bu gozenekler, mekanik dayaniminin kortikal kemikten 10 kat daha
diisiik olmasina yol agsa da kemikte yiikiin esit olarak dagitilmasi ve eklem bolgelerinde
enerjinin emilebilmesi gibi faydalar saglar. Ayrica kemik iligi, kan damarlar1 ve bag
dokularin kemikle temas halinde olmasini saglayarak doku canliliginin korunmasinin
yani sira mineral salim1 ve kan hiicresi tiretimi gibi olaylarda kemigin roliinii kolaylastirir.

(Safadi ve dig., 2009; Korkusuz ve dig.,2011).
2.1.2. Kemigin Biyomekanigi

Insan viicudunda bulunan 206 adet kemigin morfoloji ve bilesimleri birbirinden farklidir
clinkii kemik doku, karsilastig1 yiike gore adaptasyon gosterir. Dokudaki mineralizasyon
kemige sertlik ve uygulanan kuvveti tasima kapasitesi saglarken, kolajen lifler elastikiyet
ve dayaniklilik katar. Bunda biyomekanigin rolii mekanik gerilmenin fazla oldugu
bolgelerdeki trabekiillerin daha kalin olup gozenekliligin disiikliigii ile 6rneklenebilir,

sadece gozeneklilik degil trabekiil mimarisi de mekanik mukavemeti etkiler (Oyar,2015).

Tablo 2.1. Kemik tiirlerinin mekanik 6zellikleri (Wang ve dig., 2016)

Gozeneklilik Modiil (GPa) Kuvvet (MPa)
Cekme 135+ 15.6
Uzunlamasmna 17.9+3.9 Basma 205+ 17.3
%3-5 Cekme 53+10.7
Enine 10.1£2.4 Basma 131+20.7
Kortikal
Kemik Kesme 3.3+0.4 Kesme 65+4.0
Omur 0.067+£0.045 | Omur 2.4+1.6
%85-90 | Kaval Kemigi 0.445+0.257 | Kaval Kemigi 5.3+2.9
Trabekiiler
Kemik Femur 0.441+0.271 | Femur 6.8+4.8

Temelde osteonlardan olusan kortikal kemik trabekiiler kemige gore sert ve

dayaniklidir (Tablo 2.1). Osteonlar dikey eksende kemige maksimum dayaniklilik katar.



Trabekiiler kemikte ise trabekiil mimarisinin de etkisiyle her trabekiil ayr1 ayr1 dayanim
gosterir. Kortikal kemik sikistirma kuvvetlerine; trabekiiler kemik ise germe kuvvetlerine
kars1 daha direnglidir. Trabekiiler kemik kortikal kemikten yaklasik bes yiiz kat siinek ve
neredeyse on kat yumusaktir (Lacroix, 2019)

Mekanik olarak anizotropik bir malzeme olan kemik farkli yonlii yiiklere farkli mekanik
ozellikler gosterir. Uzun kemikte elastiklik modiilii ile mekanik dayanim, yiikleme ekseni
boyunca yanal yone gore daha yiiksektir. Ayn1 zamanda normal yagantida daha ¢ok basma
kuvvetine maruz kalan kemiklerimizin basma dayanimi ¢ekme dayanimina gore daha

yiiksektir (Un ve dig., 2014)

Kemigin mekanik davranisina etki eden faktorler; porozite, kemik kiitlesi, kemik
mikromimarisi, yiikiin uygulandig1 bolgedeki kesit alan1 gibi geometrik 6zellikler, yas,
cinsiyet ve doku metabolizmasini etkiyen hastaliklar olarak siniflandirilabilir. Yapisal
ozellikler maksimum kirllma kuvveti, total deformasyon ve tokluk parametreleri ile
degerlendirilirken; materyal ozellikleri maksimum dayanim, maksimum gerinim ve

elastiklik modiilii ile incelenir (Giirgiil ve dig.,2016).

Kemigin mekanik davranisinin incelenmesinde geleneksel olarak basma, ¢ekme, burma
ve egme testleri uygulanmaktadir. Gelenksel testlere ek olarak daha 6zellesmis olan
indentasyon testi, saf makaslama testi, yorgunluk testi ve akustik testler de tercih
edilebilmektedir. Bu biyomekanik testlerin uygulanmasinda 6nemli kriterler; doku
hidrasyonu, ortam sicaklig1 ve ylikleme hizidir. Ayrica doku izolasyonu sonrasi gegen
stirede otolize bagl olarak da biyomekanik 6zelliklerde degisiklik olacagi mutlaka goz

Ontine alinmalidir (Lacroix, 2019).
2.1.3. Kemik Hasarmn Tyilesmesi

Osteoblast ve osteoklastlarin siirekli etkilesimleriyle kendini siirekli yenileyebilme
kapasitesine sahip olan kemik doku, hasar durumunda da skar doku olusturmadan
lyilesebilme yetenegine sahiptir. Bag doku iyilesmesinden temel olarak kalsifiye doku
olusumu ile ayrilan kemik iyilesmesi iki bicimde meydana gelir. Birincil 1yilesmede
(direkt) kikirdak olusumu yoktur, kemik parcalari birbirine sikica sabitlenebildiginde

osteoklast ve osteoblast aktiviteleri ile iyilesir. Ikincil iyilesme (dolayli) ise kemik



parcalart sabit durmadigi durumlarda goriiliir, bu siire¢ daha yaygin olarak meydana

gelmektedir.
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Sekil 2.2. Kemik hasarmin iyilesmesi

Ikincil iyilesme * hematom, yumusak kallus olusumu, sert kallus olusumu ve yeniden
sekillenme” olmak iizere dort fazda incelenebilir (Sekil 2.2). Doku travmalarinin tlimiinde
goriildiigii izere hasar sonrasi olugan ilk yanit yangi’dir. Travmanin siddetine bagl olarak
doku ve ¢evre dokularda biitiinliigiin bozulmasiyla olusan kanama durdurulmak iizere
pthtilasma meydana gelir ve hematom olusur. Tlk asamada olusan hematom igerisindeki
trombosit ve kemik iligi kok hiicrelerinden sentezlenen biiylime faktorleri ve diger
proteinler osteoprogenitor hiicrelerin defekt bolgesine go¢ etmesini ve osteoblastlar,
osteoklastlar ile kondroblastlara farklilagmalarini saglayarak kemik rejenerasyon siirecini
diizenlemektedir. Ayrica hematom, kirik bolgesinin bosluklarini doldurarak kismen de
olsa mekanik olarak stabil kalmasini saglar. Bu ilk enflamasyon siirecinde oldugu gibi
takip eden onarim ve sekillenme siire¢lerinde de ¢esitli biiyiime faktorleri sentezlenerek

farkli basamaklarda bircok islevi kontrol etmektedir. Ayrica kirik iyilesmesinde



salgilanan biyokimyasal faktorlerin (Tablo 2.2) yanisira norolojik mekanizmalardaki

degisimler, hormonlarin dengeli salimi ve mekanik faktorlerin herbirinin roli ayri ayr

¢ok 6nemlidir (Ghiasi ve dig.,2017; Tanrikulu ve Goénen, 2017).

Tablo 2.2. Kemik iyilesmesine etki eden biyokimyasal faktorler (Tanrikulu S, 2017)

Biyokimyasal Sinyal

Etkileri

Hormon

Etkileri

Bone Morfojenik Proteini
(BMP)

Transforming Biiyiime Faktorii

Beta (TGF-B)

Fibroblast Biiylime Faktorii
(FGF)

Trombosit Kaynakli Biiylime
Faktori (PDGF)

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

2 (IGF 2)

Vaskiiler Endotelial Biiyiime
Faktorii (VEGF)

Ekstraseliiler matriks
(ECM) sentezi,
MZKH farklilagmast
ve hiicre go¢ilinii

uyarir.

ECM
olusumu,damarlanma,
kalsifikasyon ve
kemik olusumunu

uyarir

MZKH ¢ogalmasi,
damarlanma ve
kikirdak olusumunda

etkilidir.

Hiicrelerin kirik
bolgesine gogiinii
saglar ve

damarlanmay1 uyarir.

Osteoprojenitor hiicre
¢ogalmasini, ECM

sentezini uyarir.

Damarlanma,
osteoblast ¢gogalmasi
ve farklilagmasini

uyarir.

Biiylime hormonu

Kalsitonin

Ostrojen

Kortikosteroidler

Tiroid

Paratiroid hormon

Pozitif kalsiyum

dengesini saglar.

Osteoklastlarin ¢oziicli

aktivitesini inhibe eder.

Kemik ¢6ziinmesini

engeller.

Kollajen sentezini inhibe
ederek kemik

¢Oziinmesini arttirir.

Kemik ¢6ziinmesini

tetikler.

Mineral dengesinde rol
alarak kemik iyilesmesini

tetikler.




Hematom asamasinda bolgedeki makrofajlar patojenleri fagosite eder. Bu sirada bolgede
gecici damarlanma olusur ve fibroblastlar kolajen iiretirken osteoklastlar hasara ugramis
dokunun uzaklastirilmasi icin nekrozdan sorumludur. Osteoblast ve kondroblastlarin
hizla ¢ogalmasiyla yumusak kallus olusumu baslar. Daha sonra ortamda meydana gelen
mineralizasyon sonucu, hala yeterince dayanikli olmayan kallus meydana gelir ve
bolgede saglanan mekanik stabilizasyon ile kan damarlar1 yeniden sekillenmeye bagslar.
Ayni1 zamanda osteoblastlar osteoid olusturmaya baslar ve onarim siirecinde meydana
gelen non-lamellar kemigin lamellar kemige (trabekiiler yahut kortikal) yapilanmasiyla

stireg sonlandirilir, yeniden modelleme fazi yillarca siirebilir (Altunatmaz, 2004).

Yeniden modelleme asamasinda kemigin hizalanmasinin baskin mekanik yiikleme
yoniinde olusu, mekanik uyaranlarin kemik olusumu tizerindeki etkisine 6rnek verilebilir.
Son c¢aligmalar, osteositlerin mekanosensor hiicreler oldugunu ve kanalikiiler
gozenekliligin buna aracilik ettigini gostermektedir. Mekanik yiik kanalikiillerde sivi
akigini indiikleyerek etkinin osteositlerce algilanmasini saglar. Osteositler ise mekanik
etkiye tepki vererek osteoblastlar ile osteoklastlarin aktivitelerini diizenleyen sinyal

molekiillerini iiretir ve yeniden modellenme gergeklesir (Klein- Nulend ve dig., 2005).
2.2. Doku Miihendisligi

Cesitli sebeplerle islevini tam olarak yerine getiremeyen ve hasar almis dokularin
tedavisinde geleneksel olarak greftleme yontemleri kullanilmaktadir. Otogreftleme,
hastanin hasarli dokudan bagimsiz bir bolgesinden doku alinip hasarli bolgenin tedavi
edilmesi; allogreftleme ayni tiirden baska bir bireyden doku alinarak tedavi
gerceklestirilmesi, ksenogreftleme ise bir tlirden farkl: bir tiire doku nakledilmesidir. Bu
tedavi yontemlerinin kullanimi; nakledilen bdlgede immiin yanit olusturma, farkl
bireyden gelen greftte hastalik tagima gibi riskler ile greftin alindigi bolgede yeni yara
olusumu ve smurli verici sayis1 gibi sebeplerle kisithdir. Bu gibi dezavantajlara bir umut
olarak gelisen doku miihendisliginin tanimi ilk kez 1993 yilinda Langer ve Vacanti
tarafindan ortaya atilmistir. Doku miihendisligi; miihendislik, tip ve fen bilimleri
prensiplerini  harmanlayarak laboratuvar ortaminda doku ve organlarin yerine
gecebilecek, islevlerini iyilestirebilecek, koruyabilecek yahut bunlara destek olabilecek
biyolojik olarak uyumlu malzeme veya sistemler gelistirilmesini amaglar. Son yirmi bes

yilda ozellikle biyomalzemeler ve hiicre kiiltiirii alanlarinin gelismesiyle hizlanarak



cesitli dokular i¢in tretilen triinler klinik uygulamaya gecmistir (Langer ve Vacanti,

1993; Karakegili ve dig., 2014; Karakegili ve Demirtas, 2015).

Yeni dokuyu olusturmak igin tasarlanan doku miihendisligi tirtiniinii tiretirken gerekli

olan bilesenler soyledir (Sekil 2.3):

DOKU
ISKELESI

Sekil 2.3. Doku miihendisligi (Sekil biorender.com kullanilarak olusturulmustur)

1) Hasarli bolgeyi doldurmak, bu bélgede yeni doku olusumu saglayabilmek i¢in
hiicreleri barindirabilecek ve ihtiya¢ duyacaklar1 mikro-cevreyi saglayacak dogal
biyomalzemeler veya yapay polimerlerden olusturulan doku iskelesi,

2) Iskele iizerindeki veya ¢evre dokudan gelen hiicrelerin iskele iizerinde hedef dokuya
farklilasmasini yonlendiren biiylime faktorleri (biyosinyal molekiilleri),

3) Doku olusumunu hizlandirmak i¢in iskeleye ekilecek hiicreler. Otolog (bireyin kendine
ait) hiicreler 6zellikle immiin yanit olusumunu 6nlemede de biiyiik rol oynar.

Hazirlanan yap1 direkt olarak yahut in-vitro ortamda olgunlagma saglandiktan sonra

implante edilebilir (Langer ve Vacanti, 1993; Hasirc1 ve Hasirci, 2018).
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2.3. Kemik Doku Miihendisligi

Siddetli travma, konjenital eksiklik, osteoporoz ve tiimor rezeksiyonu gibi durumlardan
kaynaklanan kritik boyuttaki kiriklar diinya ¢apinda énemli tibbi zorluklardir. Kemik
dokusu kendi kendini iyilestirme potansiyeline sahip olsa da hasar boyutu belli bir sinir1
astiginda genellikle cerrahi islem gerekir. Kemik onarimi i¢in doku mithendisligi, kirigin
cerrahi miidahale gerektirdigi durumlarda geleneksel greft tedavilerine bir alternatiftir.
Kemik rejenerasyonu i¢in kullanilan bu yaklagimla, doku dondrlerine olan ihtiyaci
azaltmanin yani sira hasar bolgesine 6zgii implant iiretimi ile ikincil ameliyat ve doku

reddi gibi olumsuzluklar da ortadan kaldirilabilir (Manzini ve dig., 2021).
2.3.1. Kemik Doku Miihendisliginde Doku Iskeleleri

Kemik doku miihendisligi igin bir¢ok ¢esitte iskele iiretilse de, bunlarin kemik dokuya
uygun ve dogru calismasi i¢in bazi gereklilikleri yerine getirmesi gerekir. Iskelerin sahip

olmas1 gereken o6zellikler biyolojik ve yapisal gereklilikler olarak siniflandirilabilir.

Biyolojik Gereklilikler:

-Iskele hiicrelerin tutunmasti, cogalmast, farklilasmasi ve yeni matriks iiretmesi i¢in uygun
olmalidir.

-Ortamda bir komplikasyon olusmamasit ve doku biitiinliigliniin korunabilmesi icin
immiin reaksiyona yol agmamalidir.

