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OZET

SICANDA ALVEOLER DEFEKT MODELINDE CiFT KATMANLI
POLI(GLISEROL-SEBAKAT)/TCP BIYOMALZEMESININ KEMIiK
IYILESMESINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

Tugce AKYUZ

Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. ibrahim VARGEL
Ekim 2020, 59 sayfa

FYL-2019-17747 proje nolu bu g¢alisma Hacettepe Universitesi BAP Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir. Bu ¢alismada, elastomer yapili poli(gliserol-sebakat)
polimeri ile kombine edilmis trikalsiyum fosfat seramiginin alveoler defekte etkisini
inceledik. Doku iskelemiz Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik Boliimii
Laboratuvari’nda gelistirildi. Gelistirilen bu doku iskelesinin, alveolar kemik defekti
onariminda altin standart olarak kabul edilen otogreft ile karsilastirilmasi amaclandi.
Calismamizda, agirh@ 300-350 gr olan 30 tane erkek Wistar-albino siganlar
kullanilmigtir. Grup farketmeksizin her bir sicanin alveoler bolgesinde kritik boyutlu
(7x4x3 mm) defektler olusturulmustur. Her birinde 10 deney hayvani kullanilan ve
toplam 3 gruba ayrilan denekler (3 grup; n=30) 6 aylik siire sonrasinda incelenmistir.
Kontrol grubu (defekt) olarak olusturulan gruptaki deneklere sadece kemik defekti
olusturulup tedavi edici bagka bir uygulama yapilmamistir. Otogreft grubu olarak
belirlenen grupta deneklerin iliyak bolgesinden alinan otogreft hasarli bolgeye implante
edilmistir. Ugiincii grubumuzda ise deneklerin defekt olusturulmus alveolar bolge
PGS/TCP biyomalzemesi ile rekonstriikte edilmistir. 6. ayin sonunda sakrifiye edilen
sicanlarin defekt bolgelerinden alinan Ornekler radyolojik ve histolojik olarak

incelenmistir. Verilerin istatistiksel analizleri yapilmustir.

Analizler sonucunda en iyi kemiklesme orani en fazla otogreft grubunda gozlendi. Doku

iskelesi olarak gelistirilen ve bu tez ¢alismasinin ana basamagini olusturan PGS/TCP



biyomalzeme grubunun ise kemik iyilesmesinde otogrefte yakin ancak defekt grubundan

daha iyi olumlu etkisinin oldugu goériilmustiir.

Anahtar Kelimeler: Alveolar Kemik defekti, kritik boyutta alveolar defekt, doku

iskelesi, otogreft, trikalsiyum fosfat, poli (gliserol-sebakat).



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECT OF DOUBLE LAYER POLY
(GLYCEROL-SEBACAT) /TCP BIOMATERIAL ON BONE
HEALING IN RAT ALVEOLAR DEFECT MODEL

Tugce AKYUZ

Master of Science, Bioengineering Division
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim VARGEL
October 2020, 59 pages

This study with project number FYL-2019-17747 was supported by Hacettepe University
BAP Coordination Unit. In this study, we investigated the effect of tricalcium phosphate
ceramic combined with elastomeric poly (glycerol-sebacate) polymer in alveolar defect.
Our tissue scaffolding was developed in the laboratory of the Bioengineering Department
of Hacettepe University. It was aimed to compared this developed tissue scaffold with the
autograft which is accepted as the gold standard in alveolar bone defect repair. In our
study, 30 male Wistar-albino rats weighing 300-350 gr were used. Regardless of the
group, critical sized (7x4x3 mm) defects were created in the alveolar region of each rat.
Subjects, each of which used 10 experimental animals and divided into 3 groups in total
(3 groups; n=30) were examined after 6 months. Only the bone defect was created and no
therapeutic application was applied to the subjects in the group formed as the control
group (defect). In the group determined as the autograft group, the autograft taken from
iliac region of the subjects was implanted into the damaged area. In our third group,
PGS/TCP biomaterial was reconstructed in the defected alveolar region of the subjects.
Samples taken from the defect regions of the rats sacrificed at the end of the 6™ month

were examined radiologically and histologically. Statistical analysis of the data was done.



As a result of the analyzes, ossification rate was observed mostly in the autograft group.
PGS/TCP group, which was developed as a tissue scaffold and constitutes the main step
of this thesis, has a positive effect on bone healing.

Keywords: Bone defect, critical sized defect, tissue scaffold, autograft, tricalcium
phosphate, poly (glycerol-sebacate).
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1. GIRIS

Dudak/damak yariklari, list cene kemigi ve agiz tavanini olusturacak yumusak doku ile
kemik doku dnciilleri olan sag ve sol palatal raflarin ortada birlesememesinden meydana
gelmektedir [1]. Konjenital bozukluklarin %65’ini olusturmaktadir. Ulkemizde yaklasik
goriilme sikligr 1000 canli dogumda 1’dir [2]. Defekt, embriyonik gelisimin 4. ve 8.
haftalar1 arasinda, yiiz yapilarmin olusumu esnasinda ger¢eklesmektedir [3]. Yarik
sebepleri olarak glikozaminglikan hyaluronan yoklugu, epitel artiklarin birlesme
yerlerinde birikmesi ve palatal raflarin orta hatta yonelememesi ve ayrik kalmasi érnek

gosterilebilmektedir [4].

Alveoler kemik defektinin onarimi komplet damak yariklarinin onariminda mutlak
yapilmasi gereken islemlerdendir. Aksi halde {ist cene devamlilig1 olmayacag gibi arkta
bozukluk ve dis diziliminde bozukluk dis eksiklikleri ka¢inilmaz olacaktir. Sonugta
damak yarig1 onarimi tamamlanmamis olacaktir. Glinlimiizde damak yariklarinin onarimi
sirasinda veya sonrasinda var olan alveoler defektin kemik otogreft ile doldurulmasi,
saglikli mukoperiosteal flepler ile kapatilip (uygun osteojenik aktiviteyi tasiyan dokular
ile) kemik kopriisii olusumunun saglanmasi (palatoplasti) altin standarttir. Donor sahasi
olarak genellikle iliyak kemik tercih edilir. Alveoler kemik defekti onariminda iliyak
kemik greftinin, alict sahaya yerlestirilmesiyle birlikte dondr sahada gelisen morbidite
(agr1, skar, uzamig anestezi siiresi, enfeksiyon riski, greft yetersizligi, kanama-hematom
gibi birtakim olumsuzluklar) faktorleri kemik doku miihendisligi ile kemik otogrefti
alternatiflerine yonelinmesine yol agmistir [5]. Doku miihendisligindeki gelismelerle
birlikte biyolojik kokenli otojen kemik greftlerinin yerine giderek biyomalzemeler de

arastirilmakta ve sorgulanmaktadir [6, 7].

Kritik defekt boyutu, arastirmacilar tarafindan farkli sekillerde yorumlanmaktadir.
Hollinger ve Schmitz kritik defekt tanimini, canlinin hayati boyunca sahip oldugu
iyilesemeyecek durumda olan kemik yoklugu olarak tanimlamistir [8]. Cooper ve ark.
tarafindan yapilan kritik boyutlu defekt tanimi ise belirli bir siire tedavi edilmediginde
kendiliginden iyilesemeyen kemik hasar1 olarak tanimlanmaktadir [9].

Kemik doku miihendisliginde seramik grubunda bulunan, trabekiiler kemigin formunda
olan ve osteokondiiktif Ozellik gosteren trikalsiyum fosfatin (TCP), kemik doku

tizerindeki etkinligi birgok ¢alisma ile kanitlanmistir [10].



Yine ilk olarak 2002 yilinda yumusak doku miihendisligi i¢in sentezlenen poli(gliserol-
sebakat) (PGS), kalp kasi, retina ve sinir doku ¢alismalarinda da siklikla tercih edilen bir
polimer olmustur. Kemik dokusu i¢inde biyouyumlu 6zellik gosteren PGS, ayn1 zamanda

biyobozunur termoset bir elastomerdir [11].

Bu ¢alismada, alveoler kemik defektlerinin tedavi yonteminde genel olarak kabul gérmiis
ve altin standart olarak nitelendirilmis otogreft ile Hacettepe Universitesi
Biyomiihendislik Boliimii tarafindan gelistirilen yeni bir doku iskelesinin kemik defekti
onarimindaki etkisi Karsilagtirilmistir. Gelistirilen doku iskelesini olusturan PGS ve TCP
materyallerinin osteokondiiktif, biyouyumlu, biyobozunur 6zelliklerinden yararlanilarak
olusturulacak yarik damakli sicanlarda bu malzemenin kullanilabilirliginin arastirilmasi
amaglanmistir. S6z konusu doku iskelesinin kemik doku rejenerasyon kabiliyeti

radyolojik ve histolojik ¢alismalarla incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Alveoler Yarik
2.1.1. Epidemiyoloji

Dudak-damak yariklari, bas ve boyun bdlgesinde siklikla goriilen konjenital
malformasyonlar arasindadir. Yarik dudak-damak insidansi etnik koken ve cografi bolge
ile degismekle birlikte izole yarik damak, dogumlarin binde 0,5’inde goriilmistiir [12].
Bu oran Japon halkinda binde 2,1; Cin toplumunda binde 1,7 olarak kaydedilmistir [13].
Avrupa toplumlarinda bin canli dogumda 1,6 ile 2 arasinda olup, Afrikali toplumlarda ise
bin canlida 0,4 oranindadir [14]. Yarik dudak/damak hastalarinin % 35’inde ek olarak
bagka malformasyonlar goriiliirken, yarik damak hastalarinin %54’tinde ek anomali
goriilmektedir [15]. Yarik damak/dudak erkeklerde daha sik goriiliirken izole yarik
damak orani kadinlarda daha ytiksektir.

2.1.2. Etyoloji

Alveoler yarik olusumunda genetik faktorlerin yani sira ¢evresel faktorler de etkilidir.
Yarik olusumunun ¢evresel faktorlerini; annenin gebelikte sigara, alkol ve uyusturucu
kullanimi, zayif beslenme, viral enfeksiyonlar, A vitamini eksikligi ya da fazlalig1 ve folik
asit eksikligi gibi nedenler olusturur [16]. Yarik olusumunda genetik mekanizmalar da
etkilidir ancak rahatsizlig1 ortaya cikaran spesifik bir gene rastlanmamistir. Yarik
dudak/damak’a sebep olan 200°den fazla spesifik gen listelenmistir. Izole yarik damak

olusumuna ise 400°den fazla bozuklugun bileseninin sebep oldugu goérilmiistiir [17].

2.1.3. Embriyoloji

Damak, primer damak ve sekonder damak olmak iizere iki kisimda gelisir. Primer damak
inter maksiller segmentte gelismeye baslar ve maksillanin premaksiller kismin1 olusturur.
Sekonder damak ise insanlarda sert ve yumusak damagm %90’ kapsayan
premaksillanin posteriorundaki boliimdiir. Palatogenez (damak olusumu), intra-uterin
hayatin 5. haftasinda baglar, 12. haftada sona erer [18]. Damak gelisiminin en kritik
donemi 6. hafta ile 9. hafta arasindaki siirectir [19]. Besinci haftada iki parca olan

mandibula ortada birlesir. Mandibuler ve maksiller ¢ikintilar birleserek agiz kosesini



olusturur. Bu dénemde birlesme olmadig1 durumda transvers yiiz yarig1 meydana gelir
[20]. Yiiz gelisimi siiresince medial nazal, lateral nazal ve maksiller ¢ikintilar birleserek
normal burun, {ist damak ve dudak anatomisini olusturur [21]. Yz ¢ikintilarinin birlesme
yerleri hassas bolgelerdir ve bu ¢ikintilardaki herhangi bir gelisme veya yetersizlik yarik

damak olusumuna neden olmaktadir [22].

2.1.4. Smmiflandirma

Dudak damak yariklarinin simiflandirilmast giiniimiize kadar pek ¢ok arastirmaci
tarafindan yapilsa da en sik kullanilan siniflandirmalar; Kernahan ve Stark, Davies ve

Richie ve Veau siniflandirmalaridir.

Kernahan ve Stark Simiflandirmasi

1) On (primer) damak yariklart

2) Arka (sekonder) damak yariklari

3) Hem primer hem sekonder damak yariklar1
4) Tek tarafli (Unilateral) yarik dudak

5) iki tarafli (Bilateral) yarik dudak

6) Medyan yarik dudak seklindedir [23].

On (Primer) Damak Yariklar: Lateral damak ¢ikintilarini meydana getiren
mezenkimal hiicrelerinin kendi aralarinda ve primer damagi olusturacak olan mezenkimal
hiicreleri ile tam olarak birlesememesinden meydana gelmektedir. Primer damak

yariklarinda burun tabani da olaya katiliyorsa total yariktan soz edilebilir [24].