-Biyobozunur olmali, ¢linkii doku olusumunun yap iskelesinin bozulmasiyla eszamanli
olarak gerceklesmesi dogal dokunun implantin yerini almasina Onayak olacaktir.
Bozunma siirecinde ortaya ¢ikan bilesikler toksik olmamali ve sorunsuzca metabolize
edilebilmelidir.

-Biyoaktif olmali, g¢evre dokuyla etkilesime girerek iskeleye hiicre gocilinii ve
osteogenezisi indiiklemelidir. Ornegin dogal kemik rejenerasyonu siirecini diizenleyen
ve kolaylastiran kemik morfogenetik proteinleri (BMP) gibi biiyiime faktorleri ve fosfat
tyonlar1 salimini1 saglayan kalsiyum fosfat bazli bilesikler igermesi, konakta bulunan kok
hiicrelere ek olarak implanttan gelen kok hiicrelerin de farklilagsmasina yardimer olarak

doku yenilenmesini hizlandirir (Motamedian ve dig., 2016 ; Tariverdian ve dig.,2019).
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Yapisal Gereklilikler:

-Kemik iskelelerinin yapiminda mekanik mukavemet benzerliginin hedeflenmesi ¢ok
onemlidir; hem iyilesme siirecinde ¢evre dokuya mekanik destek saglanmasi, hem de
kemik tretiminde osteositlerin mekanik etkiye tepki yoluyla hiicre aktivitelerini
diizenleyisinde etkili olacaktir.

-Hiicre tutunmasi, go¢li, dokuda damarlanma, besin difiizyonu ve atik uzaklastirilmasi
i¢in yiiksek oranda birbirine bagl gézeneklerden olusmalidir.

-Iskele sekli ve boyutu hasarl1 bélgeye uygun mikromimaride iiretilmelidir.

-Cevre dokular ve hiicrelerle dogrudan temas halinde olmasi sebebiyle iskele yiizey

topografisi de iskelelerin en 6nemli 6zelliklerinden biridir (Tariverdian ve dig.,2019).

Biyolojik gerekliliklerin de yapisal gerekliliklerin de en dogru sekilde saglanabilmesi i¢in

hasarli bolgeye uygun biyomalzeme ve iskele iiretim tekniginin se¢ilmesi 6nemlidir.
2.3.1.1. Kemik Doku Iskelesi Uretiminde Kullanilan Malzemeler

Biyomalzeme, bir organin eksikligini gidermek veya islevine destek olmak i¢in viicuda
implante edilen yahut viicutla etkilesim halinde olan, yapay olarak tiretilebilen veya dogal
yollarla elde edilebilen, ilgili bolgeyle oldukc¢a iyi uyum saglayabilecek sekilde
tasarlanmis, dokuya uygun biyoaktiviteye sahip ve amacini yerine getirmek i¢in yeterince
kararli malzemelerdir (Hasirc1 ve Hasircl, 2018). Temelde kemik doku miihendisliginde
kullanilan biyomalzemeler polimer, seramik, kompozit ve metaller olarak

siniflandirilabilir.

Bir malzemenin tercihinde biyolojik ortamda bozunmasi, elektrik iletkenligi, termal
ozellikler, kimyasal 6zelliklerine bagh olarak dokuyla etkilesimi ve mekanik 6zellikleri
hasarl1 bolgeye 6zgii olarak degerlendirilir. Malzemenin bozunma 6zelliginin dokunun
lyilesme silirecine uyum saglamasi agisindan; termal Ozellikler igleme, sekillendirme,
sterilizasyon asamalarinda malzemenin stabilizasyonu igin Onemliyken, elektrik
iletkenligi elektrikle hiicresel aktivitelerin stimiile edilebilecegi bolgelerde malzemenin

tercih edilmesinde etken olacaktir (Hasirci ve Hasirci, 2018).
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Tablo 2.2. Biyomalzemeler ile avantajlar1 ve dezavantajlari

Biyomalzeme tiirii

Avantajlart

Dezavantajlar

Kolajen Biyouyumlu ve biyobozunur, Diisiik mekanik kararlihiga
dogal dokuda da mevcut. sahiptir.
Jelatin Kolayca jellesir, yiiksek oranda | Zayif mekanik 6zellik gosterir.
biyouyumlu kolajen tiirevidir.
Kitosan Hiicre tutunmasini ve gogiinit Mekanik kararlilhigini artirmak
Dogal polimerler . oy L S
destekler ve toksik degildir. icin biyoseramik gibi dolgu
maddeleri gerekir.
Aljinat Yiiksek saflikta, farkli Isitma veya radyasyon yoluyla
molekiiler agirhklarda sterilizasyon sonucu
bulunabilir, biyolojik olarak bozulabilir.
pargalanabilir.
PLA, PGA FDA onayl iskele bozunmast asidik bir
biyomalzemelerdir, kolayca ortama yol agabilir. Hiicre
yonetilebilir mekanik ve tutunmast disiiktir.
Sentetik polimerler yapisal 6zelliklere sahiptirler. Islenebilirligi sikintili olabilir.
PCL, PEEK Mekanik dayanimlari iyi ve Biyobozunurlugu diisiik ve

malzemenin temini kolaydir.

hidrofilisitesi azdir.

Biyoseramikler

Beta-trikalsiyum fosfat

Hidroksiapatit

Biyoaktif cam (kalsiyum ve

fosfat igeren silika cam)

MZKH’lerin farklilagmasini
destekler.

Dogal kemigin 6nemli bir
bileseni, yiiksek
osteokondiiktivite ve

biyoaktivite gosterir.

Kemik olusum siirecini
hizlandirir, kemik benzeri
apatit tabakasinin olusumuna

yardimet olur.

Yavas bozunma gosterir.

Hidrofobik olmas1 sebebiyle

diisiik hiicre tutunmasi gosterir.

Kirilgandir.

Diisiik mukavemet ve yiiksek
kirilganlik

Metalik iskeleler

Titanyum, tantal veya diger

metal alagimlari

Korozyona kars: direnglidirler,
o6nemli mekanik dayanima

sahiptirler.

Biyoinerttirler ve yiiksek
sertlikleri stres korumasi gibi

sorunlara yol agabilir.

Tablo 2.3’te siklikla kullanilan biyomalzemeler avantajlar1 ve dezavantajlariyla birlikte

verilmistir.
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Kovalent baglarla birbirine baglanmis tekrarlayan tinitelerden meydana gelen yiliksek
molekiiler agirlikli uzun molekiiller olan polimerler dogal (kolajen, kitosan,hyaluronik
asit, deseliilerize doku gibi) ve yapay (Polilaktik asit, Polikaprolakton,Poliglikolikasit vb)
olmak tizere iki ¢esitte incelenebilir. Dogal polimerler hiicre ¢ogalmasi ve doku
olusumununda indiikleyiciligi ile 6n plana ¢ikarken yapay polimerler 6zellikle mekanik

mukavemeti ve islenebilme kolayligiyla tercih edilmektedir (Hasirc1 ve dig., 2022).

Gegmiste, polilaktik asit (PLA) gibi laktik ve glikolik asitlere dayanan polimerler, insan
viicudunda ester omurgasinin basit hidrolizi ile parcalanirken zararsiz ve toksik olmayan
bilesikler trettigi icin ¢ok dikkat ¢ekmistir. Bozunma iirtinleri biyokimyasal olarak
karbondioksit ve suya ayrilir ve bobrekler tarafindan atilimi saglanir (Davashi ve
Kaffashi, 2015). Fiksasyon uygulamalari igin de uygun bir alternatif olan PLA, insan
viicuduna yerlestirildiginde kemiklerde olumsuz yanitlara yol agmadigindan metalik
implantlara kiyasla olduk¢a avantajlidir. Ayrica, implanti ¢ikarmak yahut yenilemek i¢in
ikinci bir ameliyata ihtiyaglar1 yoktur, bu nedenle hem tibbi maliyet diiser hem de

iyilesme esnasinda bozunan polimer yerini dogal dokuya birakir (Dearnaley ve dig.,

2007).

Polilaktik asitin yiiksek mekanik 6zellikleri, kolay islenebilirligi ile in vitro ve in vivo
biyouyumlulugu nedeniyle kemik doku miihendisliginde kullanimi arastirilmakla birlikte
kirilganlik, diisiik hidrofilisite ve biyolojik bozunma oranlar1 biyolojik uygulamasin
sinirlamaktadir (Saiga ve dig. 2015; ; Shi ve dig, 2015), Kemik doku miihendisliginde
PLA iskelelerinin zayif 6zelliklerini gelistirmek i¢in katki maddeleri ekleme, kaplama,
diger polimerlerle karisim olusturarak yahut biyocam ve hidroksiapatit gibi seramiklerle
kompozit halinde kullanima literatiirde arastirilmis ve umut verici bulunmaktadir (Rusias

ve dig., 2006 ; Mohammadi ve dig, 2014; Davashi ve Kaffashi, 2015).

Alifatik bir polyester olan Poligliserolsebakat (PGS), doku miihendisliginde bir¢cok
dokuda yenileyici bir potansiyele sahip olmasi sebebiyle son yillarda biyomedikal
uygulamalarda oldukea ilgi cekici bir polimer olarak goriilmektedir (Frydrych ve dig.,
2015; Piszko ve dig.,2021). Termoset bir polimer olan PGS’in fizikokimyasal 6zellikleri
capraz baglama ve kopolimerizasyon gibi kimyasal ve post-sentetik modifikasyonlar
dahil bir¢ok sekilde yonetilebilmektedir. Biyouyumluluk, elastikiyet ve sekil hafizasiyla

one ¢ikan bir polimer olmakla birlikte bozunma siiresinin tahmin edilebilirligiyle de doku
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miithendisliginde tercihi s6z konusudur. Kirtllgan polimer ya da seramik malzemelere az
miktarda katilarak elastikiyeti ile malzeme saglamligini gelistirmek lizerine kemik doku
miihendisligi ¢aligmalar1 artarak devam etmektedir (Zong-Yan ve dig., 2009; Shi ve dig.,
2015; Wang ve dig., 2019).

Seramikler, insanlik tarihindeki en eski malzemelerden kabul edilir. Biyoseramikler ise
18. yiizyilin sonlarindan beri ilk olarak dis hekimligi uygulamalariyla kullanilmaya
baslanmistir. Doku miihendisliginde diger malzemelere kiyasla antimikrobiyal etkiye
sahip olmalar1 ve sicaklik ve pH gibi fiziksel degisimlere dayanikli olmalari ile 6n
plandadirlar. Kendi hallerinde inert olduklari i¢in viicutta yabanci cisim yaniti olusturmaz
ve biyouyumludurlar. Ozellikle kemigin mineral faziyla benzerliklerinden dolay1 onarimi
indiikleyebileceginden sert doku tedavisinde siklikla tercih edilmektedirler. 20. yiizyildan
itibaren kemik defektlerinde kalsiyum fosfat; kalga eklemlerinde aliimina ve zirkonya
seramikleri ve kompozitleri kullanimdadir. Biyoaktif ve biyoinert olarak siniflandirilan
seramiklerin se¢imi tiim biyomalzemelerde oldugu gibi malzeme-doku etkilesimine
uygunluguna gore bolgeye 6zgli yapilir. Biyoaktif seramikler ¢cevre dokuyla etkilesirken
biyoinert seramikler herhangi bir etkilesim gostermez, bu durum sert doku
uygulamalarinda yumusak doku olusumuna sebep olabilecegi i¢in inert seramiklerin
biyoaktif malzemelerle kaplanip kullanimi da tercih edilmektedir. Inert seramiklere drnek
olarak kalga protezlerinde kullanilan zirkonya, aliimina ve yapay kalp kapakgiklarinda
kullanilmis olan karbonlu malzemeler verilebilir. Biyoaktif cam, kalsiyum fosfat ve

hidroksiapatit seramikleri ise biyoaktif seramiklerdendir (Yang ve dig., 2011).

Inorganik kemik matriksinin yaklasitk %90’m1 olusturan hidroksiapatit seramigi,
biyouyumlulugunun yaninda implante edildigi doku ile kimyasal olarak baglanma
saglayabilmekte, yavas bozunmakta ve kemik farklilagmasini da desteklemektedir.
Ortopedide dogrudan kullanimi gegmisten beri yaygin olmakla birlikte literatiirde kemik
dokuya implantasyonunda dokuya tam entegrasyonu ile sonuglanan ¢alismalar oldugu da
bildirilmektedir (Heise ve dig., 1990; Woodard ve dig., 2006; Zhou ve Lee 2011). Son
zamanlarda kontrolli ilag salimi ve kemik doku miihendisligi uygulamalarinda sikga
kullanilan hidroksiapatit yumusak doku uygulamalarinda da olumlu sonuglar gostermekle
birlikte 6zellikle kemik onariminda, sert doku implant kaplamasinda ve sert doku dolgu

maddesi olarak kullanilmaktadir. Iyi osteokondiiktif 6zelliklerine ragmen isleme zorlugu
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ve kirillganlig1 sebebiyle kemik doku miihendisliginde tek basina kullanimi sinirhidir

(Ginebra ve dig., 2006; Johnson ve Herschler, 2011).

Kompozit malzemeler, iki veya daha fazla farkli bilesen malzeme veya faz igeren
malzemelerdir. Kompozit malzemeler genellikle iki bilesenin de olumlu ydnlerini 6n
plana ¢ikararak biyouyumluluk, biyobozunurluk, mukavemet vb. gibi kontrol edilebilir
mekanik 6zellikler sergiler. Kemik doku miihendisliginde seramik/polimer kompozitlerin
kullanimi kemigin dogal bir kompozit olusundan dolay1 yaygindir. Su ana dek tek bir
malzemenin kemik doku miihendisligine uygunlugunun kanitlanamamasi kompozit

malzemeleri bu alanda umut verici bir konuma tasimistir (Sultana, 2013).

Kemik gibi kompozit bir malzeme iiretmek igin, karistirilarak yahut kaplama gibi
yaklagimlarla kemik doku miihendisligi i¢in polimer/seramik kompozit iskeleler tizerine
calismalar yogunlasmistir. Boylece polimer bazli iskelerle biyobozunmanin takibi,
mekanik ozelliklerin nispeten yonetilebilir olmasi, islenebilirlik kolayligr ile HAP
malzemenin osteoindiiktif ve biyomimetik 6zellikleri birlestirilerek kemikte kullanilmak
lizere en uygun iskelenin iiretiminin 6nii agcilmistir (Wei ve Ma, 2003; Russias ve dig.

2006, Zhou ve Lee 2011).

Metalik biyomalzemeler, antibakteriyel 6zellikleri, kirtlma toklugu ve mukavemetleri
gibi avantajlar1 ile 6zellikle ortopedi ve ortodontide tercih edilmektedir. Ozellikle
deformasyon riski diisiik olan ve yiik tasiyan dokularda tercih edilmektedir. Genellikle
korozyon direncinin arttirilmasiyla paslanmaz ¢elik, hafifligi ve inertligiyle titanyumun
kullanimi1 yaygindir. Kemik doku miihendisliginde biiyiime faktorii yiikli titanyum
iskeleler, polimer kapli demir ve magnezyum bazli alagimlarin kullanimi galisilmistir.
Kemik yapisinda dogal olarak bulunan, biyobozunur, yogunluk ve mekanik dayanimiyla
kemige yakin olan magnezyum bazli malzemelerin korozyonu ile olusan kalsiyum fosfat
tabakasinin kemik olusumunu indiikleyici oldugu da bilinmektedir. Tiim avantajlarinin
yaninda metaller alagim halinde calisilsa dahi korozif oldugundan bozunma iiriinlerinin
viicutta toksik ve alerjik etkilere yol agtig1 bilinmektedir (Hasirc1 ve Hasirct, 2018). Son
caligmalar, metalik biyomalzemeleri korozyon direncinin arttirilmasi, biyoaktivitenin
diizenlenmesi ve yiizey modifikasyonlar1 gibi iyilestirmelerle gelecekte daha kullanigh

hale getirmeye odaklanmistir (Chowdhury ve dig., 2021).
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2.3.1.2. Kemik Doku iskelesi Uretim Yontemleri

Kemik dokuya yonelik iskele liretim metodu se¢iminde 6zellikle mekanik mukavemeti
ve biyouyumlulugu ile tercih edilen malzemenin 6zelliklerine zarar vermeyecek yahut
iyilestirecek metot tercih edilmelidir. Ayrica hasara uygun biiyiikliikte iskele tiretiminin
saglanabilecegi yontemin se¢imi Onemlidir. Tablo 2.4’te iskele iiretim teknikleri

avantajlar1 ve dezavantajlartyla birlikte sunulmustur.

Coziictilii dokiim ve partikiil uzaklastirma yontemi iki basamakli olarak uygulanir.
Organik ¢oziiciide ¢oziilmiis polimer soliisyonuna bu ¢oziiciiden etkilenmeyen fakat suda
¢oziilebilen tuz, seker, jelatin gibi porojen maddeler eklenerek bir ¢ozelti karigimi
Olusturulur. Ardindan bu ¢6zelti bir kaliba dokiiliir ve ¢oziiciiniin ugmasi saglanir. Kalibin
seklini alan polimer karisimi ¢oziicliniin ugmasiyla {i¢ boyutlu halde kalir. Ardindan suda
bekletilerek porojenler uzaklastirilir ve porojenlerin oldugu yerlerde olusan gozenekler
ile gozenekli iskele yapisi elde edilmis olur. Bu yontemde iskelenin gozenekliligi,
gozenek boyutu ve birbirleriyle baglantilari, segilen porojen ve eklenen porojenin
konsantrasyonu ve ¢ozelti homojenizasyonu ile yonetilebilir (Eltom ve dig., 2019;
Chocholata ve dig, 2019).

Liyofilizasyon (Dondur-ugur) metodu, ¢6ziiciilii dokiim yontemi gibi polimer ¢ozeltisinin
kaliba aktarilmasi ardindan ¢oziiciiyli ugurmak i¢in ¢ozeltinin dondurulup liyofilizator
cthaz1 ile ugurulmasina dayanir. Liyofilizasyon islemiyle iiretilen iskelelerde gézenek

cap1 ve miktarinin yonetilmesi zordur.

Gaz kopiirtme teknigi, kat1 haldeki polimer matrisi uzun bir siire yiiksek basing altinda
CO2 ve N2 gibi gazlara maruz birakilarak gaz genlesmesi yoluyla yapida gozenekler
olusturulmasi prensibine dayanir. Solvent ve porojen kullanilmadigi i¢in sitotoksik yanit
riski minimumda olmasina karsin heterojen gozeneklilik ve gozenek baglantilarinin
yonetilememesi gibi olumsuz 6zellikleri de s6z konusudur. Kullanilan gazda diisiik de
olsa ¢oziiniirliigli olan polimerler icin ethanol veya seyreltilmis asit gibi yardimci
coziicliler olmaksizin bu teknigin kullanimi miimkiin degildir (Eltom ve dig., 2019;

Chocholata ve dig, 2019).
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Tablo 2.3. iskele iiretim teknikleri ile avantajlar: ve dezavantajlari (Eltom ve dig, 2019)

URETIM TEKNIKLER]

AVANTAJLARI

DEZAVANTAJLARI

Solvent dokiimii ve

Ince geperli numunelere uygundur.

Ince iskelelerde verimlidir.

partikiil Yiiksek gozeneklilik (%50-90) gsterir.
uzaklastirma Genellikle toksik coziiciiler kullanilir.
Malzeme kaybi fazla olabilir.
Kapali gozenekler ve iskele diginda bir polimer
Gaz kopiirtme %85'e kadar gozeneklilik kabuk olabilir
Nanolifli yapi iskeleleri gelistirmek i¢in
uygundur. Toksik ¢oziiciiler kulanilir.
Geleneksel
Yonteml 5i
ontemier Elektroegirme Biiyiik ii¢ boyutlu yapi elde edilmesi zordur.
Yiiksek ¢ekme mukavemetli lifler elde
edilir.
Birgok degiskenin optimizasyonu gereklidir.
Termoplastik kristalize polimerlerde
kullanilabilir.
Isil olarak . . A ..
. . Biyoaktif molekiillerin entegrasyonu i¢in . ..
1nduklen{m§ fa_z diisiik sicaklik kullanlabilir. Sadece termoplastikler i¢in uygundur.
ayrimi yontemi
Liflerin gozenekliligi %98'den fazladir,
yiiksek ylizey-hacim orani elde edilir.
Fotopolimerizasyon siirecinde sinirlamalar
. . Yiiksek ¢oziiniirlikte tiretim yapilabilir. vardir.
Stereolitografi
(SLA) L
Fotopolimerizasyon sonrasi tamamlayici
islemlere de gerek duyulabilir.
Gozenek boyutu ve yogunlugu kontrol
- edilebilir. Cok miktarda malzeme gerekir.
1zl

Prototipleme

Segici lazer
sinterleme (SLS)

iskelenin mikro yapisinda miikemmel
kontrol saglar.

Yiiksek calisma sicakligi gerektirir.

Malzeme sayisi sinirhdir.

Eriyik yiginlayarak

modelleme (FDM)

Diisiik sicaklikta ve biiylik parcalar
tizerine caligilabilir.

Biyobozunur polimerlere uygulanmasinda
sinirlamalar vardir.

Isil olarak Indiiklenmis Faz Ayrimi Yonteminde (TIPS), polimer ¢dziiciisiinde yiiksek

sicaklikta homojen olarak ¢oziindiikten sonra ¢ozelti donma noktasinin altina sogutulur.

Tamamen donan ¢6zeltide sublimlesme yoluyla ¢6ziicli uzaklastirir. Polimerce fakir

bolgeler yapi iginde gozenek olusumunu saglar. Kullanilan malzeme ¢esidi sinirlidir.
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Elektroegirme yontemi, elektrik alan kullanilarak polimer eriyigi yahut ¢ozeltisinden
nanolifler liretmeyi amaglar. Sekil 2.4’te goriilebilecegi iizere temelde siringa pompast,
giic kaynagi, metalik igne ve topraklanmis bir toplayicidan meydana gelen sistemde,
elektrik alan uygulanan polimer molekiilleri iyonik yiiklenirken toplayici ve igne
arasindaki potansiyel farkla malzeme uzayarak fiberler halinde topraklanmis olan
toplayicida birikmeye baslar. Lif kalinlig1 ve gozeneklilik; polimer molekiiler agirligi,
konsantrasyonu ve uygulanan elektrik alanin kontrolii ile ayarlanabilir (Collins ve dig,
2021).

]

Siringa

Siringa Pompasi

0 ¢
o

Gii¢c Kaynagi

Lif Toplayici

Elektrik Alan

Toprak Hattj|

Sekil 2.4. Elektroegirme diizenegi

Hasarli bolgenin implant ve yapay doku gibi uygulamalarla tedavi siirecinde, bolgede s6z
konusu olan implant-doku etkilesimi ile doku olusumu esnasinda; hem hiicre gogii
desteklenerek tedavi siirecinin hizlanmasi hem de dokuya mekanik destek saglanabilmesi
icin malzeme ile ¢evresi arasinda tam fiziksel uyum olmasi 6nemlidir. Hizli prototipleme
olarak da adlandirilan ii¢ boyutlu basim yontemleri (Sekil 2.5) ile destek malzemenin
birebir hasarli bolge geometrisine uygun ve s6z konusu doku gelisimini destekleyecek

gozeneklilikte tiretilmesi miimkiindiir (Hasirer ve dig., 2022).

19



¥ » K v
Yiizey Tarama Aynast Yiizey Tarama Aynast
Lazer i3mm1 & UV Polimer Filament / Lazer 511 & UV
A 4 A 4
Ekstriider v
S 721 [
A Rulman
Tstticr Baglik Filament =1 |
Isikla Kiirlenebilir Polimer Regine D Igne Ueu ke oz pertikiileri
‘ Regine|Tanki Al Bastm Yiizeyi | | MalzemeTanks
! ' i
\/
SLA TEKNIGI FDM TEKNIG SLS TEKNIGI

Sekil 2.5. Ug boyutlu basim yontemleri

Fotopolimerizasyon temelli ¢calisan stereolitografi (SLA) yonteminde UV 15181 veya lazer,
bir tankin i¢indeki fotokiirlenebilir malzeme soliisyonu i¢inde tasarlanan desen iizerinde
yonlendirilerek istenilen yerlerde isinla kiirleme yoluyla polimerizasyon saglanarak
katmanlar olusturulur. Tank her katman sonunda bir adim geri ¢ekilir ve diger katman
icin ayni islem tekrarlanir. Bu teknikle ¢ok yiiksek hassasiyetle iiretim Saglanabilmesine
karsin yiiksek ultraviyole radyasyon kaynakli sitotoksik etki riski ve uygun malzemenin
azligiyla doku miihendisliginde kullanimi sinirhidir (Bishop ve dig., 2017; Rey ve St-
Pierre 2019).

1980lerin sonlarinda gelistirilen Eriyik Yigmlayarak Modelleme (FDM) teknolojisi
termoplastik bir malzemenin eritilerek uygun bir basingla tasarlanan iskele seklinin
geometrisine 6zel olarak se¢ilmis bir igne ucundan ekstriide edilmesine dayanur.
Ekstriizyon esnasinda olusan iplikciklerin bir diizlem {izerinde sekle uygun olarak
biriktirilmesiyle iiretim gerceklestirilir. Iplikcikler arasi uzakliklar, iplikciklerin
kalinliklar1 ve biriktirilen malzeme miktar1 dokuya 6zgii olarak ayarlanabilir. PLA, PCL
PLGA ve PS gibi biyouyumlu termoplastik polimerlerin kullaniminda bu yéntem siklikla
tercih edilmektedir (Top ve Gokge, 2020).

Segici Lazer Sinterleme (SLS) yonteminde karbondioksit lazer 1ginlar1 kullanilir. Lazer
1isinlart ile toz haldeki polimerik malzeme yiizeyi verilen tasarima uygun olarak taranarak
tozla 1smin etkilestigi yerde malzeme sicakliinin erime noktasina yiikselttilip

molekiillerin kaynasmasi saglanir ve katman meydana gelir. Her katmanda eski katmanin
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iistii yeni bir toz kiitlesiyle kaplanip bir rulman aracilifiyla diizgiince ¢okertildikten sonra
lazer taramasi tekrarlanir. Bu teknik metal ve seramik malzemelerde de rahatlikla
kullanilabilmektedir. Hidroksiapatit-polimer kompozitler i¢in oldukga kullanish oldugu
literatiirde bildirilmektedir (Tan ve dig., 2003).

2.3.2. Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Hiicreler

Kemik doku miihendisliginin ilk asamalarinda, osteoblastlar, kemik rejenerasyonu
kavramini kanitlamak i¢in kullanilirken son ¢alismalarda ¢cogunlukla materyal/malzeme
ve/veya materyal/biiylime faktorii kombinasyonlarinin in-vitro kemik olusumunu
indiikleme yetenegini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Osteoblastlar ekstraselliiler
matriks olusturmalariyla 6n plana ¢iksa da g¢ogalmalariin siirli olusu kemik hasari

tedavisinde kullanimini sinirlar (Kinard ve dig., 2015).

Viicutta bir¢ok farkli dokudan elde edilebilen Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH), 6zel
kiiltir kosullarinda birden ¢ok hiicre tipine farklilasabilmeleri sebebiyle en yaygin olarak
arastirilan hiicre tipidir (Can, 2014). Tarihsel siiregte ilk kesfedilen kok hiicre ¢esidi olan
kemik iligi kok hiicrelerinin kemik doku miihendisliginde kullanim1 ¢okga ¢aligiimistir.
Bu hiicrelerin osteoblasta farklilasma yetenekleri yiiksek olsa da dokudan izolasyonunun
zorlugunun yaninda diger kok hiicre tiirlerine gore sayica az elde edilmeleri ve yag doku
kokenli mezenkimal kok hiicrelerle benzer farklilasma dinamikleri gostermeleri gibi
sebeplerle adipoz kok hiicrelerin  kullannmi  daha ¢ok tercih edilebilmektedir
(Glindeslioglu ve dig., 2013, Oryan ve dig., 2017). Viicutta ¢ok fazla bolgede bulunan
yag dokusundan hiicre izolasyonu diger dokulara nispeten daha kolay olmakla birlikte
donor bolgede de daha az yaralanmayla sonuglanir. Yag doku kokenli kok hiicrelerin
cogalma kabiliyetlerinin de kemik iligi kokenli kok hiicrelerden iyi oldugu literatiirde

bildirilmektedir (Guerado ve Caso, 2017).

Gobek bagmin i¢ bag dokusu olan Wharton Jeli’nden izole edilen kok hiicreler de
osteojenik farklilasma icin uyarildiginda gesitli osteoblastik davramslar sergiler. Ilkel
hiicreler olduklarindan farklilasma kapasiteleri yiiksektir ve in vivo uygulamalarda
immiin yanit olusturma riskinin de c¢ok diisiik olusuyla kemik doku miihendisliginde

kullanim tercih edilmektedir (Zhao ve dig., 2010; Karadas ve dig., 2012). Bu kok hiicre
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tiiriiniin de osteojenik farklilasma kapasitesi yag doku kokenli hiicrelerden diisiiktiir

(Christodoulou, 2013).

Embriyonik kok hiicreler (EKH), biitiin hiicrelere farklilasabilme yetenegine sahip olsa
da kullaniominda s6z konusu etik tartismalarin yani sira, uygulandigir bolgede teratom
olusturma egilimi sebebiyle ¢ok tercih edilmemektedir (Kinard ve dig., 2015; Cer¢i ve
Erdost, 2019).

Tim bunlarin yaninda, somatik hiicrelere viral ve viral olmayan yontemlerle gen
aktarilmasi ve hiicre programlanmasi sonucu gen transkripsiyonunun degistirilmesi
yoluyla iiretilen Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler, tiim hiicre tiirlerine
farklilagsabilmektedir (Takakashi ve Yamanaka, 2006; Okita ve dig., 2008; Can, 2014).
Ayrica bu hiicre tiirlinden farklilastirilarak olusturulan osteoblast ve mezenkimal kok
hiicreler de kemik doku miihendisliginde kullanilmaktadir (Jeon ve dig., 2016; Jungbluth
ve dig., 2019).