Arka (Sekonder) Damak Yariklar:: Lateral palatal raflarin mezenkimal hiicrelerinin
birbirleriyle ve nazal semptumla birlesmemesinden meydana gelmektedir [17]. Sekonder

damak yariklar1 foramen incisivuma uzaniyorsa total yarik olusur [24].

Hem Primer Hem Sekonder Damak Yariklari: Lateral palatal ¢ikintilar1 olusturan
mezenkim hiicrelerinin hem kendi aralarinda hem de primer damak mezenkimi ve nazal

semptum hiicreleriyle birlesememesinden meydana gelmektedir [25].

Dudak Yariklar:: Damaktan bagimsiz olarak iist dudakta meydana gelen yariklardir.

4



Tek Tarafli Yarik Dudak: Maksiller ¢ikintinin medial nazal ¢ikintilar ile tam olarak

birlesmemesinden meydana gelmektedir.

Cift Tarafli Yarik Dudak: Iki tarafli maksiller ¢ikintinin medial nazal ¢ikint: ile tam

olarak birlesememesinden meydana gelmektedir.

Medyan Yarik Dudak: Medyan nazal ¢ikintilarin tam ya da kismi birlesmemesinden

kaynaklanmaktadir.

Alt Dudak Yariklar: Sag-sol Mandibular ¢ikintidaki mezensim hiicrelerinin ortada

birlesmemesinden olusmaktadir [26].

Sekil 2.1. Kernahan ve Stark siniflandirmasi [27]. A) Tek tarafli inkomplet dudak yarigi.

B) Tek tarafli komplet dudak yarigi. C) Inkomplet yarik damak. D) Komplet yarik damak.
E) Tek tarafli komplet dudak ve damak yarigi. F) Cift tarafli komplet dudak ve damak

yarigl.



Veau Siniflandirmasi

1) Izole yumusak damak yarig

2) Yumusak damak, sert damak ve uvula yarigi

3) Tek tarafli dudak, alveol, yumusak damak, sert damak ve uvula yarigi

4) Cift tarafli dudak, alveol, yumusak damak, sert damak ve uvula yarigi

Sekil 2.2. Veau siniflandirmasi [27].

A) Izole yumusak damak yarig1. B) Sert damak, yumusak damak ve uvula yarig1. C) Tek
tarafli dudak, alveol, yumusak damak, sert damak ve uvula yarigi. D) Cift tarafli dudak,

alveol, yumusak damak, sert damak ve uvula yarig.

2.1.5. Tedavi Yontemleri

Damak/dudak yariklarinin tedavisi 3 asamadan olusur; erken tedavi, yardimci tedavi,

yetigkin tedavi.

Preoperatif maksiller ortopedik tedavi (erken tedavi): Erken tedavide amag, bebegin
beslenmesini saglamaktir. En geg bir hafta icinde tedaviye baglamak daha uygundur. Eger
miimkiinse dogumu izleyen ilk giinde, emme reflesi baslamadan, beslenme aparatinin

takilmast Onerilir. Beslenme aparati, yumusak dokunun kapanmasina kadar kullanilir.



Bebek 3 aylik iken yarik dudak, 15 aylikken de yarik damak 2 etapli kapama yontemiyle
kapatilir. Yaygin olarak tercih edilen palatoplasti yontemleri; Von Langenbeck teknigi,
Milard teknigi, Veau-Wardill-Kilner pushback teknigi, Furlow double-reversing z plasti

teknigi, intravelar veloplasti ve uvuler yer degistirme teknikleri olarak siralanabilir [28].

Postoperatif ortopedik ve ortodontik tedavi (yardimei tedavi): Biiyiime ve gelisme
doneminde veya ortodontik tedavi esnasinda gegici protez uygulanmaktadir. Bu sayede
kas aktivitesinde artis saglanip, cerrahi miidahale ile konjenital defektin diizeltilme

ihtimali artmaktadar.

Yetiskin Tedavi (protetik tedavi): Defekt bolgesi kanselloz kemik grefti (kalga-iliyak
kemigi) ile kapatilir [21].

2.2. Kemik Greftleri

Travma, kemik enfeksiyonlari, konjenital malformasyonlarda, kas ve iskelet sistemi
timor cerrahisi, spinal cerrahi gibi rekonstriiktif islemler sirasinda olusan kemik
defektlerini tedavi etmek amaciyla destekleyici ve kemik yapimini uyarici etkilerinden
dolay1 kemik greftleri ve kemik yerine gegebilecek malzemeler (implantlar) siklikla
kullanilmaktadir [29]. Kemik grefti olarak otojen, allojen, ksenojen ve alloplastik kemik
greftleri kullanilir [30]. Ideal bir kemik grefti dokularla tamamen uyumlu olmal,

biyolojik olarak inert olmali, kolayca sekil alabilmeli ve dayanikli olmalidir [5].

Kemik olusumunu saglamak i¢in kemik greftlerinin sahip olmasi gereken dort unsur

vardir. Bunlar;

Osteointegrasyon; Kemik ile greft arasinda kemik disinda herhangi bir doku (fibroz

doku) olmaksizin, greftin kemik yiizeyine kimyasal olarak tutunmasidir [7, 31]

Osteokondiiksiyon; Alic1 kemikten vaskiiler ve prevaskiiler yapilarin grefte ilerlemesi
igin greftin gat1 gorevi iistlenerek yiizeyinde yeni kemik olusumunu desteklemesidir [32].

Diger bir ifadeyle osteoblastlar1 veya osteoblastlara doniisecek canli hiicreleri koruma
ozelligidir [33].



Osteoindiiksiyon; Pluripotent hiicrelerin (mezenkimal hiicreler) ¢evre dokuda
osteoblastik fenotipe donmelerini uyarabilme 6zelligidir. Mezenkimal hiicreler greftin
etrafindaki bag dokusundan gelir ve demineralize kemik matriksinde bulunan kemik

morfojenik proteini (BMP) ile osteoblastlara doniiserek yeni kemik yapimini uyarir [32].

Osteogenezis; Greft materyali i¢indeki hiicresel elemanlarinin, transplantasyon sonrasi

hayatta kalarak implante edilen alanda yeni kemik olusumunu saglama 6zelligidir [7].

2.2.1. Otojen Kemik Greftleri

Otojen kemik greftleri kemik dokunun yeniden olusumu ve devamliligi igin
osteoprogenitdr hiicreler, osteoindiiktif biiytime faktorleri ve osteokondiiktif matris saglar
[34]. Ayn1 zamanda icerdikleri osteoblast, kemik iligi ve kan hiicreleri ile osteogeneze
katk1 saglayip ve immiinolojik problem olusturmazlar. Otogreftler; kansell6z (spongioz),
kortikal ve kortikokanselloz (kortikospongioz) olmak iizere 3 sekilde olabilir. Spongioz
kemik greftleri, mediiller kemik ve kemik iligi igerir. Genis yiizeyi ve partikiiler yapisi
ile hizl1 bir sekilde revaskiilarize olurlar. Kiigiik kemik kayiplarinda iyi bir greftleme i¢in
yeterli olurken, periostun bulunmadig1 durumlarda ve daha biiyiik kemik kayiplarinda ise
tercih edilmemektedir. Kortikal greftler, lameller kemiklerdir ve osteosit hiicreleri
yoniinden zengindir. Bu greftler daha ¢cok kemik morfojenik proteini icerdiklerinden
dolayr kemik endiiksiyon kapasitesi oldukca yiiksektir fakat osteogenezisi arttiric
ozellikleri yoktur [34]. Kortikokanselloz greftler ise kortikal kemik ve altinda bulunan
kanselloz kemikten olusur. Bu tip kemikler hem osteoblastlar1 igerir hem de yapisal
biitiinliik saglar. Otojen kemik grefti uygulamalarinda genellikle iliyak kemik, kalvaryal
kemik, kostalar, mandibular simfizis ve tibiadan alinan greftler tercih edilir. Bu greftlerin
igerisinde iliyak krestten alinan greft; morbiditesinin diisiik olmasi, ¢ocuklarda bile yeterli
miktarda bulunmasi1 ve fazla miktarda osteoblastik hiicre icermesi nedeniyle “altin

standart” olarak kabul edilir [5, 35].

Otojen kemik greftinin avantajlar1 yaninda dezavantajlar1 da mevcuttur. Bu dezavantajlar
1-2 hafta kadar siirebilen siddetli agrilar, grefti elde etmek icin ikinci bir cerrahi
operasyona gerek duyulmasi, kan kayb1 ve enfeksiyon gozlenmesi seklinde siralanabilir
[5, 36]. iliyak kemik grefti ile birlikte olusan yiiriimede aksakliklarin yasanmast,

kalvariyal kemik greftlerinde meydana gelen dura ve serebral yaralanma ihtimali ve kosta

8



grefti sonrasinda yasanacak pneumotoraks ve gogiis enfeksiyonu riski nedenleriyle de
aileler soguk bakmaktadir [37, 38].

Yukarida bahsettigimiz gibi dogal greftlerin kullanimindaki sinirlamalardan otiirti ¢esitli
alternatiflerin yani sira malzeme biliminin de gelismesiyle birlikte sentetik, polimerik ve
metalik biyomalzemeler iizerinde yogunlagilmis ve klinikte uygulama sahasi
bulunmustur [39]. Bu baglamda doku miihendisligi, ikincil bir operasyona gerek

birakmayan ve immiin reaksiyonu gelistirmeyen skaffold liretimine hiz kazandirmistir

[40].

Bu tez g¢alismasinda kullanilan ¢ift katmanli doku iskelesinin (skafold), trikalsiyum
fosfat’in osteokondiiktif 6zelligi ve poli(gliserol-sebakat) elastomerinin osteoindiiktif
ozellikleriyle, literatiirde 6nem kazanmig altin standart olarak kabul edilen otogreft ile

karsilastirilmast miimkiin olmustur.

2.2.2. Allojen Kemik Greftleri

Allojen kemik greftleri tiirleri ayni, fakat genetik yapilart farkli olan tiirler arasinda
yapilan doku transferidir. Poroz yapilar1 i¢inde progenitdr ve endotelyal hiicrelerin
tutundugu birgok alan bulunur [5, 7]. Allojenler; taze(fresh), taze donmus(fresh-frozen),
dondurularak kurutulmus (freze-dried) ya da demineralize (demineralized) olarak elde
edilirler.

Taze allogreft direkt olarak vericiden aliciya alinir. Bu tiir allogreftler asir1 miktarda
immiin yanita neden olurlar. Taze donmus greftlerin olusturulmasinda, greft antibiyotikli
soliisyonda yikandiktan sonra -70° C’de dondurulur. Ya da dondurularak kurutulan
allogreftler antibiyotikli soliisyonla yikandiktan sonra -70° C’de tekrar dondurulur ve bir
vakum yontemi ile greft icindeki su igerigi % 5’in altina indirilir, kurutulur. Bu greftler
ise ¢cok az miktarda immiinolojik yanit gosterirler. Demineralize allogreftler ise allojen
kemik 74-420 jxm partikiil biiyiikliigline erisene kadar ezilir ve ardindan 3 saat 0.5 N HCI
mEq/gr’da muamele edilerek olusturulur [41,42]. Osteokondiiktif proteinler, taze donmus
ve demineralize olmus kemiklerde kismen korunmasina ragmen dondurularak kurutulan

greftlerde 1se bu 6zellik kaybolur [43].



Kemik morfojenik proteini ve biiyiime faktorlerini iceren biyomalzemeler alveoler yarik
tedavisinde sorgulanmaktadir fakat bu tiir malzemeleri kullanmak i¢in daha fazla
arastirmaya gereksinim duyulmaktadir [44].

Allogreftlere kars1 alicida olusan immiin yanit; greft i¢indeki osteojenik ve hematopoetik
hiicreler, 16kositler, kan, damar ve sinir doku matrikslerindeki antijenlere karsi alicinin

duyarliligi oraninda gelisir [45].

2.2.3. Ksenojen Kemik Greftleri

Alicidan farkli bir tiirdeki vericiden elde edilen heterojen greft materyalleridir [28].
Genellikle baska memeli kemiklerinden elde edilir. At, domuz, sigan kemiklerinin yani
sira en ¢ok tercih edilen ise sigir kemikleridir. Ksenojen greftler osteogenezise

katilmazlar. Islenmemis kemik greftlerinin immiinojenisiteleri allojenik greftlere oranla

daha yiiksektir [46].

2.2.4. Alloplastik Kemik Greftleri

Kemik rekonstriiksiyonunda kullanilmak iizere sentetik olarak iiretilen kemik doku
iskeleleridir [47]. Otogreftlerin ve allogreftlerin kullanimindaki kisitliliklar nedeniyle
biyoseramik teknolojisinin gelisimi hizlanmistir [45]. Alloplastik kemik iskeleleri
mercanlardan dogal olarak elde edilen hidroksiapatit (HA), sentetik hidroksiapatit (HA),
trikalsiyum fosfat (TCP) gibi seramikler, biyoaktif camlar, kalsiyum karbonat gibi
malzemeler olabilmektedirler. Alloplastik implant uygulamalarinda donér sahaya ve ek
bir cerrahi miidahaleye gerek duyulmaz, ayni zamanda bu materyallerin birgogu
osteokondiiktif ve osteoindiiktif 06zellik tasidiklarindan onlara bazi avantajlar

saglamaktadir [48].

2.3. Kemik Doku

Embriyo doneminde kikirdak o6zelliginde olan iskelet, kalsiyum fosfat ve kalsiyum
karbonat gibi tuzlarin birikmesiyle kemiklesmektedir. Kemik doku;

1) I¢ organlar1 korur ve onlara desteklik saglar.

2) Kaslarin kendisine yapigarak viicudun hareketini saglar.
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3) Yapisindaki hematopoetik yapi ile kan ve kok hiicrelerini kemik iliginde iiretir (uzun
kemiklerde).

4) Viicudun gereksinimi olan biitiin mineralleri kendi biinyesinde depolayan bir destek
dokudur [49].

5) Viicuttaki kalsiyumun yaklasik %99’u kemiklerde depo edildigi i¢in giinliik kalsiyum
ihtiyaci bu dokudan saglanir [50].

6) Sitokinler ve biiyiime faktorlerini depo eder [51].

Kemik dokusu hiicrelerden, ekstraselliiler matriksten (ECM) ve liflerden olusur. Sert ve
dayaniklidir. Kemik dokusundaki bu sertligin nedeni ekstraselliiler matriksin kalsiyum
tuzlari ile minerallesmesinin sonucudur [52]. Cerrahi miidahaleler ile sekil degistirebilen
tek dokudur. Endokrin, metabolik ve beslenme sekli degisikliklerine kars1 duyarlidir [53].
Dogal kompozit bir malzemedir [50]. Eklem bdlgeleri hari¢ kemikler periosteum denilen
osteojenik potansiyele sahip 6zel bir bag doku yapisiyla ortiiliidiir. Bu tabaka kemik
olusturma yetenegine sahiptir. Periosteum ayni zamanda lenf damarlarinin ve duyu
sinirlerinin bulundugu bir ag yapisindadir [53]. Periosteum kemik onarimi, bitylimesi ve
beslenmesi agisindan o6nemlidir [54]. Embriyonik ve dogum sonrast donemde
periosteumun i¢ tabakasinda osteoblast denilen kemik olusturan hiicreler yer alirken,
eriskin donemde bu hiicrelerin yerini osteoprogenitdr hiicreler almistir. Hiicreler lakiin
ad1 verilen bosluklarda yer almaktadir. Periosteumun dig tabakasi ise hiicresiz siki bir bag
dokudan ve kan damarlarindan meydana gelmektedir. Kemik iligini bulunduran, kemik
bosluklarinin duvarlarin1 déseyen, osteojenik hiicrelerin olusturdugu kemik tabakasina
ise endosteum denilmektedir. Endosteumun hem kemik hem de kan hiicresi yapabilme
kabiliyeti vardir. Kemikte bulunan tiim bosluklar, havers ve volkman kanallar1 ve

stingerimsi kemigin ilik bosluklar1 tamamen endosteum ile kaphdir [53].

2.3.1. Kemik Doku Tipleri

2.3.1.1. Kompakt Kemik (Kortikal Kemik-Lameller Kemik)

Uzun kemiklerin diyafizi kompakt kemik yapisinda olmakla birlikte yine uzun kemiklerin
epifizi ile kisa ve yasst kemikler de kompakt kemik dokusundan olusan ince bir kabuk
yapisina sahiptir. Kortikal kemigin uzun ekseni boyunca birbirine paralel uzanan kanallar

bulunmaktadir. Bu kanallar “’Havers’’ kanallaridir. Longitiidinal Havers kanallarinin
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capt 20-110 mikron civarindadir. Havers kanallarinin c¢evresinde ise 3-7 pm
kalinligindaki lamellerden, hiicrelerden ve sert bir matriksten olusan bir yap1 vardir. Bu
yapiya ’osteon’’ denilmektedir. Her bir lamelde “’lakiina’’ ad1 verilen yapilar bulunur ve
lakiinalarin igerisinde osteositler yer alir [51, 54]. Havers kanallarinin kemik iligi ve
periosteum ile baglanti kurmasmi saglayan transversal yapilar ise ‘’Volkman’’
kanallaridir [53, 55]. Volkman kanallar1 periosteumdan endosteuma kadar uzanir ve
periosteum ile endosteumdan gelen kan damarlar1 volkman kanallar1 araciligiyla havers
kanallarina iletilir [53]. Havers ve Volkman kanallar1 ayn1 zamanda arteriyol, veniil,

kilcal damar ve sinirlerin bulundugu norovaskiiler kanallardir [56].

2.3.1.2. Kanselloz Kemik (Trabekiiler Kemik-Siingerimsi Kemik)

Uzun ve kisa kemiklerin epifiz ve metafiz boliimlerinin i¢ kisimlari ile yassi kemigin i¢
yiizeyinde bulunur. Siingerimsi kemigin yapisint anastomozlasarak ii¢ boyutlu bir ag
seklini alan kemik trabekiilleri olusturur. Trabekiiller diizensiz sekilli olup igleri yerine
gore kirmizi veya sart kemik iligi ile doludur. Trabekiiler yapi, stoplazmik uzantilari
aracilifiyla kemik iligindeki kan damarlarindan besin maddelerini alir. Siingerimsi
kemigin mekanik etkilere kars1 dayanimi kompakt kemige gore oldukg¢a disiiktiir [53,
57].

Kemik Kemik Doku Mikroyap! Nanoyapi

Osteon (Havers Sistemi)

{~ 200 pm) i\\‘\. ‘

Lamella (~ 7 ym)

!] Ii
J

Hidroksiapatit

M
)4 Kollajen fibeiller (~ 50 nm) (~50x25x2nm)
git| Periostoum
Kollajen fiber (~ 5 um) B
Osteonik kanal
Kollajen molekieri _‘

Sk kemik . Hidroksiapatit kristalleri | Kollajen G¢kd helks yaps

Kan damarlan Mikroskobik gorintl ' . ' {~ 300 x 1.5 nm)

Mineralize fibriller
Makro Nano

Sekil 2.3. Kemik dokusunun hiyerarsik yapisi [58].
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2.3.2. Kemik Doku Matriksi

Kemik dokusunun %25’ini organik matriks, %70’ini inorganik matriks ve %5’ini de su
olusturur [59]. Organik kisim; kollajen lifler (tip-l1 ve tip-V), glikozaminoglikanlar
(kondroitin/keratan siilfat), hyaliironik asit, glikoproteinler (osteonektin, osteokalsin,
alkalin fosfataz) ve doniistiiriicii biiyiime faktorlerinden (TGF-f) meydana gelmektedir
[57]. Organik matriks (osteoid) kemige esneklik kazandirir [60]. Bu esnekligi kemige
kazandiran ve kemigin lifli catisin1 olusturan kollajen proteinidir [61]. Viicuttaki
proteinin takribi dortte birini kollajen proteini olusturur. Kemik doku, kikirdak doku,
eklem ve liflerde bulunmaktadir [62]. Kollajen proteinler ¢apraz bag yapilidir ve liflerin
genisligi 50-70 nm kadardir [63]. En ¢ok fibroblastlar tarafindan sentezlenen fibriller olup
bununla birlikte osteoblast, odontoblast, kondroblastlarda da sentezlenebilmektedir [62].

Kollajen fibriller ayn1 zamanda hidroksiapatit birikimini saglar.

Kemik matriksinin inorganik bilesenlerini ise hidroksiapatit kristalleri seklinde bulunan
kalsiyum ve fosfat, sitrat ve magnezyum olusturur [54]. Hidroksiapatit,
(Cawo(PO4)s(OH)2) formundadir [51]. Biyouyumlulugu, biyoaktivitesi ve mineral
bilesenleri sayesinde biyomedikal ve dis hekimligi uygulamalarinda siklikla
kullanilmaktadir [64]. Hidroksiapatit kristalleri kollajen fibrilleri i¢inde depo edilmis olup
etrafi su ve iyonlardan olusan bir tabaka ile sarilmistir. Viicutta kalsiyum ve fosfor
thtiyacinin karsilanmadigr durumlarda bu tabaka kemikten kana kalsiyum ve fosfor
verilmesini saglar [65]. Kemik inorganik fazi, kemigin cinsiyeti ve yasina bagli olarak
degisir. Bununla birlikte yaslanmaya bagli olarak mineral matrikste kalsiyum ve karbonat

orani artarken, fosfat, magnezyum ve su orani azalir [66].

Kemik dokunun organik kismi kemikten ayrilirsa geriye kalan mineralize kisim kemigin
kirilgan hale gelmesine sebep olurken, inorganik kisim kemikten ayrilirsa kemik esnek
bir hal alir. Bu nedenle kemik matriksini meydana getiren bu protein-kristal

kombinasyonu birbiriyle uyumlu olarak kemige dayaniklilik ve esneklik kazandirir [67].
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2.3.3. Kemik Doku Hiicreleri

Hiicreler;

1) Osteoprogenitor (Osteojenik) hiicreler
2) Osteoblastlar

3) Osteositler

4) Osteoklastlar

Osteoprogenitor Hiicreler:_Farklilasmamis osteoblast onciilii (progenitdr) mezenkimal
kok hiicrelerdir. Diisiik oksijen konsantrasyonunda kondrojenik hiicrelere, yiiksek oksijen
konsantrasyonunda ise mitoz bdlinme ile osteoblastlara doniismektedirler.
Osteoprogenitor hiicreler periosteum, endosteum ve havers kanallarinda bulunur [56].

Osteoblastlar: Kemik yapimini saglayan, kemik dokusunun hiicresel ara maddesini ve
kollajen fibrillerini salgilayan hiicreler olup embriyonik yasamda mezensim
hiicrelerinden, daha sonralari ise bag dokunun geng¢ fibrositlerinden (fibroblastlar)
farklilagirlar. Osteoblastlar gelismekte olan yeni kemik dokusunun yiizeyinde tek sira
halinde dizilerek kisa uzantilariyla birbirlerine, komsu mezensim hiicrelerine ve bag
dokusu hiicrelerine baglanirlar. Sitoplazmalar1 bazofiliktir. Bunun nedeni sitoplazmada
riboniikleik asitten zengin ribozomlarin bol miktarda bulunmasidir. Ayrica osteoblast
sitoplazmasinda graniiler endoplazmik retikulum ve golgi aparati gelismis olup glikojen

ve Ozellikle alkalen fosfataz bol miktarda bulunmaktadir [53].

Osteositler: Osteoblastlarin kendi etraflarina hiicresel ara maddeyi salgilayarak
olusturdugu hiicrelerdir [56]. Gorevi, matriksin organik kismini sentezlemektir. Kemik
matriksinde lakiinalar icine yerlesmistir. Kemik hiicrelerinin yaklasik 9%90-95’ini
olustururlar. Boliinme yetenekleri yoktur. Osteositler, siklik adenozin monofosfat
(CAMP) ve insiilin benzeri bir biiyiime faktorii salgilayarak osteoblastik evrenin son
safhasini olustururlar [68]. Yaslanip 6len osteositlerin bulunduklart yerdeki matriks daha

sonra osteoklast sayesinde yok edilir [53, 69].

Osteoklastlar: Osteoklastlar kemik yikimindan (rezorpsiyon) sorumlu, ¢ok g¢ekirdekli
kemik hiicreleridir. “’Howship lakiinasi’> adi verilen rezorpsiyon boélgelerinde yer
almaktadirlar [70]. Osteoklastlar pliiripotent hiicrelerden koken alir ve prekiirsorleri

dalak, kemik iligi, akciger, periton ve periferik kanda bulunur [71]. Sitoplazmalari
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bazofiliktir fakat bu bazofilik durum osteoblastlar kadar olmayip genellikle asidofilik
ozellik gosterirler. Doku kiiltlirlinde ameboid hareket yaparlar. Fagositoz giicleri zayiftir
[53]. Osteoklastlar, salgiladiklar1 proteolitik enzimler ve asitler araciliiyla organik

matriksi ve kemik tuzlarini eriterek kemik rezorpsiyonunu gergeklestirirler [72].