2.3.3. Kemik Doku Miihendisliginde Biyosinyal Molekiilleri

Kemik olusumu ve gelisimi, ¢ok gesitli sinyal molekiillerinin hiicrelerin eylemlerini ve
mikrogevresini yonlendirmesiyle meydana gelir. Hiicrelerin ¢ogalmasini indiikleyebilen,
metabolizmanin yanitlarini etkileyebilen bu sinyal faktorlerinin diizenlenmesi, hiicre
seklini, cogalmasini, goglinii, farklilasmay1 ve apoptozu diizenler. Biiyiime faktorlerinin
etkileri konsantrasyonuna baglidir ve hiicre yiizeyindeki reseptorler araciligiyla algilanir.
Doku mithendisligi uygulamalari i¢in de, hasarli bolgeye 6zgii gelisimi i¢in bir biiyiime
faktoriinlin konsantrasyonu ve salimimi kontrol etmek ¢ok énemli oldugundan bunlarin
kontrolii i¢in kontrollii salim ve enkapsiilasyon gibi teknikler ¢alisilmaktadir. (Celil ve
dig., 2007)

Kemik doku miihendisliginde kullanilan biyosinyal molekiileri, zarara ugrayan kemik
dokunun iyilesmesinde rol oynayan molekiillerdir. Bunlara boliim 2.1.3°te ve Tablo

2.2’de ayrica deginilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Poligliserolsebakat (PGS) Prepolimerinin Sentezlenmesi

Tez calismasinda kullanilan poligliserolsebakat (PGS) prepolimerinin sentezi i¢in Aydin

ve dig. (2013) kulland1g1 yontem degistirilerek uygulandi:

Tablo 3.1°de goriildiigii tizere farkli mol oranlarinda Sebasik asit (Aldrich, 202,25
gram/mol) ve gliserol (Merck, 92,1 gram/mol) bilesenleri beherde karistirilip 5 dakika
boyunca (1 dakika eritme {izerine 2 dakika karistirma ve 2 dakika prepolimerlesme) 700

Watt mikrodalga 1sinina maruz birakilarak prepolimerizasyonun gergeklesmesi saglandi.

Tablo 3.1. Prepolimer karisimi: monomer Oranlari

Karisim( mol/mol orani) Sebasik Asit (mol) Gliserol (mol)
1:1 0,02 0,02
1:1,5 0,02 0,03
1:2 0,02 0,04

150°C’de vakum altinda 6, 8 ve 10 saat ¢apraz baglanma gergeklestirilerek polimerlesme

ozelligi test edilmistir.
3.2. PGS Prepolimerinin Karakterizasyonu
3.2.1. PGS Prepolimerinin FTIR Analizi

Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektrometre (FTIR), kizil6tesi alandaki 1sinlarin molekiil
tizerine gonderilmesiyle molekiiliin titresim ve donme hareketlerinin etkilendigi belli
enerji frekanslarini absorbe etmesi {izerine olusan sinyallerin dedektorle toplanip
Olclilmesiyle olusan piklerin yorumlanmasina dayanan bir spektroskopik o6l¢iim

yontemidir (Mohamadi ve dig., 2017).
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Farkli monomer oranlarinda iiretilen prepolimerlerin yapisindaki baglarin tanimlamasi
icin kizildtesi spektrofotometrik analizi Acibadem Universitesi Biyomalzeme

Merkezi’ndeki Perkin Elmer Spectrum IR cihazi ile gergeklestirilmistir.
3.2.2. PGS Prepolimerlerinin NMR Analizi

Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR), kuvvetli manyetik alan igerisine
yerlestirilen bir molekiildeki farkli manyetik 6zelliklere sahip atom cekirdeklerinin belli
frekanslarda rezonansa girmesi ve bu sinyallerin dl¢iilmesi sonucu ortaya ¢ikan piklerin
hangi frekanslara denk geldiginin bir spektum {izerinde belirtilmesiyle molekiil
iskeletinin belirlenmesine dayanan bir spektroskopik 6lgiim yontemidir (Simpson ve dig.,
2012). Gliserol ve sebasik asitin hangi oranlarda tepkimeye girdigini ve tepkimenin

gerceklesmis oldugunu kanitlamak i¢in bu yontem tercih edilmistir.

Numunelerin Niikleer Manyetik Rezonans *H proton spektrumu analizi ODTU Merkez

Laboratuvari’ndaki Bruker Avance cihazi ile hizmet alim1 yoluyla gergeklestirilmistir.
3.2.3. GPC ile PGS Prepolimerinin Molekiiler Agirhik Tayini

FTIR analizi ile uygunluguna karar verilen numunenin molekiiler agirligini belirlemek
igin  Biiyiiklikee Aymrma Kromatografisi (GPC) analizi ODTU Merkez
Laboratuvari’ndaki Malvern Omnisec cihazi ile hizmet alim1 yoluyla gerceklestirilmistir.
Numune spektroskopik safliktaki tetrahidrofolik asitte (THF) ¢oziiliip manyetik
karistiricida 16 saat karistirilip 0,2 pm’lik filtreden siiziiliip ¢aligilmistir.

3.3. PGS Prepolimerinin Metakrilatlanmasi

Metakrilat gruplarinda bulunan ¢ift baglarin ¢ok reaktif olmasi bu grubu igeren
molekiillerde polimerlesme siirecini kolaylastirir, 6zellikle dis dolgularinda ve kemik
¢imentosu uygulamalarinda metakrile malzemelerin kullanimi yaygindir (Stickler ve
Rhein, 2012). Bu ¢alismada kullanilacak PGS oraninin ¢ok diisiik olmasi sebebiyle PGS
prepolimerini daha reaktif hale getirebilmek ve polimerlesmesine katkida bulunmak i¢in

molekiil metakrilatlanarak kullanilmastir.

Tez ¢alismalarinda kullanilan metakrile PGS prepolimerinin sentezi i¢in Tala ve dig.

(2018) kullandig1 yontem uygulanda:
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PGS prepolimerini metakrilatlama reaksiyonu 0°C’de gergeklestirildi. 1 gr PGS 4 ml
diklorometanda (Sigma-Aldrich) ¢6ziildii. Bir mol PGS’e 0,8 mol Metakrilik anhidrit
(Aldrich) ve 0,8 mol Trietilamin (Sigma Aldrich) eklendi. 1 mg 4-metoksifenol (Aldrich)
1 gr PGS’e eklendi ve 24 saat manyetik karistiricida, buz dolu hazne i¢inde karigtirildi.
24 saat sonunda ayni1 hacimde 30 mM hidroklorik asit (Isolab) ile yikand1 ve kalsiyum
klorlir graniilii (Sigma) ile kurutuldu. Kurutma islemi ardindan Rotary Evaporator
(BUCHI, Rovaporator R-100) ile ¢oziicii uzaklastirilip metakrile poligliserosebakat
prepolimeri (PGS-MA\) elde edildi. Metakrile prepolimer -80°C dondurucuda muhafaza
edildi.

OH
\M\/O Oﬁ\
8 n
(¢] (o]

PGS prepolimeri
Metakrilik anhidrit l Trietilamin

8 n

o O PGS-MA

Sekil 3.1. Poli(glisero-sebakat)'in metakrilatlanmasi ( Pashneh-Tala ve dig., 2018)
3.4. PGS-MA Prepolimerinin Karakterizasyonu
3.4.1. PGS-MA Prepolimerinin FTIR Analizi

Metakrilatlama islemi sonrast metakrilat grubunun tanimlanmasi i¢in kizilGtesi
spektrofotometrik analizi Acibadem Universitesi Biyomalzeme Merkezi’ndeki Perkin

Elmer Spectrum IR cihazi ile gergeklestrilmistir.
3.4.2. PGS-MA Prepolimerinin NMR Analizi

Numunelerin Niikleer Manyetik Rezonans *H proton spektrumu analizi ODTU Merkez

Laboratuvari’ndaki Bruker Avance cihazi ile hizmet alim1 yoluyla gerceklestirilmistir.
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3.5. U¢ Boyutlu Doku Iskelelerinin Uretimi

Bu ¢alismada, ti¢ boyutlu doku iskelelerinin iiretiminde Baslik 2.3.1°de bahsedilen iig
boyutlu basim yontemlerinden FDM ile solventli dokiim metodu birlikte kullanilmistir.
FDM yontemiyle kalip tretilip kaliba solventli dokiim yapildiktan sonra kalibin

uzaklastirilmasi yoluyla iskele elde edilmistir.
3.5.1. U¢ Boyutlu Doku iskelesi Kaliplariin Uretimi
3.5.1.1. Polivinilalkol (PVA) iskele Kalibinin Tasarim Ve Uretimi

Iskele kaliplar1 Solidworks 2020 programi kullanilarak 1 mm aralikli 0,4 mm kalmliginda
filamentlerden 14,1 mm ¢apinda ve birbirine 90° a¢1 yapan iistiiste 33 katmandan olugmak
tizere 13,2 mm yiiksekliginde tasarlandi (Sekil 3.2) . Tasarim .stl formatina doniistiiriliip
Ultimaker Cura dilimleme yazilimi kullanilarak basima hazir hale getirildi ve ii¢ boyutlu
yazicida (Ultimaker S5) suda ¢oziilebilen dogal PVA filamenti (Ultimaker, 2,85 mm)

kullanilarak hassas profilde 10 mm/sn basim hiziyla basildi.

Cc

Sekil 3.2. PVA Kalip Tasarimi (a ve b) 90° acili katman filamentleri, (c) yandan
gorliniim, (d) tistten goriiniim.
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3.5.1.2. 15 Kuyucuklu Polidimetilsiloksan (PDMS) Plaka

Iskeleleri olusturmak {izere polivinil alkol kalip ve polimer ¢dzeltilerinin eklenecegi
kuyucuklar1 igeren PDMS plakanin kalibinin ¢ikarilmasi i¢in Solidworks 2020 programi
kullanilarak 3 mm kalmliginda 13,5 x 9,5 cm? alanindaki dikdortgen taban iizerinde 14,1
mm ¢apinda 2,5 cm yiiksekliginde silindirlerin bulundugu bir tasarim yapild: (Sekil 3.3).
Tasarim .stl formatina donistiiriiliip Ultimaker Cura dilimleme yazilimi kullanilarak
basima hazir hale getirildi. U¢ boyutlu yazicida (Ultimaker S5) seffaf PLA filamenti
(Ultimaker, 2,85 mm) kullanilarak ekstra hassas profilde 50 mm/sn basim hiziyla basildi.

Sekil 3.3. PDMS plaka kalib1 tasarimi

Seffaf PLA materyali kullanilarak basilan ii¢ boyutlu kalip s1v1 silikon elastomer bazi ve
kiirleme ajani igeren karisim (Sylgard 184, silikon elastomer kiti) lizerine yerlestirildi ve
bir gece boyunca 55°C firinda (Thermo Scientific, Heratherm) tutularak kiirlenmesi
saglandi. Kiirleme islemi gerceklestirildikten sonra PLA kalip ¢ikarilarak 15 kuyucuklu
PDMS plaka elde edilmistir.

3.5.2. Polimer ve Kompozit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Polilaktik asit (PLA) (NatureWorks, Ingeo 4043D), PGS-MA ve HAP (Sigma Aldrich,
Hydroxypatite  nanopowder<200nm) bilesenleri Tablo 3.2° de gosterilen
konsantrasyonlarda 1,4-Dioxane (Carlo Erba) ¢oziiciisii i¢ine eklenerek oda sicakliginda

24 saat manyetik karistiricida (Thermo, HPS RT2 advanced) 100 rpm’de karistirildiktan
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sonra 24 saat ¢alkalayicida 70 rpm’de ¢alkalanarak homojen ¢ozeltiler olusmasi saglandi.

PGS-MA igeren ¢ozeltilerin 1s1yla kiirleme agsamasina kadar 1sik gérmesi engellenmistir.

Karigimlarda Kullanilan PGS prepolimeri miktari, Yang ve dig. (2009) tarafindan yapilan
bir calisgmada PLA’ya oranla % 2’den az PGS katildiginda darbe dayanimini yiiksek

miktarda arttirdiginin raporlanmasi {izerine, % 1 olarak secilmistir.

Tablo 3.2. Polimer ¢6zelti kompozisyonlari

Ornek PLA PGS-MA HAP
(g/ml) (g/ml) (g/ml)
%10 PLA 0.1
%15 PLA 0,15
%20 PLA 0.2
PLA/PGS-MA 0.2 0,002
PLA/PGS-MA/HAp 0.2 0,002 0,01

3.5.3. Uc boyutlu Doku iskelelerinin Uretimi

PDMS plakadaki kuyucuklara 1’er ml polimer ¢ozeltisi eklenip sonra PVA kaliplarla
birlikte 7,5 dakika -20°C buzdolabinda sogutulmaya birakildi. Sogutma islemi sonrasi
PVA kaliplar polimer ¢ozeltisi igeren kuyucuklara yerlestirildi ve -80 “C dondurucuya
alinip 2 saat bekletilerek ¢ozeltiler donduruldu ve ardindan bir gece -80 "C 0,113 mbar
vakum altinda liyofilizatorde (Labconco, FreeZone 6L) birakilarak ¢oziici uguruldu.
Liyofilizatorden cikartilan iskeleler 48 saat boyunca oda sicakliginda ultra saf suda

birakilarak PV A kalibin ¢6ziinmesi saglandi.

PVA yapidan ayrildiktan sonra meydana gelen ii¢ boyutlu doku iskelesi 37°C vakumlu
firmda 0,1 mbar vakum altinda (Thermo Scientific, Vacutherm) 3 saat kurutulduktan
sonra 6 saat 150°C’de 0,1 mbar vakum altinda PGS-MA prepolimerinin is1yla kiirlenme

yoluyla polimerlesmesi amaciyla bekletildi ve iskele tiretimi tamamlandi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. 3 Boyutlu Doku iskelesi Uretim Siireci (Sekil biorender.com kullanilarak
olusturulmustur.)

3.5.4. Doku Iskelesi Yapiminda Kullanilacak PLA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

%10, %15 ve %20 PVA kaliplar (0,4 mm aralikli 1 mm filamentlerden olusan)
kullanilarak tiretilen PLA doku iskelelerinin mukavemeti Shimadzu AGS-X mekanik test
cthazi ile 5 kN yiik hiicresi kullanilarak 1mm/dk hizda gergeklestirilen basma testi ile

Olgiilerek en yiiksek mekanik dayanima sahip olan PLA ¢6zeltisi ile deneylere devam
edildi.