P

Osteoprogenitor cell

Osteoblast cell

Osteocyte cell Osteoclast cell

Sekil 2.4. Kemik doku hiicreleri (https://glidewelldental.com/education/chairside-

dental-magazine/volume-12-issue-3/bone-substitutes

2.3.4. Kemik Olusumu (Osteogenezis-Ossifikasyon)

Kemik doku olusumu iki yolla gerceklesmektedir; endokondrial kemiklesme,
intramembrandz kemiklesme. Her iki kemiklesme tiiriinde de 6nce primer kemiklesme
sonrasinda ise sekonder kemiklesme gozlenir [73]. Intramembrandz kemiklesmede
mezenkimal hiicreler, kemigi olusturmak i¢in kiimelenir ve bir ossifikasyon merkezi
olustururlar. Sonrasinda bu hiicreler osteoblastlara farklilagirlar, osteoblastlar da
matriksin sertlesmesini saglamak igin hiicre dis1 bilesenlerini ve osteoidi salgilar. Kemik
benzeri bu osteoid doku kemigi olusturmak iizere kalsifiye olur. Periosteum sekillenir.
Bu asamalarin devaminda ise kemigin her iki yanindan baglayarak periost tabakalari
olusturulur. Birgok yass1 kemik, mandibula, klavikula ve kafatasina ait baz1 kemikler bu
osteoid dokuyla iligkili matriksten meydana gelmektedir [74-76]. Endokondriyal
kemiklesme ise hyalin kikirdaktan olusmaktadir. iskelet sistemini olusturan ¢ogu kemik
endokondrial kemiklesmeden koken alir. Endokondriyal ossifikasyonda intramembranéz
kemiklesmeden farkli olarak oncelikle mezenkimal kok hiicreler kondrositlere dontistir.

Olusan kondrositler uzun, kisa ve diizensiz kemiklerin ilk modeli olan fibr6z bag doku
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modeliyle yer degistirir ve hyalin kikirdagi olusturur. Uzun kemiklerin diyafizinde
gelisen bu kemiklesme merkezine “primer ossifikasyon merkezi” denir. Uzun kemiklerin
epifiz kisimlarinda olusan kemiklesme merkezine ise “sekonder ossifikasyon merkezi”
denir [74]. Olusan kikirdak, kikirdak matriksini olusturur. Matriks mineralize olurken
besinlerin difiizyonu engellenir ve kondrositler 6liir. Bu durum osteoblast, osteoklast ve
hematopoetik hiicrelerin Onciillerini tagiyan kan damarlarinin bdlgeye penetre olmasini
saglar. Osteoblast ve osteoklastlar kalsifiye olan kikirdak matriksini slingerimsi kemige

doniistiirtr [51].

2.3.4. Kemik Iyilesmesi

Iceriden veya disaridan uygulanan basing, darbe ve travma gibi mekanik etkilerle kemigin
anatomik yapismin bozulmasma kemik kirig1 denir. Iyilesme, kirik olustuktan hemen
sonra baglar ve kirik hattinda skar olusmadan iyilesir [77]. Kirigin iyilesme siireci
yaralanmadan itibaren yaklasik 6-8 hafta siirmektedir. Iyilesme biyolojik olarak karmasik

olup genel olarak primer ve sekonder olmak tizere iki kisimda incelenir [78].

2.3.4.1. Primer Kemik Iyilesmesi (Dogrudan-Direkt Iyilesme)

Fragmanlar arasinda hareketin olmadigi, kirik uglarmin tam anatomik rediiksiyonu ve rijit
olarak tespitin yapildigi durumda goriilen kirik iyilesme bigimidir. Primer kemik
iyilesmesi, tam temasta (kontakt) ve minimal boslukta (gap) iyilesme olarak ifade
edilebilir. Osteoblast ve osteoklast aktivitesiyle meydana gelir. Tam temasta iyilesmede
kirik uglar1 arasindaki mesafe 0,01 mm den az iken gap iyilesmesinde bu mesafe 800
mikrometre — 1 mm arasidir. Her iki iyilesme tipinde de anatomik olarak diizgiin,

biyomekanik olarak dayanikli lamellar kemik olusmaktadir [79].

2.3.4.2. Kemik iyilesmesi temelde ardisik ii¢ fazda gerceklesir;

Inflamasyon Fazi: Travma sonrasi kemik iligini de iceren hematom olusur ve
inflamatuar yanit baslar. Kirik hatt1 ¢evresinde ve kirik uglar1 arasinda hematom olusur,
hematopoetik kok hiicrelerinin gogiine ve biiylime faktorlerinin aciga ¢ikmasina neden
olur. Hematomun ig¢indeki trombositlerin koagiilasyonu ile trombosit kokenli biiyiime

faktorleri (PDGF) agiga ¢ikar, bunlar da onarici hiicrelerin kirik hattina migrasyonunu
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kolaylagtirir. Kirtk bolgesindeki hasarli kemik matriks dokusu ortama dolusan
inflamatuar mediatorlerin etkisi ile (TNF alfa, TGF beta, IL1 beta, IL6, IL17F, IL18 ve
IL23) damarlar genisler, inflamatuar hiicrelerin (PMNL, makrofaj, lenfosit) bu bolgeye
toplanmasi ve osteoprogenitor hiicrelerin farklilasarak aktif osteoblastlara doniismesine
sebep olur. Bu Inflamasyon faz1 ilk 24 saatte en yiiksek seviyeye cikar ve 7. giinde

sonlanir [80].

Onarim Fazi: Onarim evresi kirik iyilesmesinin en énemli fazidir. Onarim fazinin ilk
baslarinda kikirdak benzeri yeni kemik (kikirdak kallus) olusur. Kallusun damarlanmasi
ile yeni kemik olusumu baslar. Anjiyogenezis (kan damar1 olusumu) ile birlikte beslenme
yeterli diizeye ¢ikarsa osteoblastlar kallus icinde normal kemik gelisimine elverisli kemik
matriksini sentezlemeye baslar. Bu fazda hiicreler aras1 madde, yeni damarlar, fibroblast,
destek hiicreleri ve diger hiicreler farklilagsmaya baslar. Bu evre 7-12 giin silirer. Onarim
evresinde rol alan hiicreler genel olarak mezenkimal kdkenli ¢ok yonlii gelisim 6zelligine
sahip pliiripotent hiicrelerdir. Kirik b6lgesinde mezenkimal hiicre ¢ogalmasi ilk 16 saatte

gerceklesir [81].

Kemigin Yeniden Sekillenme Fazi (Remodelling): Bu evre en uzun evre olup onarim
fazinin ortasindan itibaren 4-6 hafta, aylar hatta yillar siirebilir. Bu evrede kallus dokusu
kalsifiye olarak kikirdagimsi1 dokunun yerini orjinal kemik dokusu alir, trabekiiler kemik
dokusu olusur. Kompakt kemik uglarindaki kallus da lameller kemikten yapilmis ikincil
osteonlara déniisiir. Ilik kanali ad1 da verilen medulla yeniden sekillenir ve kanal icini
dolduran kallus osteoklastlar tarafindan geri emilir. Bu evreden sonra kemigin eski haline

dondiigi “sekillenme evresi” gelir ve 1-2 sene siirer [81].
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Sekil 2.5. Kemik iyilesmesinin evreleri 1) Hematom evresi; Kirik meydana geldikten

sonra kemigin defekt alaninda kanama sonucu hematom olusur.

I1) Enflamasyon evresi; Kiriklarda salinan sitokinlerin olusturdugu yanit, kanama sonrasi
“yang1” yani enflamasyon evresidir. III) Yumusak kallus evresi (kikirdak kallus); Kirik
hattina ¢evredeki damarlardan, kirik alani igerisine uzanan yeni damarlar meydana gelir
(Anjiyogenez). Anjiyogenez ise endrokondrial ossifikasyon ile kikirdak i¢ iskeletini (i¢
kallus), intra membrandz ossifikasyon ile dis kallusu olusturur. 1V) Sert kallus evresi
(periosteal kemik kallus); Hipertrofik kondrositler apoptozise ugrar yumusak kallusun
mineralizasyonu gergeklesir ve once trabekiiler kemik ardindan lamellar kemik olusur.
V) Yeniden sekillenme evresi; primer lameller kemikteki kallus dokusu yeniden
sekillenerek sekonder lamellar kemige doniisiir ve kemik dokusundaki dolasim da

normale doner.

2.3.5. Kemik Belirtegleri

Kemik yapimi ve yikimi birbirini izleyen biyolojik bir dongiidiir. Bu dongiiniin meydana

gelmesini saglayan temel etmenler osteoblastlar ve osteoklastlarlardir. Cocukluk ve
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erginlik doneminde yapim yikimdan daha fazla olmaktadir. Bahsettigimiz donemlerde
uzun kemiklerin wuglarindaki epifizer biliyiime plaginda kikirdak hiicrelerinin
kalsifikasyonu ile kemik biiylimesi asamali olarak meydana gelir ve biiyiime plagindaki
kikirdagin yerini olgunlasmis kemik alir. Bliylimenin durmasindan sonra da kemiklerin
yeniden yapimi ve yikimi hayat boyunca kendini tekrar eden bir dongii seklinde devam
eder. Kemik dokusu bu dongiiyle birlikte kendini siirekli yenilemektedir [82, 83].

Yapim ve yikim tiriinleri biyokimyasal belirteglerle ortaya konulup osteoporoz gibi kemik
dokusu sorunlarinda ve kiriklarda kemik metabolizmasinin durumu tespit

edilebilmektedir.

2.3.5.1. Kemik Yapim Belirtecleri

Alkalen fosfataz (ALP): Osteositlerin yeni sentezledigi ekstraseluler matrikse hidroksi
apatit kristallerinin yerlesmesine olanak saglayan bir enzimdir. Bu enzimin yaklasik
yaris1 kemik, diger yarisi ise karaciger, bobrek ve plasenta kaynaklidir [84]. Bundan
dolayr alkalen fosfataz enzimi hepatik ve gastrointestinal izoenzimlerinin varligi
nedeniyle 6zellikle osteoporoz teshis ve tedavisinde giivenilir bir kaynak degildir. ALP
aktivitesi yas, cinsiyet, menopoz ve ergenlik donemlerinden etkilenmektedir [85].
Kemige 6zgii alkalen fosfataz, kemik yapimini ve mineralizasyonu gostermektedir. Bu

enzimin aktivasyonu i¢in ¢inko ve magnezyum gerekmektedir [86].

Osteokalsin (OC): Kemik matrikste en ¢ok bulunan nonkollajendz bir proteindir. 49 tane
aminoasitten olugsmaktadir. Bu aminoasitlerden 17, 21 ve 24. asitler glutamik asittir. Bu
nedenle osteokalsin proteinine ayni1 zamanda gla proteini de denilmektedir. Oteokalsin,
osteoblastlar ve odontoblastlar tarafindan sentezlenir. Gla proteinleri hidroksi apatit
baglama yetenegine sahiptir [84, 87]. Osteokalsinin serum seviyesi genlere, yasa ve
bobrek fonksiyonlarina baglidir. Osteokalsin sentezi vitamin-D araciligiyla olmaktadir
[88]. Insanda OC geni ALP ile birlikte birinci kromozomda lokalizedir. Dolasimdaki OC

diizeyi immiinoassay yontemi ile 6lgiilmektedir [89, 90].

Prokollajen Tip 1 Propeptidleri (PCIP, PINP): Prokollagen Tip 1, osteoblastlar
tarafindan sentezlenmektedir. Kemik yapiminin referansi olarak kabul edilmektedir [84].
Mineralize kemiklerde bulunan Tip 1 kollajen tiglii heliksel yapiya sahiptir ve bag dokuda

fibroz form olusturmaktadir. Prokollajen Tip 1, kollajen iiretimini ve biiylimeyi
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saglamaktadir. PCIP (prokollajen karboksiterminal propeptid) ve PINP (prokollajen
aminoterminal propeptid) ¢ocukluk ¢aginda bilylime hizini arttiran etmenlerdir [91]. Bu

propeptidler immiinoassay ve ELISA teknikleriyle ol¢iilmektedir [84].