3.6. Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu
3.6.1. Doku iskelerinin Mekanik Ozelliklerinin Belirlenmesi

PVA kaliplar (1 mm aralikli 0,4 mm kalinliginda filamentlerden olusan) kullanilarak
uretilen PLA doku iskelelerinin ve iskele kalibi1 olmaksizin PLA, PLA/PGS-MA ve
PLA/PGS-MA/HAp kompozitlerinin genis bir kaliba dokiilerek liyofilizasyon temelli
tiretim siirecinden gegirilmesi sonucu olusan siingerlerden delge¢ yardimiyla elde edilen
disklerin mekanik 6zellikleri Shimadzu AGS-X mekanik test cihazinda 5 kKN yiik hiicresi

kullanilarak 1mm/dk hizla gerceklestirilen basma testi ile belirlenmistir.
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3.6.2. Doku Iskelelerinin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Analizi

PVA kaliplar (1 mm aralikli 0,4 mm kalinliginda filamentlerden olusan) kullanilarak
tiretilen PLA, PLA/PGS-MA ve PLA/PGS-MA/HAp doku iskelelerinin fiziksel analizi
20 miliamper siddetinde 2 dakika altinla kaplandiktan sonra Acibadem Universitesi
Biyomalzeme Merkezi’nde bulunan Zeiss Evo 10 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

kullanilarak yapilmustir.
3.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.7.1. Insan Adipoz Doku Koékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (ADMKH)

izolasyonu ve Kiiltiirii

Acibadem Universitesi Tibbi Arastirmalar Degerlendirme Kurulu’nun verdigi izinle
(ATADEK 2020-12/10) hastaya onam formunun imzalatilmasi sonrasinda liposuction
ameliyatinda tibbi atik olarak agiga ¢ikan yag dokusu orjinal kabinda Acibadem
Universitesi Biyomalzeme Merkezi’'ne getirildi ve ayni1 giin hiicre izolasyonu
gerceklestirildi. Yag dokusu 50 ml falkon tiiplere alind1 ve {izerine bire bir hacimde
kollajenaz-1 (Gibco) ¢ozeltisi (%0,1 Kollajenaz, HBSS) eklendi ve 1 saat siire ile
37°C’deki galkalamali su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 1800 rpm’de
10 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant atildi ve pellet tizerine DNAase (Dornaz
Alfa, Pulmozyme) soliisyonu (%1 PSA, 50ug/ml DNAase, HBSS) eklendi ve
pipetlenerek yikandi. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 5 dakika 1500
rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant pasteur pipeti ile ¢gekildikten sonra pellet izerine 10
ml DPBS (1x, Gibco) Gibco) eklenerek yikandi, 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij ardindan siipernatant pasteur pipet ile toplandi. Pellet, biiyiime besiyeri (%0.1
PSA, 1 ng/ml bFGF(Cell Signalling Technology), %10 FBS(Gibco), DMEMF12
(Gibco)) ile ¢ek birak yapilarak ¢oziildii. Ardindan hiicre siizgecinden (70 pm naylon,
Falcon) gecirilerek kalan yag ve kirliliklerden ayristirilan hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra slipernatanti pasteur pipet ile ¢ekilip atild1 ve 1 ml besiyeri ile
pellet resiispanse edildi. Hiicreler T25 flaska ekildi ve 37°C sicakliginda %5 COz i¢eren
inkiibatérde (PHCB, IMCO-170A/CUVH-PE) c¢ogaltildi. Ug giinde bir besiyeri
degistirildi ve hiicreler %80 yogunluga ulastiginda % 0,05 Trypsin-EDTA (Gibco) ile
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kaldirtlip 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pellet biiyiime
besiyerinde ¢oziiliip T75 flaska pasajlandi.

3.7.2. insan Adipoz Doku Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (International Society for Cellular Therapy) ve
Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi’ne (The Mesenchymal and Tissue Stem Cell
Committee) gore bir hiicrenin mezenkimal kok hiicre oldugunu sdyleyebilmek igin bu

hiicre belli sartlar1 saglamalidir:
-Kiiltiire edildiginde plastige tutunabilmelidir.

-Ozel yiizey antijenlerini ifade ederken hematopoietik hiicre yiizey antijenlerini de ifade

etmemelidir.

-Kiiltiir kosullarinda osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara farklilasabilmelidir
(Dominici ve dig., 2006).

Bu dogrultuda izolasyon sonrasi plastik flasklarda biyiidiikleri gozlemlenebilen
hiicrelerin mezenkimal kok hiicre oldugunu kanitlamak i¢in bazi karakterizasyon
deneyleri gergeklestirilmistir. Hiicrelerin ifade ettikleri yiizey antijenlerinin tayini i¢in
immiinofenotip analizi ve farklilasma kapasitelerinin belirlenmesi igin de osteojenik ve

adipojenik farklilasma protokolleri uygulanmistir.
3.7.2.1. Hiicre Morfolojisinin Mikroskobik Yoéntemlerle Analizi

Ucgiincii pasajdan kaldirilan hiicreler, 0,2 mg/ml fibronektin (Gibco) kapli 8 kuyucuklu
mikroskop slaydmna (p slide, IBIDI) kuyucuk basma 100.000 hiicre olacak sekilde
biiyiime besiyeri i¢inde ekildi. Ug giin boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra iki kere
PBS ile yikandi ve oda sicakliginda 20 dakika boyunca % 4 paraformaldehitte (PFA)
tutularak sabitlendi. Sabitleme islemi ardindan kuyucuklara 200 ul % 0,1 Triton X-100
(Gibco) eklenip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyon gerceklestirildi. inkiibasyon
ardindan kuyucuklar ii¢ kere beser dakika boyunca PBS ile yikandi ve 200 ul %3 BSA
(Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich) ¢ozeltisi (%3BSA, PBS) eklenerek yarim saat
oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan % 0,1 BSA (%0.1BSA, PBS)’da hazirlanan
1:100 vimentin (Cell Signaling, XP (R) Rabbit mAb) birincil antikor ¢dzeltisi eklenip
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37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra kuyucuklar ii¢ kez PBS ile yikanip %0,1 BSA’da
hazirlanan 1:400 floresan ikincil antikor ¢6zeltisi (Cell Signaling, Anti RabbitlgG (H+L),
F(ab’). Fragment (Alexa Fluor 594 Conjugate)) eklendi ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 sekonder antikorlar cekilip hiicreler ii¢ kere PBS ile yikandi ve
kuyucuklara 200’er pL PBS’te hazirlanan 1:1000 DAPI (Cell Signaling) ¢ozeltisi eklenip
10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Boyama islemi tamamlandiginda ti¢ kere PBS
ile yikanan kuyucuklarm kurumasini 6nlemek i¢in 200’er pl PBS eklendi ve konfokal

mikroskopla (Zeiss LSM 900) goriintii alindi.
3.7.2.2. Hiicrelerin Immiinofenotip Analizi

izole edilen hiicrelerin yiizey antijeni ifadeleri akis sitometrisi cihaz1 (BD Accuri C6 Plus)
ile analiz edildi. Ugiincii pasaja gelen hiicreler % 0,25 Tripsin-EDTA kullanilarak
kaldirilip 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi. Pelletteki hiicreler biiylime besiyerinde
pipetlenip sayild1 ve her antikor icin 10x10* hiicre 1,5 ml tiiplere alinarak 1500 rpm’de
+4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 pellet %1 BSA igeren soliisyonda
¢oziilerek antikorlar (FITC-CD105, PerCP-CD73, PerCp-CD90, PECD44, FITC-CDA45,
PE-CD34, PerCp-HLA-DR, PE-HLA-ABC, PerCp-IgG2a, FITC-1gG1, PerCp- IgG1 ve
PE- IgG1 (BD Biosciences)) eklenip +4°C ‘de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
+4°C 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen hiicreler iki kez PBS’le yikandi ve %1 PFA
ile 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek sabitlenmeleri saglandi. Sabitleme islemi
ardindan +4°C 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen hiicreler FACS soliisyonunda
(DPBS’te %0,01 sodyum azid (Sigma), %1 BSA) ¢oziilerek akis sitometrisi cihazi ile
analiz edildi.

3.7.2.3. Hiicrelerin Osteojenik Farklilasma Kapasitesinin Belirlenmesi

Uciincii pasaja ulasan hiicreler 24 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 5 x 10* hiicre olacak
sekilde biiyiime besiyeri iginde ekildi. Hiicreler tiim kuyucugu kaplaymcaya kadar
37°C’de %5 CO; inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi biiyiime besiyeri
Osteojenik Farklilasma besiyeri (%10 FBS, %1 PSA, 5x10° M Askorbat-2 fosfat
(Sigma), 10 mM g — gliserofosfat (Applichem), 0.01 uM deksametazon (Sigma),
DMEM Low Glucose (Gibco)) ile degistirilerek farklilagsma prosediirii baslatildi. Besiyeri

haftada ti¢ kez tazelendi.
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Deksametazon, kemik nodiilii olusumu arttiran osteoblast genlerinin ifadesini ve ALP
enziminin aktivitesini arttirir, askorbik asit kaynagi kollajen igceren kemik matrisi
tiretiminde 6nemli bir rol oynar ve B-gliserofosfat ise mineralizasyon i¢in gerekli olan

fosfat kaynagini saglamaktadir (Stein ve Lian, 1993; Coelho ve dig, 2000 ).

Hiicreler 21. giinde Alizarin Red (Sigma) ile boyanarak kalsiyum fosfat birikimi
gozlemlendi. Alizarin Red boyamasi igin farklilagma baslatildiktan sonra 21. giin sonunda
besiyeri her kuyucuktan dikkatlice uzaklastirildi. Hiicreler 2 ml DPBS ile yikandiktan
sonra %4 PFA eklenerek 20 dakika oda sicakliginda bekletilerek sabitlenmesi saglandi.
Sabitleme sonrasi1 PFA dikkatlice uzaklastirildi ve kuyucuklar tiger defa 5’er dakika siire
ile distile su ile hiicre tabakasi tabandan kalkmayacak sekilde dikkatlice yikandi. Distile
su uzaklastirildt ve her kuyucuga 1’er ml %2 Alizarin Red soliisyonu (Alizarin Red S
tozu (Sigma) distile suda ¢oziiliip pH 4.18’¢ ayarlanmistir) eklendi. Otuz saniye oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra kalan fazla boya ¢ekildi ve kuyucuklar ikiser defa
beser dakika boyunca ¢esme suyu ile hiicre tabakasi kalkmayacak sekilde dikkatlice
yikandi. Yikama sonrasi kurumamasi igin kuyucuklara 1 ml PBS eklendi. Isik

mikroskobunda (Zeiss Primovert) gériintii alindi.
3.7.2.4. Hiicrelerin Adipojenik Farklilasma Kapasitesinin Belirlenmesi

Uciincii pasaja ulasan hiicreler 24 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 5 x 10* hiicre olacak
sekilde biiyiime besiyeri i¢inde ekildi. Hiicrelerin tiim kuyucugu kaplayincaya kadar % 5
CO; inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi biiyiime besiyeri Adipojenik
Farklilasma besiyeri (%10 FBS, %1 PSA, 10° M deksametazon (Sigma), 200 pM
indometasin  (Sigma), 10 ug/ml Insulin  (Sigma), 0.5 mM 3-izobutil-1-
metilksantin(Sigma)) ile degistirilerek farklilasma prosediirii baslatildi. Besiyeri haftada
ti¢ kez tazelendi. Hiicreler 14. giinde Oil Red O Stain Kit (Abcam) ile boyanarak yag

tanecikleri 1s1k mikroskobu ile goriintiilendi.

Oil Red O Stain Kit (Abcam) boyamasi i¢in farklilasma baslatildiktan sonra 14. giinde
hiicreler 2 ml DPBS ile yikandiktan sonra % 4 PFA ile 20 dakika oda sicakliginda
sabitlendi. Sabitleme sonrasi1 PFA dikkatlice uzaklastirildi ve kuyucuklar iiger defa distile
su ile hiicre tabakasi yiizeyden kalkmayacak sekilde dikkatlice yikandi. Her kuyucuga 1
ml Propilen glikol soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 2 dakika bekletildikten sonra
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cekilip yerine Oil Red O soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 6 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 Oil Red O soliisyonu ¢ekilip kuyucuklara distile suyla hazirlanan
%85 Propilen glikol soliisyonu eklenerek 1 dakika bekletildi. Ardindan soliisyon ¢ekildi
ve iki kez distile suyla yikama yapildiktan sonra kurumamasi i¢in PBS eklendi. Isik

mikroskobunda goriintii alindi.

3.8. Doku Iskelelerine Hiicre Ekimi ve iskele Uzerindeki Hiicresel Davramsin

Belirlenmesi
3.8.1. Doku iskelelerinin Hiicre Ekimine Hazirlanmasi ve iskelelere Hiicre Ekimi

Uretimi tamamlanan PLA temelli doku iskelelerinin hidrofilisitesini arttirmak igin
iskelelere Diener Pico Plazma Sistemi’nde 5 dakika boyunca 50 watt Oksijen (O2) Plazma
uygulandi. Plazma isleminin ardindan iskeleler laminer kabin igerisinde yarim saaat %70
etanolde birakilarak sterilizasyonu gerceklestirildi. Sterilizasyon islemi sonras1 alkoliin
uzaklastirilmasi igin iskeleler 3 kez 15 dakika boyunca PBS ile yikandi. Sterilizasyon ve
yikama islemleri ardindan 24 kuyucuklu plakada FBS iceren biiyiime besiyeri igine alinip
gece boyu 37°C’de inkiibe edilerek hiicre tutunmasina pozitif etki gosterecek FBS

kaynakli protein kaplamasi tamamlananan iskeleler hiicre ekimine hazir hale getirildi.