2.3.5.2. Kemik Yikim Belirtecleri

Kollajen Kaynakh Proteinler

Hidroksiprolin

Hidroksilizin-glikozidleri

Pridinolin

Deoksipridinolin

Tip 1 Kollajen Karboksiterminal crosslinked telopeptit (CNX)
Tip 1 Kollajen aminotermal crosslinked telopeptit (NTX)
Kollajen 1 Alfa 1 helikoidal peptit

Non-kollajen Proteinler

Kemik siyaloprotein (BSP)

Osteokalsin fragmanlari

Osteoklast Enzimleri

Tartarat rezistan asit fosfataz
Katepsin K
RANK

2.4. Doku Miihendisligi

“Doku Miihendisligi” terimi ilk defa 1987 yilinda Kaliforniya Universitesi’nde Dr. YC.
Fung tarafindan belirtilmis olup doku miihendisligi yaklasim: tam anlamiyla
Massachusetts Teknoloji Enstitiisii’nden (MIT) kimya mithendisi Prof. Robert Langer ve
Harvard Universitesi Tip Fakiiltesi’nden cerrah Prof. James Vacanti'nin ortak
caligmalariyla tanimlanmigtir ve 1990’11 yillarin basindan itibaren de bu alandaki
calismalar baslamistir [92]. Doku miihendisligi, miihendislik bilimlerinin (malzeme
miihendisligi, biyomedikal miihendisligi) ve yasam bilimlerinin (biyoloji, kimya,

molekiiler biyoloji) prensiplerini biinyesinde barindiran disiplinler arasi bir bilim dalidir.
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Doku miihendisliginin ¢aligma alanlar1 doku ve organlarin iyilestirilmesi, gelistirilmesi
ve yeniden olusturulmasi seklinde siralanabilir [93]. Doku miihendisligi dort bilesenden
olusmaktadir. Bunlar hiicreler, doku iskeleleri, biyoreaktorler ve biyosinyallerdir. Bu
bilesenlerin i¢inde diger bir adiyla skaffold dedigimiz doku iskeleleri, hiicrenin mikro
cevresini taklit etmek amaciyla genellikle polimer, seramik veya bunlarin bilesimi olan
kompozit malzemelerden iiretilen biyouyumlu ve biyobozunur malzemelerdir. Bu ii¢
boyutlu biyomalzemeler, ekstraselliiller matriksi taklit edecek bigimde tasarlanir ve
hiicrelerin uygun yapisma yiizeyi saglamalarina, ¢evre dokularla iletisim kurmalarina,
mekanik dayanim saglamalarima ve fizyolojik ve biyolojik degisikliklere cevap

vermelerine yardimet olurlar [94].

Doku miihendisliginde kullanilan hiicreler ya dogrudan onarimi yapilacak dokunun
hiicreleridir (primer hiicre) ya da farklilagtirnilmig kok hiicrelerdir. Kok hiicreler;
embriyonik kok hiicre, uyarilmis pluripotent kok hiicre ve yetiskin multipotent kok hiicre
seklinde doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir. Yetiskin hiicrelerin
yeniden programlanarak pluripotent 6zellik kazanmasiyla meydana getirilen uyarilmis
pluripotent kok hiicre kesfi doku miihendisligi calismalar1 i¢in 6nemli bir adim
olmaktadir [95]. Ote yandan yetiskin kok hiicre kaynagi olarak genelde kemik iligi
kokenli mezenkimal kok hiicre ve adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre
kullanilmaktadir [96, 97]. Kemik iligi, uygun indiiktif ajanlar varliginda yiiksek
potansiyelde osteoblastik hiicrelere doniigebilme yeteneginden dolayr en yaygin

kullanilan bir kaynaklardandir [98].

Biyoreaktorler; dokunun kombinasyonlarinin bir araya getirilmesi, entegre edilmesi,
biiylimesi ve sekillenmesi amaciyla laboratuvar kosullarinda olusturulan in vitro alanin,
hiicrenin in vivo alaninin fizyolojik kosullarini taklit edecek sekilde gergeklestirilmesini
saglayan cihazlardir. Bu cihazlar ile hiicre kiiltiir ortami igin gerekli sartlarin-uyarmin
yant sira besin, oksijen, pH ve sicaklik gibi biyokimyasal ve fiziksel unsurlar da

saglanmis olur [99].

In vitro ortamlarda hiicrelerin go¢iinii ve farklilasmasini saglayan unsur ise biyosinyal
molekiilleridir. Proteinler, bliylime faktorleri ve peptitler hiicre yapigsmasini artirmak ve
nihayetinde dokuyu yeniden iiretmek amaciyla biyomateryallerin yiizeylerine iyonik

veya kovalent bag ile baglanirlar. Ozellikle kemik dokuda laminin, osteopontin,

21



osteonektin, elastin dahil olmak {izere Kkollajen veya kollajen olmayan proteinler

biyosinyal gorevi géormektedirler [100].

Giiniimiizde doku ve/veya organa yonelik doku miihendisligi ¢caligmalar1 kalp ve damar,
kemik, kikirdak, karaciger ve solunum sistemi gibi bir¢ok alanda yapilmaktadir. Bu
calismalarda klinige aktarilan modellerin, 3 boyutlu kiiltiir ortamlarinin ve
biyoreaktorlerin dinamik hiicre kiiltiirii ortamina uygun olarak yapilmasi doku

miihendisligi ¢calismalari i¢in 6nem teskil etmektedir [99].

Patient

Implant construct
using minimally
invasive method

Cells form Isolate and
tissue expand cells
in vitro

Fabricate 3-D

Add cells and growth matrix
factors to matrix

Sekil 2.6. Doku Miihendisligi Yaklagimi

2.5. Kemik Doku Miihendisligi

Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda temel hedef, kemik kayip/kiriginin oldugu

anatomik bolgede uygun olumlu yanitin olusmasii saglamaktir. Kayip kemik yeniden
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olusup, ¢evresi ile yapisal biitiinliik (integrasyon) gosterdigi zaman basar1 saglanmis olur
[101]. Kemik doku miihendisliginin ugras alani, otogreft, allogreft, ksenogreft gibi dogal
greftler, metalik, polimerik, seramik ve kompozit yapili sentetik greftler ile tiglincii
jenerasyon olarak kullanilan ve molekiiler diizeyde biyo uyumlu biyomalzemeler ile canlt
hiicrelerin kullanildigi, yapay doku ve organ {iiretimini esas alan doku miihendisligi

alanlar1 olusturur [39, 102].

Klinikte halen kullanilmakta olan ve osteojenik canli hiicre i¢eren tek greft hastanin kendi
viicudundan alinan otogreftlerdir. Fakat otojen greftte donor saha morbiditesi ve kisith
kaynak sikintis1 oldugundan dolay1 kullaniminda kisitliliklar mevcuttur. Ayrica greftin
erimesi, dondr alanda skar ve agri, anestezi siiresinin uzamasi gibi ek riskleri de
tasimaktadirlar. Osteojenik hiicre bulundurmayan ve yogun-farkli sterilizasyon islemleri
gerektiren allogreft ve ksenogreftler osteoindiiktif 6zellige sahip degillerdir. Bunlar
sadece yapisal destek sagladiklarindan klinikte yetersiz kalmalarina yol agmaktadirlar
[103, 104].

Dogal greftlerin kullanimindaki bu kisitlamalar nedeniyle ¢esitli alternatifler lizerinde
durulmus, malzeme biliminin de gelismesiyle birlikte metalik, seramik ve polimerik olan

sentetik greftlere yonelim artmigtir [39].

Kemik doku miihendisliginde sentetik greftlerin kullaniminda kritik 6zellik gézenekli bir
skaffoldlardir. Skaffoldun gozenekli olmasi, ekimi yapilacak hiicre i¢in yerlesecegi yatak

rolii oynayacagi igin hiicrenin beslenmesi ve ¢gogalmasi i¢in de 6nemlidir [105].

Metaller, biyolojik ¢evrede biyobozunur olmadiklar: ve islenebilirlikleri kisitli oldugu ve
kemige entegrasyon sorunlari i¢in greft materyali olarak pek tercih edilmeseler de
mandibuler, temporomandibuler eklem (TME) deformiteleri ve kontur diizeltmelerinde
genellikle paslanmaz c¢elik (316L), titanyum bilesikleri ve krom-kobalt-molibden
alagimlar1 kullanilabilmektedir [105, 106].

Seramikler, ¢cok diisiik gerilme kuvvetine sahip olup kirilgan yapilarindan dolay: egilme
ve biikiilme gibi Ozellikleri olmadigi ic¢in kullanimlari sinirhdir. Hidroksiapatit,
trikalsiyum fosfat gibi kalsiyum fosfat bilesikleri ile kalsiyum siilfat tuzlar1 biyomalzeme

olarak kullanilan seramikler arasindadir. Kristalizasyon oranlar1 yiiksek olan ve yilda
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yaklagik %35-10 oraninda rezorbe olan hidroksiapatit (HA), “yavas rezorbe olan

seramikler” arasinda yer almaktadir [107].

2.5.1. Tri-Kalsiyum Fosfat (TCP)

Poroz yapilar1 ve hizli ¢oziiniirliikleri ile TCP tozlar1 “hizli rezorbe olan seramikler”
grubunda yer almaktadir. TCP seramigi Cas(PO4). kimyasal yapisindadir. %90 gézenekli
yapistyla ve osteokondiiktif 6zelligiyle yeni kemik olusumunu saglamaktadir [108].
Gozeneklerinin  biiytikligi 100 ile 300 um arasinda degismektedir [109]. TCP
materyalinin tek basina ve kemik morfojenik proteinleri, biiyiime faktorleri ve sigir
kollajeni ile kombine kullanimina dair galigmalar bulunmaktadir [110]. TCP seramigi
viicutta hidroksiapatitten daha hizli ¢oziinmektedir. Bunun sebebi ise Ca/P oraninin
hidroksiapatite gore diisiik olup, degerinin 1.5 olmasidir. Bu oranin diigiik olmasi

materyalin viicutta emilimini arttirmaktadir [111].

TCP’nin yapisindaki kalsiyum fosfat sayesinde osteoklast aktivitesi artmakta, bu artis da
ayni zamanda yeni kemik olusumunu saglayan osteoblastlarin oniinii acarak aktive

etmektedir [109].

TCP’nin 1125 °C {izeri sicaklikta sinterlenmesi (daha kiiciik kristallerin ytliksek sicaklikta
fiizyonu) sonucu a-TCP, 1125 °C’nin altindaki bir sicaklikta sinterlenmesi sonucu 3-TCP
olusmaktadir. B-TCP rezorbsiyon hiz1 a-TCP’ye oranla daha yiiksektir ve yaklasik 6-7 ay

kadar siirede yerini yeni kemige birakmaktadir.

B-TCP her ne kadar iyi bir osteokondiiktif 6zellik gosterse de doku miihendisligi
uygulamalarinda yeni olusan kemik miktari, rezorbe olan TCP miktarindan daha az
oldugu i¢in bu orani yiikseltmek ve osteoindiiktif potansiyeli arttirmak amaciyla

deneylerde TCP biyomalzemesi igeren greft materyalleri tercih edilmektedir [112].

Kemik doku miihendisliginde dogal ve sentetik olmak iizere biyouyumlu ve biyobozunur

polimerler de biiyiik bir 6neme sahiptir [40].

Dogal polimerler, biinyelerinde barindirdiklar1 yiiksek biyouyumluluk ve hiicre

yapismasini saglayan ligandlar sayesinde doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla
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tercih edilmektedirler [113]. Cogunlukla, doku iskelesi iiretiminde kitosan, aljinat,
hyaliironik asit gibi polisakkarit bazli dogal polimerler ile alblimin, kollajen, jelatin, ipek

ve fibrin gibi protein bazli dogal polimerler kullanilmaktadir [114].

Kitosan: Yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz canlilarinin dis iskeletlerinde,
kelebeklerin kanatlarinda, mantarlarin hiicre duvarinda bulunan, kimyasal yapisi
bakimindan selilloza benzeyen ve dogada scliillozdan sonra en sik rastlanan

aminopolisakkarit, yani bir biyopolimerdir [115].

Aljinat: Esmer alglerden tiiretilen ve bir polisakkarit olan aljinat, genellikle ilaglarin,
biiylime faktorlerinin ve hiicrelerin kapsiilasyonunda kullanilmaktadir. Aljinatin viicutta

tam olarak bozulmama ve immiin cevap olusturma gibi dezavantajlari mevcuttur [116].

Hyaliironik Asit: Bag dokunun ekstraselliiler matriksinde bulunan bir polisakkarittir.
Hyaliironik asit, hayvansal kaynaklardan, bakteri fermentasyonundan ya da dogrudan
izolasyon ile elde edilir. Hyaliironik asit, dokularin hidrasyonu ve nemlendirilmesinde,
dokulardan madde gecisinde ve hiicrelerin farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadir

[117].

Kollajen: Viicut proteinlerinin ve bag dokusunun 6nemli yapisal elementidir. Bulundugu
organlarda yapisal biitiinliigii korumakla gorevlidir. Heliks uzunluguna ve yapisina bagl
olarak 13 tipte kollajen bulunmustur. Bunlardan Tip-1 ve Tip-5 kollajen fibrilleri kemigin
yapisinda yer alirken, Tip-2 ve Tip-11 kollajen fibrilleri eklem kikirdaginda
bulunmaktadir [118].

Jelatin: Kollajenin denatiirasyonu ile elde edilen ve viicutta, deride, tendonlarda ve
kemikte bulunan bir proteindir. Ayn1 zamanda domuz derisi, si8ir derisi, balik derisi ve
balik kemiginde de bulunmaktadir. Kollajen ile kiyasladigimizda jelatin, daha ucuz ve
elde edilmesi daha kolay oldugu i¢in daha ¢ok tercih edilen biyomalzemedir. Jelatinin,
cozeltilerde kullanilan miktarlar1 ve ¢apraz baglanma miktarlar1 degistirilerek malzemede
istenilen biyobozunurluk seviyesi ayarlanabilmektedir. Gida, farmasétik ve medikal

alanda oldukca yaygin kullanim alanina sahiptir [119, 120].
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Ipek: Cerrahi uygulamalarda dikis ipi olarak Kkullanilan dogal bir polimerdir. Ipek
boceklerinden ve driimceklerden elde edilen ipek filamentlerinin temel yapisini, Serisin
proteini olusturur. Mekanik dayanimindan ve biyouyumlulugundan dolay1 ipek,
biyomedikal uygulamalarda ve doku miihendisliginde oldukg¢a sik tercih edilen bir

biyomalzemedir [121].

Fibrin: Plazma proteini olan fibrinojen, kanin pihtilasmasi sirasinda fibrin iplik¢iklerine
doniisiir. Fibrinojen, fibrin iplikgiklerine trombin ve Ca?* iyonu ile déniismektedir.
Olusan fibrinin dayanikli olmasi, biyouyumlulugu ve -elastikiyeti onlarin doku

miihendisliginde biyopolimer iskelet olarak kullanimlarina yol agmistir [122].

Kemik doku miihendisliginde dogal polimerlerin yani1 sira maliyetlerinin diisiik olmas1 ve
hazirlanmalarinin daha kolay olmasi nedeniyle poli(laktik asit) (PLA), poli(L-laktik asit)
(PLLA), poligliserik asit (PGA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli(3-
hidroksibiitirik  asit-ko-3-hidroksivalerik asit) (PHBV), polikaprolakton (PCL),
polipropilen fumarat (PPF), polietilen glikol (PEG) gibi sentetik polimerler de
kullanilmaktadir [123, 124].

2.5.2. Poli (Gliserol-Sebakat)

Poli (gliserol-sebakat), ilk kez 2002 yilinda yumusak doku miihendisliginde biyobozunur
bir polyester olarak biyomedikal uygulamalarinda yerini aldi. Yumusak doku
miihendisligi uygulamalarinin yanm sira sinir doku miihendisliginde, damar greftinde,
retinal transplantasyonda, kikirdak ve kalp kasi uygulamalarinda da kardiyak yama olarak
basariyla kullanilan bir termoset elastomerdir [125, 126]. PGS, ekstraselliiler matriksin
yapisinda bulunan kollajen ve elastin bilesenlerinin mekanik davranigini taklit etmek
tizere tasarlanmistir [127]. Biyouyumlu ve biyobozunur 6zelliginden dolay1 biyomedikal
uygulamalarda tercih edilir. PGS sentezi, 6n polimerizasyon ve kiirleme agsamalarindan
olugsmaktadir. PGS elastomeri, gliseroliin (CH2(OH)CH(OH)CH2OH) hidroksil grubu ve
sebasik asidin (HOOC(CH2)sCOOH) karboksil grubunun katalizore gerek olmadan,
kondenzasyon polimerizasyonu ile sentezlenmektedir [128]. Polimerin elastomerik
yapisi, hidroksil grubunun polimerin ana zincirine ii¢ boyutlu olarak kovalent bag ile
baglanmasiyla olugmaktadir. Hidroksil gruplarimin arasindaki hidrojen baglarinin

etkilesim orani, polimerin daha elastik veya daha kirilgan 6zellik kazanmasinda etkili
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olmaktadir [11]. Ayrica sebasik asit ve gliserol birlikte insan viicudunda herhangi bir
metabolik aktiviteye maruz kaldiginda sitotoksik etki yaratmamaktadir [129].

PGS elastomerinin mekanik dayanimi ve bozunma kinetigi 6zelligi ise istege bagli olarak
kiirlenme sicakliginin ve kiirlenme zamaninin kontrollii olarak ayarlanmasiyla
saglanmaktadir. PGS sentezi sirasinda kiirlenme zamani ve sicakligin artmasiyla birlikte

PGS kristallik 6zelligi azalmaktadir [130].

OH 0 0
+ —_— i
“ester

Glycerol Sebacic Acid Poly(glycerol sebacate)

Sekil 2.7. PGS elastomeri sentezi [127].

Poli (gliserol-sebakat), kimyasal yapisinda bulundurdugu karbon zincirine ¢apraz bag ile
baglanmis olarak bulunan hidroksil grubu sayesinde hidrofilik 6zellik gostermektedir.
Gerilme direnci Olgtimlerinde diger yumusak elastomerler gibi lineer olmayan bir
davranis sergiler ve gerilme direnci > 0.5MPa’dir. PGS materyalinin young modiilii ise
yaklagik olarak 0.0250-1.2MPa civarindadir [11]. Bahsettigimiz 6zelliklerinin yan1 sira
capraz baglanarak ayarlanabilen mekanik 6zelliklere sahip olmasi, in vivo ve in vitro
ortamda yiizey degredasyonu ile ¢oziinmesi ve B-TCP ile kombine edilerek yonlenmis
kemik doku onarimini saglamasi, PGS’ nin sert doku onariminda tercih edilmesinin en

biiyiik sebebidir [126, 131].

Calismada PGS elastomerinin kemik greftleme calismalarinda siklikla kullanilan ve
yapist itibariyle B-TCP seramigine benzerlik gdsteren hidroksiapatit seramiginin tercih
edilmeyip, B-TCP seramiginin tercih edilmesi, Ca/P oraninin hidroksiapatitte yaklasik
1.667, B-TCP’de ise bu oranin yaklasik 1.5 civart olmasindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii
Ca/P oraninin azlig1 biyo ortamda daha hizli ¢6ziinmeyi ifade eder [132].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Protokol Dizayni

Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde yapilan bu ¢alisma
Hacettepe Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Bagkanligi’nin 18/09/2018 tarihli, 2018/09 toplant1 sayil1 ve 2018/50-02 numarali karar1
ile “Hayvan Deneyleri Etik Kurullariin Calisma, Usul ve Esaslarina Dair Y&netmelik”
Hiikiimleri yoniinden uygun bulunarak onaylanmistir. Bu tez c¢alismasi, Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (HUBAP) tarafindan

17747 proje numarasi ile desteklenmistir.
3.2. Deney Hayvanlar

Calismada 30 adet, agirligi 350-500 gr arasinda olan erkek Wistar-Albino tiirii siganlar
kullanildi. Siganlar, Hacettepe Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin
edildi ve beslenme ve bakimlar1 da ayn1 merkezde gerceklestirilmistir. Siganlar calisma
stiresince 20-24 °C sicaklikta, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda
barmdirilmigtir.  Cerrahi operasyon oncesi degerlendirmede deneye dahil edilen
deneklerin higbirinde enfeksiyon, agik yara veya bagka bir saglik bozuklugu tespit
edilmemistir. Denekler cerrahi girisimden sonraki ilk 2 hafta islatilarak yumusatilmis

yem ve biskiivi ile beslenmistir.
3.3. Preoperatif Hazirhik ve Anestezi

Cerrahi islem 0ncesi deneklere 12 saat yiyecek kisitlamasi yapildi ve denekler operasyona
hazir hale getirildi. Sicanlarin anestezisi Ketamin (Ketalar ®, Eczacibasi, Istanbul,
Tiirkiye) (90mg/kg) ve Ksilazin (Rompun, Bayer, Tiirkiye) (10mg/kg) karisimi ile
intraperitonel olarak saglandi. Cerrahi islem siiresince deneklerin idrar ve digki ¢ikarmasi
veya uyanmasi halinde ek doz olarak 10mg/kg ketamin ve 2 mg/kg ksilazin verilerek

anestezinin devami saglanmistir.
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3.4. Cahismada Kullanilan Materyaller

Calismada kullanilan doku iskelesi poli(gliserol-sebakat) elastomeri ve beta-trikalsiyum
fosfat partikiillerinden olusmaktadir. Elastomer sentezi i¢in kullanilan monomerler
gliserol (>%99) ve sebasik asit (%99) olup her iki monomer de Sigma-Aldrich,
Almanya’dan temin edilmistir. Seramik partikiiller ise BMT Calsis firmasinin Suprabone

1simli kemik grefti olup, ilgili firma tarafindan hibe edilmistir.

3.4.1. Cift Katmanh Poli (gliserol-sebakat)/TCP Doku iskelesinin Hazirlanmasi

Poli(gliserol-sebakat) elastomerinin sentezinde esmolar oranda tartilan gliserol ve sebasik
asit oncelikle bir mikrodalga reaktor (WhiteWestingHouse, ABD) prepolimerizasyon
islemine tabi tutulmustur. Reaksiyon sirasinda 1:1 mol oraninda tartilan gliserol ve
sebasik asit cam reaktor icerisine alindiktan sonra %30 oraninda b-trikalsiyum fosfat
partikiilleri (200-500 um) ilave edilmistir. Reaktor 650 W giig ile araliklarla 30’ar saniye
boyunca c¢alistirilmistir. Bu sekilde gliserol-sebakat prepolimeri ve seramik
partikiillerden olusan iki katmanl bir tabaka elde edilmistir. Reaksiyonun ikinci asamasi
bir vakum etiivii (Thermo Scientific, ABD) igerisinde gergeklestirilmistir. Bu asamada
ise elde edilen prepolimerin ¢apraz baglanarak nihai elastomere donlismesi saglanmustir.
Islem tamamen fiziksel olup bir ¢apraz baglama ajan1 kullanilmamistir. Karisim icerisine
ilave edilen partikiiller agagida kalirken, yliksek vakum altinda olusan elastomer de iist
tabaka olarak olusmaktadir. Ozetle bu ¢ift katmanli yapinin olugsmasini saglayan temel
mekanizma, c¢apraz baglanma sirasinda elastomerik fazin hareketinden, faz
yogunluklarinin farkindan ve uygulanan vakum farkindan kaynaklanmaktadir [126]. Tiim
reaksiyon boyunca herhangi bir katalizor kullanilmadigindan, benzer sekilde elde edilen
tirtine herhangi bir saflagtirma islemi de yapilmamstir. 10.5 saat boyunca yapilan vakum
uygulamasiin (maksimum 10 mBar) ardindan elde edilen doku iskeleleri cam kaptan
toplanmis, 7x4x3 mm boyutlarinda pargalar halinde kesilmis ve uygun Tyvek paketleme
malzemelerine alinarak agizlar kapatilmistir. Daha sonra 20 kGray’lik radyasyon dozu
uygulanarak (Gamapak, Corlu) steril edilmis ve hayvan c¢alismalarina kadar uygun

kosullar altinda agizlar agilmadan saklanmistir.

Elde edilen iki katmanli doku iskelesinin elastomer tabakasi blok halinde makroskobik

olarak gozlenmis olup, seramik fazdaki gozeneklilik degerinin arastirilmasi i¢in malzeme
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Bruker marka bir mikro-bilgisayarli tomografi cihazinda incelenmis ve ilgili yazilim
kullanilarak bir takim morfolojik 6zellikle hesaplanmistir. Yapilan analiz sonucunda
toplam obje hacminin 13.4 mm?; toplam yiizey alaninin 201.64 mm? ve seramik tarafi

toplam gozeneklilik degerinin ise %54.43 oldugu bulunmustur.

Hazirlanan doku iskelesinin temel amaci yumusak doku penetrasyonunu Onleyici bir
tabaka ile implant materyali igerisine invazyonu onlemek ve es zamanli olarak seramik
tabakasi sayesinde uygun greft malzemesinin yollanabilmesinin saglanmasidir (Sekil
3.1). Elastomerik formundan otiirii hazirlanan doku iskelesinin uygulama bdlgesinde
kontiire uygun sekilde yerlestirilebilme gibi bir handling o6zeligi de getirmesi

planlanmustir.

Poli(gliserol-sebakat)

(PGS) L Nano-gozenkli
‘ biyobozunur beta-
trikalsiyum fosfat
Yumugak doku graniilleri

tutunmasini engeller

Kemik doku
gelismesini saglar

Sekil 3.1. Hazirlanan ¢ift katmanli yapinin sematik gosterimi.
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Sekil 3.2. PGS/TCP materyalinin tiretim semasi [126].

Sekil 3.3. 7x4x3 mm’lik PGS/B-TCP biyomateryalinin optik fotografi.