Gece boyu 37°C’de inkiibasyonu tamamlanan iskelelerin fazla besiyeri alindi ve
tizerlerine, liglincii pasajdan kaldirilan hiicreler iskele bagma 100.000 hiicre 25ul biiyiime
besiyerinde olacak sekilde pipet ile damlacik halinde ekildi. Ekim sonrasi 37°C
sicakliginda %35 CO2 igeren inkiibatorde 4 saat bekletilen iskelelerin kuyucuklarina
hiicrelerin iskele yiizeyinden kalkmasina neden olmadan, kenardan 1’er ml biiyiime

besiyeri eklendi.
3.8.2. iskelelerin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Iskelelere boliim 3.2.1°de belirtildigi gibi hiicre ekimi gergeklestirildikten sonra
inkiibasyonun 24. saat ve 7. giiniinde Canli-Olii Hiicre Boyamas1 (Cell Check Viability/
Cytotoxicity Test Kit, ABP Biosciences) yapilarak iskelelerin hiicre canliligina etkisi
incelenmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri fenol kirmizis1 igermeyen DMEM (Gibco)
besiyerinde 1 saat bekletildikten sonra (Mg ve Ca igerir, Gibco) fazla besiyeri atilmis, 5
ul Propidium lodide ve 5 pl Calcein AM igeren 10 ml DPBS soliisyonu hazirlanip
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iskeleler tizerine 1’er ml eklenmistir. 45 dakika 37°C’de inkiibe edilen iskelelerden

konfokal mikroskobu ile 150 um kalinlikta ii¢ boyutlu z-stack goriintii alindu.
3.8.3. Phalloidin Boyama

Ekim ardindan inkiibasyonun 7. ve 21. gliniinde % 4 PFA kullanilarak sabitlenen hiicreler
tizerine 1 ml % 0,1 Triton X-100 soliisyonu eklenip 5 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra iskeleler 3 kere PBS ile yikandi ve yarim saat bloklama serumunda
(PBS’te ¢dziinmiis % 1 BSA) 37°C sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 % 0,1
BSA ile yikanan iskeleler tizerine 1 ml Phalloidin boyama soliisyonu (1:100 Phalloidin
(Sigma): % 0,1 BSA) eklendi ve 1 saat 37°C sicakliginda inkiibasyon saglandi. Siire
sonunda 3 kez PBS ile yikanan hiicreler iizerine DAPI (1:1000, PBS) soliisyonu eklenip
10 dakika oda sicakliginda boyama tamamlandiktan sonra PBS ile yikanan iskelelerden

konfokal mikroskop (Zeiss LSM 900) ile goriintii alindx.
3.8.4. Iskelelerin Hiicre Cogalmasina Etkisinin Belirlenmesi

Tetrazolyum bazli (MTT) ve resazurin bazli Alamar Blue ve Presto Blue gibi metabolik
deneyler, hiicrelerin redoks aktivitesini kullanarak optik veya floresan olarak tespit
edilebilir bir bilesenin olusturulmasma dayali, hiicre popiilasyonlarini nicel olarak
izlemek i¢in kullanilan testlerdir. Tetrazolyum bazli testler toksik oldugundan son nokta
analizi olarak kullanilabilirken resazurin bazli testler ise floresan olmayan mavi resazurini
floresan pembe resorufine indirgemek ig¢in mitokondriyal aktiviteyi kullanan toksik

olmayan testlerdir (Sonnaert ve dig., 2015).

Resazurin bazli Presto Blue testinin hiicre kiiltiiriinde stirekli olarak izlemeye olanak
saglamasi ve hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasinin incelenmesinde giivenilir bir metot olmasi
sebebiyle iskelelerin hiicre ¢ogalmasina etkisinin incelenmesi igin bu metot tercih

edilmistir.

Iskelelere boliim 3.2.1°de belirtildigi gibi hiicre ekimi gergeklestirildikten sonra
inkiibasyonun 24. saat, 7. giin, 14. giin ve 21. giinlerinde biiyiime besiyeri ¢ekilip yerine
%10 Presto Blue (Invitrogen) iceren biiyiime besiyeri eklenerek 2 saat 37°C’de inkiibe

edildi. Inkiibasyon sonunda ¢oklu plaka okuyucu cihazinda (Victor Nivo, Perkin Elmer)
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570 ve 600 nm dalgaboylarinda absorbans dl¢limii yapilarak sonuglar analiz edilmistir.

Analizlerin dogrulugu i¢in kalibrasyon egrisi kullanilmistir.
3.8.5. iskelelerin Osteojenik Farklilasmaya Etkisinin Belirlenmesi

Iskelelerin iizerindeki osteojenik farklilasma protokoliine tabi tutulan hiicrelerin
farklilagmasina etkisinin belirlenmesi igin kantitatif olarak Alkalen fosfataz (ALP)
aktivite analizi yapilmus, kalitatif olarak Tetrasiklin-HCL antibiyotigi ile floresan yontem
kullanilarak, Alizarin Red boyasi ile ve taramali elektron mikroskobu yardimiyla

mineralizasyon varlig1 gézlemlenmistir.
3.8.5.1. Osteojenik Farkhlasmamin Alkalen Fosfataz Testi ile Belirlenmesi

Kemik, karaciger ve bobrek dahil ¢esitli dokularda ifade edilen Alkalin fosfataz
enziminin hiicresel olaylardaki kesin rolii bilinmemekle birlikte, dokuya 6zgii olmayan
ALP genel bir osteoblast belirteci olarak kabul edilir. Mezenkimal kok hiicrelerde ALP
aktivitesi lizerine yapilan ¢ogu ¢alisma bunun erken osteojenik farklilasma sirasinda ifade

edildigini gostermistir (Kim ve dig, 2012).

Iskele iizerindeki osteojenik farklilasmanin kantitatif olarak alkalen fosfataz enzimi
aktivitesinin Ol¢lilmesi yoluyla belirlenmesi igin p-nitrofenil fosfatin p-nitrofenol ve

fosfata doniistiiriilmesine dayanan bir ALP kiti (Randox) kullanildu.

Iskelelere boliim 3.2.1°de anlatildig iizere hiicre ekimi yapildiktan bir giin sonra biiyiime
besiyeri osteojenik besiyeri ile degistirilerek osteojenik farklilagma baglatildi. Osteojenik
farklilagmanin 7,14 ve 21. giinlerinde besiyeri uzaklastirthp iskeleler 2 kez DPBS ile
yikandi. Her kuyucuga 1 ml % 0,1 Triton X-100 soliisyonu (Triton X-100 (Sigma), 0,1
M Tris tampon ¢ozeltisi) eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon
ardindan soliisyon pipetlenerek hiicrelerin iskeleden iyice ¢ikmasi saglandiktan sonra
lizatlar 15 ml’lik falkon tiiplere alindi. Tiipler 10 dakika -20°C’de ardindan 10 dakika
37°C’de bekletildi ve bu dondur-¢6z islemi {i¢ kez tekrarlandi. Dondur-¢6z islemi sonrasi
numuneler buz iizerinde 10 dakika boyunca 30 saniye araliklarla % 60 genlikte
sonikasyona (Bandelin Sonoplus Sonikatoér, SH70G probu) maruz birakildi. Sonikasyon
sonrast 10 dakika 2000 rpm’de +4°C’de santrifiij edilen 6rneklerin siipernatantindan

alinan 50pl 6rnek tizerine 50 pl Triton X-100 ve 20 ul ALP soliisyonu eklenip bir saat
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oda sicakliginda bekletildikten sonra coklu plaka okuyucu cihazinda 405 nm
dalgaboyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.

ALP deneyinin analizinde kullanilmak tizere iskelelerdeki toplam protein miktar1 6l¢iildii.
BCA protein tayin kiti (Thermo Scientific, Pierce BCA Protein Assay Kit) ile ALP
deneyinde kullanilan siipernatanttaki toplam protein miktarinin belirlenmesi ig¢in
slipernatanttan alinan 20 pl lizat iizerine 200 pl BCA ¢alisma soliisyonu (1:50 reaktif a:
reaktif b) eklenip 30 dakika 37°C’de inkiibe edildikten sonra 562 nm’de absorbans
Ol¢limii yapildi.

Total protein konsantrasyonu ile alkalen fosfataz enzimi konsantrasyonu oranlanarak
sonuglar analiz edilmistir. Analizlerin dogrulugu igin p-nitrofenol ve total protein

kalibrasyon egrileri kullanilmistir (Ek-A ve Ek-B).
3.8.5.2. Mineralizasyonun Alizarin Red Boyasi ile Goriintillenmesi

Osteojenik farklilagma inkiibasyonunun 21. giiniinde iskeleler Alizarin Red (Sigma) ile
boyanarak kalsiyum fosfat birikimi gézlemlendi. 21. giin sonunda iskeleler DPBS ile
yikandiktan sonra % 4 PFA eklenerek 40 dakika oda sicakliginda bekletilerek
sabitlenmesi saglandi. Sabitleme sonrasi PFA uzaklastirilip kuyucuklar tiger defa distile
su ile dikkatlice yikandi. Distile su uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara 1’er ml % 2
Alizarin Red soliisyonu eklendi ve otuz saniye oda sicakliginda inkiibe edilip boya
cekildikten sonra kuyucuklar ikiser defa beser dakika boyunca ¢esme suyu ile,ikiser defa
ultra saf su ile, kontrol iskelelerdeki boya kalintilar1 tamamen yikanana kadar, yikanip
gece boyu cesme suyu i¢inde +4°C’de bekletilerek artik boyanin uzaklastirilmasi
saglandi. Yikama sonrasi kurumamasi i¢in kuyucuklara 1 ml PBS eklendi.

Stereomikroskopta (Zeiss Stemi 508) goriintii alindi.
3.8.5.3. Mineralizasyonun Floresan Goriintiilenmesi

Mineralizasyonun floresan olarak goriintiilenmesi i¢in ortamdaki serbest kalsiyumu
baglayarak mineralizasyon esnasinda osteoblastlar tarafindan kalsiyum fosfat minerali

i¢cinde biriktirilen otofloresan bir bilesik olan Tetrasiklin kullanilmistir (Kenar, 2003).
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Iskelelere hiicre ekimi gergeklestirildikten bir giin sonra biiyiime besiyeri antibiyotik
olarak tetrasiklin (Tetra, 500 mg Tetrasiklin-HCL, Mustafa Nevzat) i¢eren osteojenik
farklilasma besiyeri (%10 FBS, %1 tetrasiklin-HCL, 5.10° M askorbat-2-fosfat,  —
gliserofosfat, 0.01 uM deksametazon) ile degistirildi. 37°C sicakliginda %5 CO; igeren
inkiibatorde 21 giin kiiltiire edilen iskelelerdeki hiicreler iki kez PBS, iki kez %70 etanol
ile yikand1 ve 6 saat boyunca +4°C’de % 96 etanolde birakilarak sabitlendi. Etanol
atildiktan sonra iskeleler karanlik bir ortamda kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra
konfokal mikroskop ile 390 nm uyarma dalgaboyunda 75 pm kalinliginda z-stack {i¢

boyutlu goriintli alinarak mineralizasyon goézlemlendi.
3.8.5.4. Mineralizasyonun Taramali Elektron Mikroskobu ile Analizi

Osteojenik farklilagmanin 21. giiniinde 6rnekler iki kere PBS ile yikandiktan sonra bir
kere kakodilat tamponu (0,1 M kakodilik asit (AppliChem) ultra saf suda ¢oziilip pH
7,4’¢ ayarlanmustir) ile yikandiktan sonra oda sicakliginda 2 saat kakodilat tamponunda
hazirlanmis % 2,5 Gluteraldehit (Sigma-Aldrich) soliisyonunda inkiibe edilerek
sabitlenmigtir. Sabitleme iglemi sonrasi1 bir kere kakodilat tamponu ile yikanan 6rnekler,

-80°C’de bir gece dondurulduktan sonra 8 saat boyunca liyofilize edilerek kurutulmustur.

Tamamen kuruyan drneklere Acibadem Universitesi’nde bulunan Leica marka EM ACE
200 model kaplama makinesi ile 50 nm kalinliginda altin kaplama yapildiktan sonra
Thermo Scientific marka Quattro S model taramali elektron mikroskobu ile iskelelerin

gorilintiisi alindi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. PGS ve PGS-MA Molekiillerinin Uretimi ve Karakterizasyonu
4.1.1. PGS Prepolimerinin Uretimi ve FTIR Analizi

Mikrodalga firinda prepolimer iiretiminin ardindan prepolimer numuneleri ile gliserol ve
sebasik asit monomerlerinin FTIR spektrumu gekilerek prepolimerizasyon siirecinin
isleyisi gozlemlendi (Sekil 4.1 , 4.2 ve 4.3).
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Sekil 4.1. Gliseroliin FTIR spektrumu

Toplamda 5 dakika siiren prepolimerizasyon islemi sonunda {i¢ numune i¢in de viskoz
transparan sarimsi renkte bir form elde edildi. Numunelerin FTIR analizine gore 1731
cm? deki pik ester baglarmi olusturan C=O baglarmi dogrularken 3417.2 cm
noktasindaki pikin yogunlugunun gliserole gore diismesi gliserol monomerinin
polimerlesmeye katilarak azalisin1 temsil etmektedir (Sekil 4.3). Aydin ve dig. (2013)
caligmasindan yola ¢ikilarak geleneksel prepolimerizasyon yontemine en yakin pikleri

gosteren spektrum olarak 1:1 PGS prepolimeri se¢ilmistir.

Vakum altinda 150°C’de 6,8 ve 10 saat olarak gerceklestirilen kiirleme testi sonuglarina

gore PGS prepolimerinin ¢apraz baglanmasinin en az § saatte gerceklestigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Sebasik asitin FTIR spektrumu
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Sekil 4.3. PGS prepolimerlerinin FTIR analizi. 1:1, 1:1,5, 1:2 oranlar1 polimerlesme
oncesi karistirilan sebasik asit:gliserol mol oranim belirtmektedir. (-OH) grubu {iriinde

gliserol varligini, (C=0) bagi ise sebasik asitin bulundugunu gostermektedir.
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4.1.2. GPC ile PGS Prepolimerinin Molekiiler Agirhik Tayini

Mikrodalga firinda tiretim sonrasi 1:1 PGS prepolimerine uygulanan agirlik¢a ayirma
kromatografisi ile sayica ortalama molekiiler agirligi (Mn) 988 g/mol, agirlik¢a ortalama

molekiiler agirligi (Mw) ise 3440 g/mol olarak belirlenmistir.
4.1.3. PGS-MA’nin Uretimi ve FTIR Analizi

Polimer karisimi ve kompozit hazirligt igin PLA polimer matrisinin i¢cinde az miktarda
bulunan PGS prepolimerinin kiirlenme esnasinda kendi polimer dallarini bulmasin
kolaylastirmak i¢in PGS prepolimerindeki gliseroliin ikincil hidroksil gruplarina
trietilamin varliginda metakrilat grubu baglanarak malzeme daha reaktif hale getirildi
Malzemenin daha aktif hale geldigi ¢apraz baglamasi i¢in 8 saat gereken PGS prepolimeri
aksine ayni kosullarda 6 saatte tamamen kati ve koyu renkli bir faza doniismesiyle

anlagilmistir.

Metakrilatlama islemi gergeklestirilen polimere FTIR analizi yapilarak —MA grubunun
varlig1 1536.37 cm ™'’ de gdzlemlenen pikle kanitlanmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. pre-PGS ve pre-PGS-MA’nin karsilastirmali FTIR analizi. (C=C) grubunun
varlig1 metakrilasyonun gerceklestigini gdstermektedir.
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4.1.4. PGS ve PGS-MA molekiillerinin NMR analizi

PGS ve PGS-MA molekiillerinin NMR analizi sonuglarina (Sekil 4.5) gore 7.26 ppm’de
deneyin gergeklestirildigi ¢6ziicti olan kloroformu gézlemlemekteyiz. 3.7 (d), 4.2 (d) ve
5.2 (e) ppm bandindaki pikler gliseroldeki, 3.1 bandindaki pik ise gliseroldeki metakrile
olmamig, OH grubuna bagli halde olan hidrokarbonlar1 (e) temsil etmektedir. Sebasik
asitten gelen pikler 1.3 (a), 1,6 (b) ve 2.3 (c) ppm seviyelerinde gézlemlenmektedir. 1.9
(h), 5.5 (g) ve 6.1 (f) ppm bandindaki pikler ise metakrilat grubundan gelen protonlari
simgelemektedir.
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Sekil 4.5. PGS-MA molekiiliiniin iskeleti ile PGS ve PGS-MA prepolimerlerinin NMR
Spektrumu
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PGS prepolimerinin GPC testine gore molekiiler agirlik degeri ve NMR spektrumundaki
piklerin altinda kalan alan degerleri kullanilarak PGS prepolimerindeki monomerlerin

birlesme oranlar1 ve PGS-MA molekiiliiniin metakrilasyon derecesi hesaplanmaistir.

PGS polimerinin monomer birlesme oraninin hesaplanmasinda gliserol ve sebasik asitten
gelen pikler, molekiil iskeletinde denk geldigi atomlar ve molekiiler agirlik yoluyla elde
edilen miktarlartyla oranlanarak hesap yapilmustir. Uretimde 1:1 (sebasik asit: gliserol)
mol oranda tepkimeye eklenen monomerlerin tepkime sonrasi sentezlenen kopolimerde
birlesme oranmin 45:55 oldugu anlasilmistir. Dolayisiyla sebasik asit monomerinin

uclarindan da gliseroliin baglanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

PGS prepolimerinin metakrilatlanma derecesi hesaplanirken molekiil iskeletinde
metakrilat grubunun icerdigi atomlari temsil eden piklerin altinda kalan alan hesaplanmis
atom sayist elde edilip gliserol miktariyla oranlanarak PGS prepolimerinin

metakrilatlanma derecesinin %69 oldugu bulunmustur.
4.2. U¢ Boyutlu Iskele Kalibinin ve Kuyucuklu Plakanin Uretimi

Uc boyutlu iskeleye kalip olarak kulamlmak icin iiretilen PVA iskele kalibi
stereomikroskop ve taramali elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir (Sekil 4.6). SEM
verilerine gore Ui¢ boyutlu basim sonrasi tasarimi 400 pum olarak verilen filament
kalinliginin ortalama 398,2 + 69,2 ; 1000 um olarak verilen filamentler arasi boslugun
822,3 = 22,05 um uzunlugunda oldugu bulunmustur. FDM yontemi ile liretilen PVA
iskele kalibinin tasarima birebir uyum gostermedigi, normalde iki filament st {iste
atmasina ragmen bazi katmanlarda cihazin bir yahut {i¢ filament stiiste attig1 ve bunun o
katmanin ytiksekligini, PLA bazli iskelelerin filamentlerinin seklini etkiledigi
diisiiniilmektedir. Bu durum iskelelerin mekanik 6zelliklerinin tekrarlanabilirligine de

olumsuz etki gostermektedir.

Sekil 4.7°de PDMS plakanin 55°C firinda kiirlendikten sonra PLA kalibindan ayrilmadan
onceki hali ve PV A iskele kalib1 ile PDMS 15 kuyucuklu plakanin birebir uyum sagladigi

gorilmektedir.
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Sekil 4.6. PVA Kalibin mikroskop goriintiileri (a) Ustten goriiniim (stereomikroskop
goriintiisii) (b) Ustten goriiniim (SEM gériintiisii, 50 X biiyiitme), (c) Kesit goriintiisii
(SEM gorintiisii, 100X biiyiitme).

Sekil 4.7. PDMS 15 Kuyucuklu Plaka. (a) PLA kalip ile PDMS plakanin olusturulmasi,
(b) PVA iskele kalib1 ile PDMS plakanin beraber kullanimi.
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4.3. U¢ Boyutlu PLA, PLA/PGS-MA, PLA/PGS-MA/HAp Doku iskeleleri
4.3.1. Iskeleler i¢in Uygun PLA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bu tezde iyilesme siirecinde mekanik etkilere de maruz kalan ve mukavemeti en yiiksek
doku olan kemik dokuya en yakin mekanik dayanima sahip iskelelerin iiretilebilmesi
amagclanmistir. Cozelti i¢indeki polimer yogunlugunun mekanik dayanima etkisinin
gozlemlenebilmesi i¢in ii¢ farkli polimer konsantrasyonu ile iskele iiretilip bunlarmn
mekanik 6zellikleri karsilastirildi (bahsi gecen iskeleler 1s1yla kiirleme islemine maruz
birakilmamistir). Mekanik test sonuglarina gore beklendigi gibi polimer konsantrasyonu

fazla olan iskelenin dayanim1 daha yiiksek ¢ikmistir (Tablo 4.1, Ek-C).

Tablo 4.1. Farkli PLA konsantrasyonlariyla iiretilen iskelelerin elastiklik modiilii
degerleri

Konsantrasyon (%) Elastiklik Modiilii (MPa)
10 1,21+ 0,29
15 2,94 + 0,67
20 7,42 +0,49

4.3.2. Doku Iskelelerinin Fiziksel Karakterizasyonu

Uretim bandinda PGS-MA prepolimerinin polimerlesmesi igin 1siyla kiirleme islemine
maruz kalmadan once ve sonraki halleriyle yanyana gozlemlenen doku iskelelerinin
stereomikroskop goriintiileri (Sekil 4.8) ve kumpas ile Olglim bilgilerine gore
kiirlenmeden 6nceki ¢apt 1,4 cm iken kiirleme islemi sonrast HAP katkili iskelelerin
genelde 1,15, diger iskelelerin 1,2 cm’e diistiigli hesaplanmistir. Bu durumda kiirleme
islemi sonrasi filament ve filamentler aras1 bosluk boyutlarinda degisme meydana geldigi

anlasilmaktadir.

Iskelelerin taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri 100X biiyiitmede alind (Sekil 4.9).
Taramali elektron mikroskobu analizine gore iskele Olgiilerinin belirlenmesi i¢in farkl

bolgelerden uzunluk 6l¢timii yapilip ortalamalar1 alinmistir. PLA 6rnegi igin filament
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kalinlig1 ortalama 642,3 pum, filamentler arasi mesafe ise ortalama 350,4 pum olarak;
liyofilizasyon islemi sebebiyle filamentlerde olusan gozeneklerin gap1 ortalama 50,85 um
olarak Olc¢llmiistiir. PLA/PGS-MA 06rnegi i¢in filament kalinligr ortalama 701,4 pm,
filamentler aras1 bosluk 400 um, gézenek ¢ap1 23,8 um; PLA/PGS-MA/HAP 6rnegi igin
filament kalinlig1 605 um, filamentler aras1 mesafe 420,5 um, gozenek ¢api ise 30,6 um

olarak olgiilmiistiir.

Sekil 4.8. Doku iskelelerinin kiirlenmeden 6nceki ve sonraki stereomikroskop goriintiileri
(soldan saga dncesi ve sonrast), (a) PLA, (b)PLA/PGS-MA, (c) PLA/PGS-MA/HAP
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Iskelenin alt yiizeyinin kapali olmasiin, hiicrelerin iskele iginde kalmasina destek
olacag: diisiiniilmiistiir. Uretim metoduna bagli olarak kiigiik gdzenekler oldugu gériilse

de hiicre kaybin1 minimize etmeyi kolaylastiracaktir.

UST YUZEY ‘ ALT YUZE » KESiT

PLA

Sekil 4.9. PLA, PLA/PGS-MA ve PLA/PGS-MA/HAP iskelelerin SEM goriintiileri
(100X biiyiitme).

4.3.3. Doku Iskelelerinin Mekanik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kompozit diskler boliim 3.6.1°de anlatildig1 gibi mekanik teste tabi tutuldu. PLA diskin
elastiklik modiilii 42,35 + 4,38 MPa, PLA/PGS-MA diskin elastiklik modiilii 52,10 + 5,73
MPa, PLA/PGS-MA/HAP diskin elastiklik modiilii ise 47,07 + 2,48 MPa olarak
belirlendi. PGS-MA’nin varhiginin PLA doku iskelesinin elastiklik modiiliinde artis
sagladig1 acikca goriilmektedir. Bunun PLA/PGS-MA iskelesinde bulunan metakrilat
gruplarinin 1sinin arttirilmasi sonucu kendi aralarinda ve PLA nin yapisindaki ¢ift baglari

acarak capraz bag olusturmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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Malzemelerin akma noktas1 degerleri ise PLA igin 2,82 + 0,23 N/mm? , PLA/PGS-MA
icin 3,67 = 0,10 N/mm? , PLA/PGS-MA/HAP i¢in 2,71+ 0,06 N/mm? olarak 6l¢iilmiistiir.
Bu da saf PLAya kiyasla malzemerin kalic1 olarak sekil degistirmeden 6nce tasiyabildigi
yiik miktarinin PGS-MA eklenmesiyle arttigin1 kanitlar niteliktedir. Bunun PLA’nin
diizensiz amorf ve kristalin yapist icinde dagilan PGS-MA’nin ¢apraz baglar
olusturmasiyla yapiya kattigi sert elastikiyetin kirilganligi azaltmasindan kaynaklandigi
distiniilmektedir. HAP katkili kompozitte HAP seramiginin PGS’MA’nin ¢apraz
baglarinin olugsmasina engel olarak bu elastikiyet 6zelliginin tam olarak malzemeye
yansimadigi diisiinilmektedir. EK-D’de malzemelerin gerilme-sekil degisimi grafigi

verilmigtir.

4.4, Insan Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu ve

Karakterizasyonu

Adipoz doku kokenli kdk hiicrelerin karakterizasyonu igin hiicrelere ylizey antijeni
analizi yapilmig, hiicrelerin osteojenik ve adipojenik farklilasma Kkapasiteleri

belirlenmistir.
4.4.1. Hiicrelerin Mikroskopik Yontemlerle incelenmesi

Izolasyon sonrasi pasaj 3’e gelen hiicreler inkiibasyonun 3. giiniinde 151k mikroskobu ile
plastik kuyucuk yiizeyine tutunabilirligini ve morfolojisini belirlemek i¢in

goriintilenmistir (Sekil 4.10 (a)).

Ugiincii pasaj sonrasi ibidi marka kuyucuklu cam slayt fibronektin ile kaplanarak yiizeye
ekim gerceklestirilmigtir. Fibroblastik yapida (igsi) hiicreler olan mezenkimal kok
hiicreler Vimentin pozitif oldugundan izolasyonu yapilan hiicrelerin morfolojisinin
belirlenmesi ve mezenkimal kok hiicre olduklarinin kanitlanmasi amaciyla anti-vimentin
antikoru ile isaretlenerek hiicre iskeleti boyamasi1 ve DAPI ¢ekirdek boyamasi yapildi.
Boyama ardindan konfokal mikroskopta 9,5 um derinlikte z-stack ii¢ boyutlu goriintii

alinarak hiicrelerin tiimiiniin vimentin pozitif oldugu kanitlanmistir (Sekil 4.10 (b)).
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Sekil 4.10. Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin (a) 1sik mikroskobu
goriintiisil, (b) anti-vimentin ile immiin boyama sonrasi konfokal mikroskop goriintiisti.

4.4.2. Hiicrelerin Yiizey Antijeni Analizi

Ugiincii pasaja gelen mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu i¢in hiicreler FITC CD
105, PerCp CD73, PerCp CD90, PerCp CD44, PerCp CD45, PerCp HLA-DR, PE CD34
ve PE HLA-ABC antikorlariyla isaretlenerek akis sitometri cihazinda analiz edilmistir.
Ozgiin olmayan baglanmalarin tespiti icin sonuglar bu antikorlarin izotipleri ile
kiyaslanarak degerlendirilmistir. Sekil 4.11’de izole edilen adipoz doku kokenli
hiicrelerin mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD105, CD73, CD90, CD44 ve HLA-
ABC antijenlerini ifade ettigi, hematopoietik hiicre belirteci olan CD45, CD34 ve HLA-

DR antijenlerini ise ifade etmedigi goriilmektedir.

Sekil 4.11°de okunabilen yiizde degerlerine gore, hiicrelerin antijenlere 6zgiin baglanma
gerceklestirdigini, izolasyonu yapilan hiicrelerin hedeflenen hiicreler oldugunu ve

popiilasyon safliginin yiiksek oldugunu soyleyebiliriz.
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Sekil 4.11. Hiicrelerin akis sitometrisi ile karakterizasyon verileri.

4.4.3. Hiicrelerin Osteojenik Farkhilasma Kapasitesinin Belirlenmesi

Osteojenik farklilasmanin tayini i¢in 24 kuyucuklu plakaya ekilen hiicreler kuyucugu
tamamen kaplayinca biiyiime besiyeri osteojenik farklilasma besiyeri ile degistirildi. Ug
giinde bir tazelenen osteojenik besiyerinde 21 giin boyunca inkiibe edilen hiicreler ve bu
inkiibasyon siiresince kontrol besiyerinde inkiibe edilen kontrol kuyucugu 21 giin
sonunda % 4 PFA ile oda sicakliginda 20 dakika bekletilerek sabitlendikten sonra

Alizarin Red soliisyonu ile boyandi.

S0pm

Sekil 4.12. Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilastirma ile
olusturdugu kemik mineralinin Alizarin red boyamasi sonrasi 151k mikroskobu
gorintiileri. (a) Osteojenik farklilagsma grubu, (b) kontrol grubu.
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Boyama sonucunda osteojenik farklilagma protokoliine tabi tutulan hiicrelerin
farklilagarak olusturdugu mineraller kirmizi boyanarak hiicrelerin farklilasabildigi
kanitlanmistir (Sekil 4.12 (a)). Kontrol grubunda boyanma séz konusu degildir (Sekil
4.12 (b)).

4.4.4. Hiicrelerin Adipojenik Farklilasma Kapasitesinin Belirlenmesi

Adipojenik farklilasmanin gdzlemlenmesi i¢in 24 kuyucuklu plakaya ekimi
gerceklestirilen hiicreler %100 yogunluga erisince biiylime besiyeri adipojenik
farklilasma besiyeri ile degistirilerek farklilasma siireci baslatildi. 14 giin sonunda
adipojenik farklilasma uygulanan hiicre grubu ve kontrol grubu % 4 PFA ile
sabitlendikten sonra Oil Red O boyamasi gergeklestirildi. Boyama islemi sonunda
adipojenik farklilagma protokolii uygulanan hiicrelerin olusturdugu yag damlaciklari 151k
mikroskobunda goriintiilendi  (Sekil 4.13 (a)). Kontrol grubunda boyanma
gerceklesmemistir (Sekil 4.13 (b)).

50pum
E—

Sekil 4.13. Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik farklilagtirma
ile olusturdugu yag damlaciklarinin Oil Red O boyamasi sonrasi 11k mikroskobu
gortintiileri. (a) Adipojenik farklilagsma grubu, (b) kontrol grubu.

4.5. Doku iskelelerindeki Hiicresel Davranisin Degerlendirilmesi
4.5.1. iskeleler Uzerinde Hiicre Canliig1 ve Cogalmasinin Belirlenmesi

Iskelelerin hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasina etkisinin belirlenmesi i¢in floresan Canli-Olii
hiicre boyamasi, floresan Phalloidin-DAPI boyamasi ve kantitatif bir yontem olan Presto

Blue hiicre ¢ogalma testi gergeklestirilmistir.

51



4.5.1.1. Canh-Olii Hiicre Boyamasi

Iskeleler iizerine ekim gergeklestirildikten 24 saat ve 7 giin sonra canli-6lii hiicre
boyamasi yapildiktan sonra konfokal mikroskop ile goriintiisii alinarak hiicre canliligi
degerlendirildi. 24 saat sonunda gorintiilenen iskelelerin higbirinde toksik etki

goriilmemistir (Sekil 4.14).