3.5. Calisma Gruplar

Deneyde kullanilan siganlar her bir grupta 10 sican olacak sekilde 3 gruba ayrildi.
Gruplardaki tiim siganlarin damaginin sag taraf alveoler kemigini drten mukoza disseke
edilerek alveol kemigi aciga ¢ikarildi. Mikromotora bagli doner testere yardimi ile 7x4x3

mm boyutlarinda kemik defekti olusturuldu.
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Birinci grup, defekt grubu (negatif kontrol grubu): Bu grupta bulunan deneklerin her
birinin alveoler bolgelerinde 7x4x3 mm’lik kritik boyutlu defektler olusturuldu ve tedavi
edici herhangi bir uygulama yapilmaksizin insizyon-mukoza 5/0 ipek ile situr ile
kapatildi.

ikinci grup, otogreft grubu (pozitif kontrol grubu): Bu gruptaki deneklerin her birinin
alveoler bolgelerinde 7x4x3 mm'lik kritik boyutlu defektler olusturuldu. Ayni1 deneklerin
iliyak bolgesi traglanip sterilize edildi, hazirlanan defekt ile ayn1 boyutta 7x4x3 mm’lik
iliyak kemik otogrefti alinarak defekt bolgesine yerlestirildi ve insizyon yine 5/0 ipek ile

suture edildi.

Uciincii grup, (-¢ift katmanh-PGS/TCP grubu) (deney grubu): Bu gruptaki
deneklerin her birinin alveoler kemik bolgesinde 7x4x3 mm’lik kritik boyutlu kemik
defektleri olusturulduktan sonra defekt bolgesine yine ayni boyutta hazirlanmis olan ¢ift
katmanli doku iskeleleri (internal kissm TCP, eksternal kisim PGS olacak sekilde)

yerlestirildi ve insizyon yine 5/0 ipek ile siiture edildi.

Gruplardaki deneklerin her biri morfolojik ve histolojik incelemeler i¢in 6. Ayin sonunda
karbondioksit narkozu ile sakrifiye edildi. Siganlar sakrifiye edildikten sonra, damak
yariginin oldugu bolgeden alinan ist cene ornekleri %10’luk paraformaldehit iginde
sabitlendi. Buradan mikro-BT goriintiilerinin alinmast HUNITEK mikro-BT {initesine

tasindi.

3.6. Cerrahi islem

Denekler anestezi altinda supin pozisyona getirilerek agizlari rekraktor yardimiyla agildi.
Povoidon ile lokal temizlik yapilip, molar dis ve 6ndeki kesici disler aras1 1 cm’lik bolge
mukozasi bistiiri ile tam kat kesildi. Sonrasinda dentoalveolar periost kaldirilip, alveoler
kemige ulasildi. Ince uglu matkap ile alveoler kemik (nazal kemige kadar) kesilerek
standart 7x4x3 mm’lik kemik defekti olusturuldu. Hemostazi takiben her gruptaki
denekler i¢in bu islemler gergeklestirilmis olup, operasyon sonunda insizyon, 5/0 vcyril
stiturler ile kapatildi. Bu cerrahi islemler tiim deney gruplarinda standart olarak

gerceklestirildi.
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Sekil 3.4. A) Ust cenede defekt olusturulan alveol bolgesi. B) Defekt olusturulan
damagin alveoler bolgesine yerlestirilen otogreftin alindig iliyak kemik

bolgesi.

D

Sekil 3.5. C) Alveoler kemikten alinan 7x4x3 mm’lik kemik defekti. D) Defekt
bolgesine yerlestirilecek kemik otogrefti.
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Sekil 3.7. F) Defekt bolgesine yerlestirilen otogreft.
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3.7. Post Operatif Evre

Operasyon sonrasi tiim denekler kafeslerine alinarak cerrahi islem sonrasi olusabilecek
agr1 ve acilara tedavi amaciyla igme sularina 2mg/ml parasetamol eklendi. Sicanlar post
operatif donemde kesi hatlarinin iyilesmesi ve agilmamasi amaciyla 3 hafta biskiivi
ezmesiyle beslenilmis olup, sonraki siire¢te beslenmelerinde standart sigan yemi ve

musluk suyu kullanilarak durumlar takip edildi.

3.8. Radyomorfometrik Cahsmalar

Denekler 6. ayin sonunda CO; anestezisi altinda sakrifiye edilerek iist ¢geneleri blok olarak
cikarilip, formaldehite yerlestirildi. Alveoler kemik ornekleri defekt bolgesindeki
kemiklesme miktarmin mikrotomografi ile tayini ic¢in taranmak tizere Hacettepe
Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne (HUNITEK) teslim
edilmistir. Radyograflar 6n kesici dislerin labiyal ylizeyinden zigomatik arka kadar olan
bolimiiniin mikro tomografi cihazi (Skyscan 1272; Bruker, Belgium) ile taranmasindan
elde edilmistir. Elde edilen radyograflar iizerinden Nrecon software (Skyscan 1272;
Belgium) programi iki boyutlu, 21 pm kalinhiginda kesitler alinmistir. Elde edilen 2
boyutlu kesitler CTAnN (version 1.17.7.2, Bruker micro-CT) medikal analiz programina
aktarilmistir. Olgiilen parametreler; kemik yogunlugu (BV), doku yogunlugu (TV),
trabekiiler voliim (TV), Trabekiiler kalinlik (TbTh), BV/TV, BS/BV ve TbN seklindedir.

3.9. Histomorfometrik Calismalar

Ornekler %10’luk tamponlanmis nétral formalin ¢ozeltisinde oda sicakliginda fikse
edildikten sonra mikrotomografiye gonderilmistir. Dokular, mikrotomografi ¢alismalari
sonunda De Castro ¢ozeltisinde (kloral hidrat, nitrik asit, distile su) kontrollii olarak
dekalsifiye edilmistir. Dekalsifikasyon islemi tamamlandiktan sonra 6rnekler distile su
ile yikanip sabit vakumlu otomatik doku takip cihazinda rutin histolojik takip basamaklari
izlenerek parafin bloklar olusturulmustur. Kizakli mikrotomda 3-5 mikrometre
kalinligindaki seri kesitlerde Hematoksilen Eozin ve Gomori Trikrom boyama teknikleri
uygulanmistir. Trikrom teknigiyle olgun, kompakt kemigin kirmizi, yeni kemigin yesil
ve hiicre sitoplazmalarinin da eflatun boyandigi yiiksek kontrastli goriintiiler elde

edilmistir. Kesitler 151k mikroskobunda (DM6B, Leica, Almanya) goriintiilenip kamera
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atasman1 (DFC7000T, Leica, Almanya) yardimiyla yiiksek ¢6ziiniirliiklii mikrograflar
elde edilmistir. Mikrograflarda alveol defektindeki kemiklesme, dijital ortamda kantitatif
olarak degerlendirilmistir. Bunun i¢in defekt alanindaki yeni kemik miktar1 ve toplam
defekt alani hesaplandiktan sonra defekt alanindaki yiizde yeni kemik orani goriintii
analiz yazilimi1 (LAS X, Leica, Almanya) kullanilarak kantitatif olarak ol¢iilmiistiir [28,
36]. Olgiimler, biitiin gruplardaki drneklerde defekt alaninin 6n kesici dislere yakin

kismindan baslayarak olusan yeni kemik bolgesi merkeze alinarak gergeklestirilmistir.

3.10. Istatistiksel Cahsmalar

Incelemelerden elde edilen verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS versiyon 25
kullanilarak yapilmistir. Degiskenlerin parametrik olup olmadigi Shapiro-wilk testi
kullanilarak incelenmistir. Analiz sonuglari, parametrik degiskenler icin ortalama ve
standart sapmalar kullanilarak elde edilmistir. Yeni kemik miktar1 gruplar arasinda tek
yonlii varyans analizi ile karsilastirilmistir. Levene testi sonucunda varyanslarin homojen
olmadig1 gozlendiginden tek yonlii varyans analizi i¢in Welch ANOVA testi, gruplar
arasi ikili karsilastirmalarda ise Post-hoc testi olarak Tamhane testi kullanilmistir. P <

0.05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Radyomorfometrik Degerlendirme

Tomografik incelemelerde amag, defekt olusturulan bolgede olusan yeni kemigin hacim
olarak tespit edilmesiydi. inceleme sonunda elde edilen tomografik radyograflardan her
gruba ait birer radyograf 6rnegi temsilen Sekil 4.1 A,B,C’de verilmistir. Yeni olusan
kemik alaninin tayini i¢in deneklerin {ist ¢enesi, santral dislerin arasindan gegen bir hattan
simetrik olarak iki kisma boliiniip, ¢enenin operasyon goren sol segmentindeki defekt
hacmi ve igindeki kemik doku hacmi hesaplanmis, sonrasinda bu degerler oranlanarak
istatistiksel analizleri yapilmistir. Implantin yerlestirildigi deney grubu, defektin bos
birakildigi negatif ve kemik otogrefti yerlestirilen pozitif kontrol gruplar ile
karsilagtirildiginda defekt igindeki yeni kemik miktarinin, toplam defekt hacmine
oraninin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi saptanmistir (Sekil 4.2).
Otogreft grubunun ise bos defekt grubuna gore istatistiksel olarak anlamli iyilik
saglamadigi gézlemlenmistir (p>0.05) (Welch ANOVA, Post-hoc Tamhane testleri).

Sekil 4.1.  A) Defekt grubuna ait tomografik radyograf. B) PGS/B-TCP doku iskelesinin
bulundugu gruba ait tomografik radyograf. C) Otogreft grubuna ait
tomografik radyograf.
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Sekil 4.2. Mikrotomografide hesaplanan kemik hacmi / total defekt hacmi 6l¢timlerine
ait tanimsal istatistikler, ortalama ve standart sapma olarak hata ¢ubuklari

grafiginde gosterilmistir.

4.2. Histomorfometrik Degerlendirme

Histomorfometrik degerlendirmede, deney ve kontrol gruplarina ait tiim 6rneklerde 6n
kesici dislerin arka kisminda bulunan gingival mukozanin alveol defekti bolgesine dogru
ilerledigi izlenmistir (Sekil 4.4 A-C). Tiim gruplarda kritik biiyilikliikteki defekt alaninin
degisen oranlarda vaskiilarize, fibroz bag dokusu ve yer yer yeni kemik spikiilleri ile
dolduruldugu, incelenen zaman diliminde (6. Ay) hic¢bir grupta kemiklesmenin yiizde
elliye ulasmadig: dikkati cekmistir (Grafik 4.2). Implant uygulanan deney grubu defektin
bos birakildigt negatif ve otogreft uygulanan pozitif kontrol gruplart ile
karsilagtirildiginda defekt i¢cindeki yeni kemik miktarinin toplam defekt alanina oraninin
istatistiksel anlamli farklilik gostermedigi saptanmistir (Grafik 4.3). Diger yandan altin
standart olarak kabul edilen otogreft grubunun bos defekt grubuna goére anlaml iyilik
saglamadig1 dikkati ¢ekmistir (p>0.05) (Welch ANOVA, Post-hoc Tamhane testleri).
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Implant uygulanan gruplarda biyomalzemenin zamana bagli degrade oldugu ve yerini

biiyiikk olglide yeni kemik dokusu degil de gingivaya ait yumusak dokuya biraktigi

gorilmistir.

40-

30-

Defekt Alanindaki Kemik Yuzdesi
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Gruplar

e Defekt
= mplant
a  Otogreft

Sekil 4.3. Histomorfometrik olarak hesaplanan defekt alanindaki yeni kemik yiizdesi

Olclimlerine ait tanimsal istatistikler, ortalama ve standart sapma olarak hata

cubuklari grafiginde gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Gruplarin istatistiksel ortalama ve standart sapma degerleri.

Ortalama Deger

Standart Sapma

) - ) Defekt 21,4405 10,20123
Histoloji Kemik ]
Implant 10,9448 3,37080
Yiizdesi Analizi
Otogreft 19,0633 8,11776
Defekt 52,0428 24,68983
Mikro-BT Kemik .
o Implant 60,5471 5,01681
Yizdesi Analizi
Otogreft 51,1602 12,97799
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Hematoksilen Eozin Gomori Trikrom

Bos Defekt

implant

Otogreft

Sekil 4.4. Sol kolonda kiiciik ve sag kolonda biiyiik biliylitmede negatif kontrol (A, D),
pozitif kontrol (C, F) gruplan ile implant uygulanan (B, E) gruplara ait
alveoler defekt goriintiileri goriilmektedir. Tiim 6rneklerde defekt alaninda
vaskiilarize, kollagen liflerden zengin bag dokusu (BD) ve eslik eden yeni
kemik spikiilleri (K) izlenmektedir. D-F’de olgun kemik kirmizi, yeni kemik
yesil renkte goriilmektedir. A-C: Hematoksilen Eozin x12,5. D-F: Gomori
Trikrom x100.
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5. TARTISMA

Hayvan calismalarinda alveoler defekt modeli ilk kez 1950’lerde Harvold tarafindan
Rhesus maymunlarinda kullanilmigtir. Olusturulan defektin  boyutu 2mm olarak
belirlenmistir. O zamandan giiniimiize kadar alveoler defekt calismalarinda kedi, kopek,
sigan, tavsan ve kegi gibi bir¢ok tiirde deney hayvani kullanilmistir [133]. Ancak 6nceki
caligmalarda belirlenen defekt boyutu sinirlt sayida denekler ile yapilmaktaydi. Kritik
boyutlu defekt modeli ise ilk kez Warren ve ark. tarafindan yapilmigtir. 7x4x1.5 mm
boyutunda olan defektte Sprague-Dawley tiirii siganlar kullanilmistir [134]. 2008 yilina
gelindiginde ise Phuong D.Nguyen ve ark. ilk kez rat modelinde alveoler yarik gelistirip,
defekt boyutunu 7x4x3 mm olarak belirlemislerdir [134]. Calismamizda bu model

kullanilmistir.

Tam damak yariklarinin onarimi, cerrahi onarim teknikleri ile yapilmaktadir. Amac,
damagin biitiinliigiinii saglamak, konusmay1 ve normal beslenmeyi insa etmektir. Bu
onarim igleminin diger basamag alveol kemigindeki eksikligin (yarigin) giderilmesidir.
Boylece iist ¢cenedeki kemik devamliligi saglanmis, dislerin normal eksende ve yerinde
cikmasi olanakli hale getirilmis, yenilen yiyeceklerin burundan gelmesi 6dnlenmis olur.
Hali hazirda bu onarim islemi, bebegin kalcasindaki legen (iliyak) kemikten alinan kemik
grefti ile yapilmaktadir. Bu islem igin bebek hastanin kalca kemigi agilmakta oradan
kemik grefti alinmakta ayn1 seansta alveol kemiginin olmadig1 defektli alana konularak
cevresindeki gingiva dokusu ve lokal flepler ile ortiilmektedir. Otogreft i¢erisinde hacim
olusturan kemik dokusu onun iginde de canli osteoblastlar mevcuttur. Bu kemik grefti
ameliyat sonrasindaki siiregte 6nce difiizyon ile beslenir sonrasinda ise vaskiilarize olarak
canliligint siirdiirtip, defekti doldurur. Boylece her iki alveoler uglarin birlesmesiyle

¢enenin biitiinliigii saglanmis olur.

Alveoler defektin tedavisinde hali hazirda denenen malzemelerde otogreftlerin yani sira
allogreftler ve sentetik materyaller de bulunmaktadir. Biiytime faktorii, kok hiicre
kullanim1 gibi biyolojik tirlinler ve biyomiihendislik tiriinleri de denenmektedir [135].
Skafold olarak biyouyumlu, biyobozunur poliglikolik asit, polilaktik asit ve kollajen
siklikla tercih edilmektedir [136].

Altin standart olarak belirlenen otogreft uygulamalari ile alinan kemik greftlerinin alici

yatakta tutmamasi, enfeksiyon gelismesi, greftin alindigi yerde agri, hematom, skar
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olugmasi, ameliyat siliresinin uzamasi gibi sorunlar yaganmaktadir. Bu ¢alismada amag,
kemik grefti gibi davranacak, kemik yapimini uyaracak veya kemik doku onciisii gibi
davranarak kemiklesmeyi saglayacak bir biyomalzeme gelistirmektir. Gelistirilen PGS/B-
TCP doku iskelesinin, (sigan alveoler defekt modelinde) altin standart olarak kabul edilen
kemik otogrefti yerine kullanilabilirligi arastirilmistir. Boylece bebek hastadan kemik
grefti almadan basarili sekilde ve bu risklerden kaginarak alveol kemik defektini

onarabilmek sorgulanmustir.

Caligmamizda kullandigimiz biyomalzemenin yapisindaki TCP osteokondiiktif 6zellige
sahiptir. PGS ise osteokondiiktif olmasinin yani sira elastik, dayanikli ve mikro gevreye

uygun davranig gosterme yetenegine sahiptir [137].

Poli(gliserol-sabakat) elastomeri ayni zamanda polilaktik asit, poliglikolik asit ve
polikaprolakton gibi polimerler ile kiyaslandiginda PGS’nin, yapilan western-blot
arastirmalarinda fokal adezyon kinazinin yani hiicrenin, hiicre iskeleti yoluyla

ekstraseliiler matriksle baglant1 kurma potansiyelinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
[137].

PGS elastomerinin biyouyumlulugu 2005 yilinda periferik sinir kondiiit ¢aligmalarinda,
2006 yilinda damar doku miihendisligi ¢alismalarinda, 2008 yilinda miyokard dokusu
caligmalarinda, 2009 yilinda ilag tasiyict sistemlerde, 2010 yilinda kikirdak dokuda ve
2017 yilinda ise SH Zaky ve ark. tarafindan kemik dokusunda in vitro ve in vivo
ortamlarda kanmitlanmistir [125, 137-141].

Alveoler bolge, ortada bikortikal kemik ve disinda gingivadan olugmaktadir. Bikortikal
kemigin ortasinda ise kanselloz kemik bulunmaktadir. Kanselloz kemige gomiilii dis
pulpalar1 bebek biiyiidiikge disartya dogru ilerleyerek dislerin gelisimine ve ¢ikmasina
yol agmaktadir. Bu iki katman 06zelligi nedeniyle calismamizda diger calismalarda
kullanilan PGS/B-TCP karisimindan farkli olarak iki katman halindeki sekli tercih
edilmistir. Bir katman kemik olusumunu uyarip, kemik Onciillerinin gociine yardim
ederken diger katmanin (PGS katmani) ise ortiicii yumusak dokunun gelisimine katki
saglamasi on gorilmiistiir. PGS/TCP ile yapilan dnceki ¢alismalar incelendiginde bu iki
malzemenin Karisim olarak kullanildig1 yine bu aragtirmacilarin ifadelerine gére PGS’ nin

degredasyonu sirasinda ortamdaki pH’nin asidiklestigi, TCP ile karistirildiginda ise bu
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pH degisiminin tamponlandigi ifade edilmektedir. Ancak ayr1 iki katman halinde
kullanildiginda da bu pH degisikliginin TCP katmani ile ndtralize edilebilecegi

tarafimizca on goriilmiis ve bu aragtirmamizda da kullanilmistir.

PGS/TCP biyomalzemesinin ¢ift katli olmasimnin diger bir avantaji ise eklem yiizeyleri
gibi bir yilizii kikirdak diger yiizii kemik olusumunu indiikleyebilecegi 6n goriisiine

dayanmaktadir.

Bu calismada elde ettigimiz verileri birlikte degerlendirdigimizde; radyografik ve
histolojik analizlerde doku iskelesi olarak gelistirilen PGS/B-TCP biyomalzemesinin
implant grubundaki bulgular, negatif kontrol grubu (siganda kritik boyutlu alveol kemik
defekti grubu) ve otogreft grubu ile kiyaslandiginda gruplar arasinda radyolojik ve
histolojik olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir. Altin standart olarak kabul edilen
kemik otogreft grubunun (pozitif kontrol grubu) radyolojik ve histomorfometrik sonuglari
negatif kontrol grubununki ile kiyaslandiginda anlamli bir farklilik goriilmemistir
(p>0.05). Bu sonuglar ile PGS/TCP grubunda defektin kemik dokusundan ¢ok gingiva
(yumusak doku) yapimini uyardigi, yeni kemik dokusunun yapimini ise oransal olarak
daha az uyardig1 goriilmektedir. Universitemizin HUNITEK biriminde ¢ekilen mikro-BT
goriintlilerinin 21 p kalinlikta olmasi goriintiiler lizerinden daha detayli degerlendirme
yapma sansini engellemistir. 1ki katmanli hibrit skafoldun degredasyon siiresi, hiz1 ve
ortam pH’sindaki degisimlere yonelik in vitro calisma, planimizda olmadigindan
elimizde kesin veri bulunmamaktadir. PGS/TCP kombinasyonunun skafold ¢alismalari
sonucunda degredasyon sirasinda gelisen asidik pH’nin tamponlanamadigi, bu nedenle
kemik iyilesmesinin arzu edilenden geride oldugu hipotez olarak sdylenebilir. Alveol
kemik defekti onariminda hem eksik kemigin yerine konulmasi hem de kemigin iistiinii
ortecek saglam yumusak doku ortiisiine ihtiya¢ vardir. Bu iskele kemik ihtiyacini
karsilamaktan ¢ok yumusak doku desteginin olusumunda ve saglanmasinda etkili

olmustur.

Her ne kadar PGS elastomerleri, poli(L-laktik asit) (PLLA) gibi yigin degradasyon
mekanizmasina sahip olmasa da igerigindeki asit tabanli monomerlerin degredasyon
sonucunda ortam pH’sii disiirdiigi bilinmektedir. Buna ilaveten yapiya konulmus
kalsiyum fosfat seramiklerinin PLLA gibi yigin degredasyonuna ugrayan polimerlere

(6zellikle vida gibi uygulamalarda) ilave edilmesinin pH’y1 dengelemede etkin bir ¢oziim
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oldugu da bilinmektedir. Bu tez ¢alismasi i¢in hazirlanan hibrit malzemede de kemik
olusumuna yardimci olmanin yani sira degredasyon sonucu olusacak asidik ortami
tamponlayacak sekilde davranmasi beklenen bir seramik faz bulunmaktadir. Sonug olarak
yiizey erozyonu ile olusan asidik pH’nin ortamdan uzaklastirilmasi ya da tamponlanmasi
malzemenin yapisindaki TCP’ye bagli seramik fazin pH’y1 tamponlamasi beklenmistir.
Ancak skafolddaki seramik ve elastomer fazlarin birbirinden ayr1 olmasi pH diigmesine
yeterince engel olamadigi, sonugta kemik doku iyilesmesinde beklenen olumlu etkinin
saglanamadigi kanaatine gotiirmistiir. Ph {izerindeki etkilerin arastirilmasi igin elde
edilen doku iskelelerinin hiicre kiiltiir ortami igerisinde 24 saat bekletilmesini takiben pH
degerinin 6.5£0.13’¢ distiigliniin gozlemlenmis olmast da bu On goriimiizi

desteklemektedir.

Denekler beslenme sirasinda ¢igneme ve 1sirma hareketi yapmaktadir. Bu sirada kesilen
ve dikilen bolge travmaya maruz kalmakta zamanla dikisler agilabilmekte bir baska
deyisle kemik iyilesmesi olumsuz yonde etkilenmektedir. Cerrahi islem yapilan bdlge
denegin agiz florasi ile kontamine olmakta, mikro gevreyi etkileyebilmektedir. Insanda

da durum boyledir.

Kemik otogreftlerinin yapisinda canli osteoblastlar, osteoblastlarin sentezledigi kemik
ekstraselliiler matriksi ve bu matrikse bagli biiylime faktorleri vardir. Mikro ¢evrenin
uygunlugu gilivence altina alindiginda bu greftler en iyi kemik iyilesmesi ve
rekonstriiksiyonunu saglamaktadirlar. Bundan dolayi altin standart olarak kabul edilirler.
Caligmamizdaki otogreft grubunun degerlerinin beklenenden diisiik olmasi ¢igneme
sirasinda otogreftlerin hareket etmesine ve agiz florasiyla kontamine olmasina
baglanmistir. Diger yandan ¢igneme sirasinda otogreftler defekt alaninin digina, alveoliin
on veya arka kenarlarina dogru yer degistirebilmektedir. Bu da defektin, otogrefti

rekonstriikte etmedigi ya da eridigi yorumuna yol agmaktadir.

Calismamizda doku iskelesi olarak gelistirilen iki katli PGS/B-TCP biyomalzemesi, doku
miihendisligi ilkelerinden hiicre, sitokin, ekstraselliiler matriks bilesenlerinden yalnizca
ECM’yi taklit eden PGS elastomerini ve osteokondiiktif o6zellikli TCP seramigini
icermektedir. Icinde canli hiicre ve sitokin bulunmamaktadir. Sonug olarak PGS/TCP
biyomalzemesinin yeni kemik olusumunda etkili oldugu goézlemlenmesine ragmen

biyomalzemenin sitokinlerle kombine edilerek osteoindiiktif 6zelliginin arttirilmasinin
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daha iyi sonuca gotiirecegi kanaatine varimistir. Ayrica daha biiylik deney
hayvanlarindaki defekt modelinde yeniden gelistirilecek bu biyomalzemenin kullanilmasi

daha uygun olacaktir.
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