Hiicreler ¢ogunlukla birbiriyle kiime yapmis halde olsa da uzanan hiicrelerin varlig da
goriilebilmektedir. PGS-MA katkili iskelede (Sekil 4.14(b)) tutunup uzanan hiicre sayisi
diger iskelelere gore daha fazla durumdadir. En az hiicre uzanmasinin goriintiilendigi

iskele ise HAP katkil1 iskeledir (Sekil 4.14(c)).

7. ginde yapilan canli-6lii hiicre boyamasina gore tiim iskele tiirlerinde hiicre kiimelerinin
acilmaya ve hiicrelerin iskele {izerine yayilmaya baslamis oldugu gozlemlendi (Sekil
4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17). Yine en ¢ok hiicre uzanmasinin oldugu iskelenin PGS-MA
katkili iskele oldugu Sekil 4.16°de goriilmektedir.

Hiicre oliimlerinin ¢ogunun hiicre kiimeleri i¢inde meydana geldigi goriintiilerden
anlasilmistir, hiicre kiimelenmelerinin en ¢ok oldugu HAP katkili iskelede dogru orantili

olarak daha fazla 6li hiicre bulundugu gézlenmistir (Sekil 4.17).

Iskele filamentlerinin yerlesimi de 390 nm dalga boyunda yapti1 1s1ma sayesinde
gozlemlenebilmektedir. Bosluklu yapida Ozellikle filament kenarlarinda hiicrelerin

tutunmus oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.14. iskele iizerinde 24 saat sonunda canli- 6lii hiicre boyamast ile elde edilmis
canli hiicre goriintiileri. (a) PLA, (b)PLA/PGS-MA, (¢ )PLA-PGS-MA/HAP iskele
tizerindeki canli hiicreler.
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Sekil 4.15. PLA iskele tizerinde 7. giin canli-6li hiicre boyamasi konfokal mikroskop
goriintiileri. (a) Canl1 (b) Olii.
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Sekil 4.16. PLA/PGS-MA iskele lizerinde 7. giin canli-6li hiicre boyamasi konfokal
mikroskop gériintiileri. (a) Canli (b) Olii.
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Sekil 4.17. PLA/PGS-MA/HAP iskele tizerinde 7. giin canli-6li hiicre boyamasi konfokal
mikroskop goriintiileri. (a) Canli (b) Olii.
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4.5.1.2. Phalloidin-DAPI Boyamasi

Iskelelere hiicre ekimi gerceklestirildikten 7 giin sonra ve 21. giinde iskele yiizeyinde
hiicre yayilmasin1 gézlemlemek igin hiicrelerin F-aktin filamanlar1 Phalloidin ile,

cekirdekleri ise DAPI boyasi ile boyandi ve hiicreler konfokal mikroskopta goriintiilendi.

50 um

Sekil 4.18. Iskeleler iizerindeki hiicrelerin 7. giin ve 21. giin Phalloidin- DAPI boyamasi
konfokal mikroskop goriintiileri; (a) PLA, 7.giin, (b) PLA, 21. Giin, (¢) PLA/PGS-MA,
7. Giin, (d) PLA/PGS-MA, 21. Giin, (¢) PLA/PGS-MA/HAP, 7.giin, (f) PLA/PGS-
MA/HAP.
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7. giinde yapilan boyamada goriintiiler 7. giin canli-6lii hiicre boyamasini destekler
nitelikte, hiicre kiimeleri icermektedir. Hiicre kiimesi yogunlugunun PLA iskele ve HAP
igeren iskelede daha ¢ok oldugu, PLA/PGS-MA yiizeyinde kiimelerde yer alan hiicrelerin
yiizey ile daha iyi etkileserek yayildig1 goriilmiistiir. 21.giinde tiim iskele tiirlerinde hiicre
kiimelerinin agilip hiicrelerin yayilmaya bagladigi gozlemlenebilmektedir (Sekil 4.18).

45.1.3. Presto Blue Testi

24. saat sonunda gerceklestirilen Presto Blue testi ile PLA/PGS-MA ve PLA/PGS-
MA/HAP iskelelerine PLA iskeleye kiyasla daha ¢ok hiicre tutundugu belirlenmistir
(Sekil 4.19). HAP igeren iskelede 7. gilinden itibaren hiicre ¢ogalma hizinin oldukg¢a
azaldigy, diger iki iskele grubunda ise genel olarak ¢ogalma hizinin daha yiiksek oldugu

ve benzer bir egilime sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.19. Presto Blue Testi ile belirlenmis iskeleler lizerindeki canli hiicre sayilari.
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4.5.2. Iskele Uzerindeki Hiicrelerin Osteojenik Farkhlasmasinin Incelenmesi

Iskelelere ekimi yapilan hiicrelerin osteojenik farklilasmasini belirlemek igin hiicrelerin
rettigi Alkalin fosfataz enzimi miktar1 belirlenmistir. Osteojenik farklilasma sonucu
olusan mineralizasyon Alizarin Red boyamas1 ve otofloresan olan tetrasiklinin hiicre
kiiltiiriinde kullanim ile goriintiilenmistir. iskelelerin yiizeyindeki mineralizasyon SEM

ile de goriintiilenmistir.
4.5.2.1. Osteojenik Farklilasmamin ALP Testi ile Belirlenmesi

Hiicre zan ile iliskili bir enzim olan, hiicre dis1 kemik mineralizasyonunu tetikleyen
Alkalin fosfataz enzimi (ALP) osteoblastik aktivitenin erken bir belirtecidir (An ve dig.,
2012). Farkliiskeleler iizerine ekimin ardindan osteojenik farklilasma protokoliine maruz
birakilan hiicrelere 7, 14 ve 21. giinlerde uygulanan ALP aktivitesi testi sonucu elde

edilen veriler Sekil 4.20°de karsilastirmali olarak verilmistir.
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Sekil 4.20. Iskele iizerindeki hiicrelerin ALP enzimi aktivitesi

Insan periodontal ligament hiicrelerinin osteojenik farklilagmasi ve mineralizasyonu
tizerindeki etkilerini inceleyen bir calismada kalsiyum ve fosfat iyonlarmi yliksek
seviyelerde igeren Orneklerde mineralizasyonun daha erken asamalarda meydana

geldigine ve ALP enzimi salgilanmasinin mineralizasyonun gerceklesmesi ardindan
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azaldigina literatiirde deginilmistir (An ve dig., 2012). PLA/PGS-MA/HAP iskelesinde
tiim zaman noktalarinda diger iskele tiirlerine gore daha az ALP aktivitesi goriilmesinin

bundan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.
4.5.2.2. Mineralizasyonun Stereomikroskop ile Goriintiilenmesi

Osteojenik farklilagmanin 21. giiniinde fikse edilen iskeleler ve hiicresiz kontrol gruplari
Alizarin Red boyasi ile boyanip stereomikroskop ile 1X ve 5X biiylitmede goriintiileri
alimmustir (Sekil 4.21).

KONTROL FARKLILASMA

PLA

PLA/PGS-MA

PLA/PGS-MA/HAP

1X 5X

1X 5X KESIT(1.6 X)

Sekil 4.21. Iskeleler iizerinde Alizarin Red boyamasi ile goriiniir hale getirilmis kemik
mineralinin 151k mikroskobu goriintiileri. Kirmizi: kemik minerali.

4.5.2.3. Mineralizasyonun Floresan Goriintiilenmesi

Osteojenik farklilasma sonucu iskeleler iizerinde hiicreler tarafindan olusturulan kemik
mineralinin floresan yontemle goézlemlenmesi amaciyla farklilasma protokoliinde
antibiyotik olarak tetrasiklin kullanilmistir. Bu yontemle PLA/PGS-MA/HAP iskele
icerigindeki HAP mineralinin boyanmamasi nesnel bir kiyaslama yapmay1 saglamistir.
Kontrol grubu olarak hiicre ekimi yapilmamis iskelenin goriintiisii alinmistir.
Tetrasiklinin uyarilma dalga boyu olan 390 nm’de uyarilmasi sonucu elde edilen konfokal

mikroskopi goriintiileri Sekil 4.22°te verilmistir.
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Sekil 4.22. Iskeleler iizerinde hiicreler tarafindan olusturulan kemik mineralinin
otofloresan tetrasiklin ile isaretlenmesi sonucu elde edilen konfokal mikroskopi
goriintiileri (a) PLA, (b) PLA kontrol, (¢) PLA/PGS-MA, (d) PLA/PGS-MA kontrol, (e)
PLA/PGS-MA/HAP ve (f) PLA/PGS-MA/HAP kontrol

390 nm dalgaboyunda PGS molekiiliiniin yaptig1 oto-istma PLA/PGS-MA ve PLA/PGS-
MA/HAP iskelelerinin kontrol gruplarinda goriilebilmektedir.Tetrasiklin serbest olan

kalsiyuma tutundugu igin iskeleler tizerindeki floresan sinyal hiicreler tarafindan
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biriktirilen ve kemik minerali i¢inde yer alan kalsiyumu isaret etmektedir. Tim
iskelelerde kemik minerali birikimi gozlenmistir ancak en yogun kemik minerali

kiimelenmesi HAP katkili iskelede tespit edilmistir (Sekil 4.22 (e)).
4.5.2.4. Mineralizasyonun Taramah Elektron Mikroskobu ile G6zlemlenmesi

PLA/PGS-MA ve PLA/PGS-MA/HAP iskelelerde PLA iskeleye kiyasla daha ¢ok kemik

minerali birikimi gozlemlenmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23. Osteojenik farklilasma protokolii uygulanan doku iskelelerinin SEM
gorintiileri (a) PLA, (b) PLA/PGS-MA, (c) PLA/PGS-MA/HAP. Kemik mineralinin
gozlemlendigi bolgelerden bazilari biiyiitiilerek gosterilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

PLA, zayif tokluk 6zelligi ile bilinen, kirillgan ve yiiksek erime sicakliina sahip olan
termoplastik bir polimerdir. Reaktif yan gruplar1 olmayan lineer bir polimer oldugundan
Ozelliklerini iyilestirmek ic¢in yapilabilecek modifikasyonlar smnirhidir.  Diisiik
hidrofilisitesi sebebiyle polimer-doku etkilesiminde de eksiklik gosterir. Malzemenin tim
bu olumsuzluklarini iyilestirmek i¢in kirilganligini azaltmak ve biyoaktivitesini arttirmak
amaciyla PGS-MA ile karisimi hazirlanmig, mekanik dayaniminin artmasi ve hiicreleri
osteojenik farklilasmaya tesvik etmesini saglamak icin de bu iki polimere HAP
katilmistir. Iskelelere hiicre tutunmasinda PLA’nin hidrofobik etkisini azaltmak igin
oksijen plazma uygulanmis ve FBS kaynakli proteinlerin iskele yilizeyine tutunmasi

saglanip hiicre ekimleri gerceklestirilmistir.

PLA’nin yiiksek erime sicaklifinda ekstriizyonlu basiminin yapilmasi termoset bir
polimer olan PGS’nin bozunmasina sebep oldugundan ve ¢ozelti halinde basim sirasinda
PLA filamentlerinin ¢o6ziicii ugurma sonrasinda filmlesmesi gibi sebeplerle iskele
tiretiminin kalip kullanarak ¢6ziicli ugurma yontemi ile iiretilmesi tercih edilmistir. Bu
yontemle iiretim iskeledeki filament kalinliklarinin ve gdzenek caplarinin sabit olmasini
saglarken polimer ¢6zeltisi aktarimi ve kalip yerlestirme gibi basamaklarda olusan hava
kabarciklarinin iskele i¢inde kalmas1 ve liyofilizasyon siirecinin dogal bir pargasi olarak
meydana gelen minik hava bosluklarinin olugsmasi1 gibi sebeplerle 6zellikle iskelenin

mekanik 6zelliklerinin tekrar edilebilirliginde olumsuz etki gostermistir.

Dolayli olarak ii¢ boyutlu basim yontemi ile iiretilen PLA, PLA/PGS-MA doku
iskelelerine uygulanan fiziksel ve mekanik karakterizasyon testlerinin sonuglarina gore
PLA iskeleye PGS-MA katilmasi ve sicaklikla kiirlenme islemi sonrasi olusan PLA/PGS-
MA iskelenin PLA iskeleye gore daha yiiksek mekanik mukavemete ve akma noktasina

sahip oldugu gosterilmistir.

Iskelelere uygulanan hiicre deneyleri sonucuna gore, hidrofobik oldugu bilinen PLA
iskeleye kiyasla PGS-MA katkili iskelenin hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasini daha iyi
destekledigi goriilmektedir. PGS-MA katkili iskelede, diger iskelelere kiyasla daha az

sayida hiicre kiimesinin olusu, hiicre yayilmasimin ekimden sonraki erken siiregte
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basglamasindan, dolayisiyla PGS-MA katkisinin yiizey 6zelliklerini olumlu etkilemesinin

bir sonucu oldugu goriilmektedir.

PLA/PGS-MA/HAP doku iskelesinin osteojenik farklilasmaya daha iyi etki ettigi
mineralizasyonun tetrasiklin deneyi ve osteojenik farklilasma sonrasi ¢ekilen taramali
elektron mikroskobu gorintileri ile tayini yoluyla gozlemlenmistir. ALP deneyi
sonuclarina gére PLA/PGS-MA/HAP iskelede ALP enzimi aktivitesinin az olmasi, HAP
katkisinin mineralizasyonun erken indiiklenmesine sebep olmas1 ve aktif mineralizasyon

stirecinden sonra azalan ALP enzim aktivitesinden kaynaklandig: diistintilmektedir.

PGS-MA, viskoz ve elastik bir polimer olmasiyla yumusak doku miihendisligi
uygulamalarinda da siklikla tecih edilmektedir. Metakrilat uglart polimerin fotobaglatici
kullanim1 ile 1sikla c¢apraz baglanabilmesine de olanak saglamaktadir. PGS-MA
molekiiliniin PLA yerine daha reaktif olan PLGA gibi formlariyla yahut reaktivitesi
arttirilmig PLA polimeri ile kullanimi da etkili olabilir.

Liyofilizasyon yoluyla iiretilmis olan siinger iskeledeki gozeneklilik dolayisiyla iskelenin
sert kemige gore diisiik olan mekanik dayanim 6zelligi; yiik tastyan sert kemik dokularin
onariminda uygulanmasindansa, yiik tasimayan sert kemik bolgelerinde yahut trabekiiler
kemik hasar1 onariminda kullanilmasini daha uygun kilmaktadir. Liyofilizasyon temelli
problemleri ve kalip kullanimindan dolayr kaliptaki kusurlari taklitten kaynaklanan
fiziksel kusurlari ortadan kaldirmak i¢in PGS-MA polimerinin zarar gérmeyecegi kadar
diisiik erime sicakligina sahip ve yiiksek mukavemetli bir polimer ile karigim halinde
ekstriizyon bazli iskelesinin iretilmesi kemik doku miihendisligi uygulamalarinda

kullanish olacaktir.
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